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RESUMEN

Los esteroles son una familia de compuestos triterpénicos que se presentan en forma
libre o conjugada, como ésteres, glicdsidos y acilglicésidos de esteroles. Cada especie
vegetal tiene su propio perfil cualitativo y cuantitativo de esteroles libres y conjugados,
aunque en las distintas fracciones el 3-sitoesterol, el estigmasterol y el campesterol son
los esteroles mas abundantes. Los esteroles libres y sus derivados glicosilados se
localizan en las membranas celulares, principalmente en la membrana plasmatica,
donde actian como componentes estructurales que contribuyen a mantener la fluidez
y la permeabilidad de las mismas. Por otra parte, los esteroles esterificados se
acumulan en cuerpos lipidicos citoplasmaticos, constituyendo una reserva de esteroles
que se almacena o se moviliza en funcion de las necesidades celulares (exceso o

defecto) de esteroles libres y glicosilados en las membranas celulares.

La esterificacion de los esteroles estd mediada por las esterol aciltransferasas, enzimas
que desempenan un papel muy relevante en el mantenimiento de la homeostasis de los
esteroles en las membranas celulares. Hay evidencias que indican que los niveles de los
esteroles esterificados experimentan cambios importantes durante la senescencia de los
tejidos vegetales y cuando las plantas se enfrentan a situaciones de estrés. Sin embargo,
el conocimiento acerca de las esterol aciltransferasas de plantas es todavia limitado.
Hasta hace muy poco tiempo sdlo se habian clonado y caracterizado dos esterol
aciltransferasas de Arabidopsis: una fosfolipido:esterol aciltransferasa (PSAT1) y una
acil CoA:esterol aciltransferasa (ASAT1). Recientemente, en una tesis doctoral previa
de nuestro grupo de investigacion se identificaron y comenzaron a caracterizar las
enzimas ASAT1 y PSAT1 de tomate (SIASATI y SIPSATI1). A partir de estos
antecedentes, en este trabajo de Tesis Doctoral se ha seguido avanzando en el estudio
de la funcién bioldgica de las esterol aciltransferasas de plantas ASAT1 y PSATI,
empleando Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum (cv Micro-Tom), prestando
especial atencion al estudio de su funcién y la de los esteroles esterificados en el

crecimiento, desarrollo y la respuesta frente al estrés.

Los resultados obtenidos mediante complementacién funcional de los mutantes asat1-1
y psatl-2 de Arabidopsis con las proteinas SIPSAT1 y SIASAT1 han confirmado la
diferente capacidad de estas proteinas para esterificar esteroles mayoritarios finales e
intermediarios, respectivamente. Ademads, en semillas y hojas de los mutantes de
tomate con la enzima SIPSAT1 inactivada (CR-psat1) obtenidas mediante el sistema de
edicién génica CRISPR/Cas9, se observa una reduccion muy marcada del contenido de
esteroles esterificados que se correlaciona con un incremento en los niveles de esteroles
libres y en el caso de las hojas, con una clara disminucién del nimero de cuerpos
lipidicos, en comparacién con lo observado en plantas wild type. Sin embargo, estos

cambios no se producen en las lineas de tomate que tienen inactivada la enzima



SIASAT1 (CR-asatl). Estos resultados apoyan la idea de que, tal y como se ha
propuesto en Arabidopsis, la SIPSAT1 participa de forma mas activa que la SIASAT1
en la sintesis de esteroles esterificados y en la homeostasis de esteroles libres. La
pérdida de funciéon de SIASATI1 produce un ligero retraso en el inicio de la
germinacion sin que se afecte la tasa final de la misma. Sin embargo, la inactivacion de
SIPSAT1 afecta a ambos pardmetros e induce un fenémeno de germinacion atipica, en
el que se observa la aparicion de los cotiledones previa a la de las radiculas, con las
consiguientes anomalias en el establecimiento de las plantulas. Las lineas CR-psatl
presentan también un fenotipo de enanismo moderado y alteraciones en la morfologia

de las hojas.

Por otra parte, la reduccion del contenido de esteroles esterificados en Arabidopsis se
traduce en mayor sensibilidad a la infeccion con Pseudomonas syringae, ya que el
mutante psatl-2, pero no el asatl-1, es mds sensible a la bacteria que las plantas wild
type. En tomate la pérdida de funcion de PSAT1 parece incrementar la sensibilidad a
estrés salino, ya que el crecimiento de los mutantes CR-psatl en presencia de
concentraciones elevadas de NaCl es menor que el de las plantas wild type, un efecto

que no se observa en los mutantes CR-asat1.

En conjunto los resultados de este trabajo sugieren que los esteroles esterificados y
SIPSAT1 desempefian un papel importante tanto en el desarrollo y crecimiento de las
plantas como en la respuesta a diferentes tipos de estrés, y establecen las bases para
estudios posteriores dedicados a comprender el mecanismo de accion de los esteroles

esterificados y las esterol aciltransferasas en estos procesos fisioldgicos.



ABSTRACT

Sterols are a family of triterpenoid compounds that occur as free form or conjugated
like steryl esters, steryl glycosides and acylated steryl glycosides. Each plant species
has its own qualitative and quantitative profile of free and conjugated sterols, although
the most abundant sterols in the different fractions are [3-sitoesterol, stigmasterol and
campesterol. Free sterols and their glycosylated derivatives are localized in cell
membranes, mainly in the plasma membrane, where they act as key structural
components involved in maintaining membrane fluidity and permeability. On the
contrary, steryl esters accumulate in cytoplasmic lipid droplets, where they served as a
reservoir of sterols that can be stored or mobilized depending on the cellular needs

(excess or shortage) of free and glycosylated sterols in cell membranes.

The synthesis of steryl esters is catalyzed by sterol acyltransferases that are essencial
players in maintaining sterol homeostasis in cell membranes. There is ample evidence
that steryl esters levels undergo significant changes during plant tissues senescence
and when plants face different type of stress, in spite of which the current knowledge
about sterol acyltransferases in plants is still limited. Until very recently, two
Arabidopsis sterol acyltransferases where the only plant sterol acyltransferases cloned
and characterized, phospholipid:sterol acyltransferase (PSAT1) and acyl-CoA:sterol
acyltransferase (ASAT1). Recently, in a previous work carried out in our research
group, the tomato enzymes ASAT1 and PSAT1 (SIASAT1 and SIPSAT1) where
indetified, cloned and preliminary characterized. Using this knowledge as background,
in this PhD Thesis project, progress has been made in the study of the biological
function of the plant sterol acyltransferases ASAT1 and PSAT1 using Arabidopsis
thaliana and Solanum lycopersicum (cv Micro-Tom), paying special attention to the study
of their function, and the role of steryl esters in plant growth, development and

response to stress.

The results obtained by functional complementation of the Arabidopsis asatl-1 and
psatl-2 mutants with SIPSAT1 and SIASATI1 have confirmed the different ability of
these enzymes to esterify sterol end products and sterol precursors, respectively.
Besides, in seeds and leaves of mutants with inactive SIPSAT1 (CR-psatl) generated
using CRISPR/Cas9 genome editing system, there is a strong reduction in the content
of steryl esters that correlates with a moderate increase in free sterol levels, while in
leaves theres is also a decrease of the number of lipid droplets compared to the one
observed in wild type leaves. These changes did not occur in the tomato mutant lines
with inactive SIASAT1 (CR-asatl). Altogether these results provide further support to
the proposal that SIPSAT1 participates more actively than SIASAT1 in the biosynthesis
of steryl esters and free sterol homeostasis. Loss of function of SIASATI causes a delay

of seed germination but has no effect on the final germination percentage. However,



the inactivation of SIPSAT1 affects both parameters and induces an atypical
germination phenomenon, where cotyledones emerge first than the radical leading to
anomalies on seedling establishment. The CR-psatl lines show also a mild dwarf

phenotype and alterations on leaf morphology.

Reduces levels of steryl esters in Arabidopsis lead to a higher sensitivity of plants to
the infection of Pseudomonas syringae, since the psatl-2 mutant, but not the asatl-1
mutant, is more sensitive to this bacterial pathogen than the wild-type plants. In
tomato, loss of function of SIPSAT1 increases the sensitivity to salt stress, because CR-
psat] mutant plants are less toletant to NaCl than wild type plants, an effect that was

not observed in the case of CR-asat1 mutants.

Altogether, the results obtained from this work suggest that steryl esters and SIPSAT1
play an important role both in plant growth and development and also in plant
response to different type of stress. This work set the bases for further studies aimed at
a better understanding of the mechanism of action of steryl esters and sterol

acyltransferases in these physiological processes.
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1.1.  Esteroles: Caracteristicas quimicas, diversidad y funcion.

Los esteroles son compuestos anfipaticos de naturaleza isoprenoide que se encuentran
presentes en todos los organismos eucariotas, cuya estructura quimica comun se basa
en el ciclopentanoperhidrofenantreno, un nucleo rigido formado por cuatro anillos, con
un grupo hidroxilo en la posicion C3 y una cadena lateral alifatica de longitud variable

(8-10 carbonos) unida al carbono 17 (Figura 1).

Figura 1. Estructura quimica basica de un esterol. Carbonos numerados de acuerdo a las
nomenclatura IUPAC 1989 (Moreau et al., 2018).

A diferencia de los animales y los hongos, que acumulan colesterol y ergosterol,
respectivamente, las plantas presentan una mezcla compleja de esteroles, denominados
genéricamente fitosteroles, cuyas principales diferencias residen en el grado de
sustitucion e insaturacion de la cadena lateral y en la presencia de dobles enlaces en los
anillos. Teniendo en cuenta estas diferencias y su estereoquimica, actualmente se han
descrito mas de 250 esteroles diferentes en vegetales (Nes, 2011). De los cuales los mas
abundantes son [-sitosterol, estigmasterol y campesterol (Figura 2). En la mayoria de
especies vegetales el esterol mayoritario es el [-sitosterol (Moreau et al., 2018),
mientras que el colesterol (Figura 2) se encuentra entre los minoritarios (Sonawane et
al., 2016), a excepcion de en algunos miembros de la familia Solanaceae, que presentan
niveles considerablemente altos de este esterol (Hartmann, 2004; Sonawane et al.,
2016).
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Figura 2. Estructura quimica de los principales fitoesteroles. Nucleo estructural de los esteroles
libres (izquierda) y cadenas laterales alifaticas (R) unidas a la posicién C-17 en los principales fitoesteroles
(derecha): campesterol, [3-sitosterol, estigmasterol y colesterol (Adaptado de Ferrer et al., 2017).

Dependiendo del ntimero de grupos metilo que presenten en la posicion C4, los
fitoesteroles se clasifican en: 4,4-dimetil-, 4-monometil- o 4-demetil esteroles, segtin
presenten 2, 1 o ningtin grupo metilo en dicha posicion. La mayoria de los fitosteroles
son 4-demetil esteroles (Moreau et al., 2018). La diversidad estructural de los
fitoesteroles en plantas superiores incrementa por las diferencias en la alquilacion del
carbono 24 en la cadena lateral alifatica unida a C17, que puede considerarse tnica
para los esteroles vegetales, y puede incorporar un grupo metilo o etilo. La
incorporaciéon de un grupo etilo es mas comun (>70% de esteroles) que la metilacion
(<30% de esteroles) (Nes, 2011). Dependiendo de esta caracteristica, los esteroles
pueden clasificarse en tres grupos: 24-demetilesteroles, sin sustituyente en el C24 de la
cadena lateral como es el caso del colesterol (27 carbonos); 24-metilesteroles, que
presentan un grupo metilo en la posicion mencionada, como el campesterol (28
carbonos), y 24-etilesteroles, con un grupo etilo en C24, como ocurre en el (3-sitosterol y
el estigmasterol (29 carbonos). Ademas, el estigmasterol contiene un doble enlace entre
los carbonos 22 y 23 de la cadena lateral (Figura 2).

Los fitoesteroles junto con los glicerolipidos (principalmente fosfolipidos) y los
esfingolipidos, son componentes esenciales de la membrana plasmatica vegetal donde
interaccionan con las colas hidrofébicas (cadenas de acidos grasos) de los otros lipidos,
restringiendo su movimiento (efecto de ordenamiento) (Hartmann, 2004), por lo que se
considera que la composicion de esteroles y sus proporciones relativas determinan las
propiedades biofisicas de las membranas, tales como la fluidez y la permeabilidad

(Grosjean et al., 2015; Roche et al., 2008). De forma que pequenas diferencias en la
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composicion de los esteroles, pueden dar lugar a diferencias significativas en las
propiedades mecdnicas de la membrana (Hodzic et al., 2008) y consecuentemente,
pueden producirse alteraciones en proteinas unidas a la misma, incluyendo enzimas,
canales, receptores u otros componentes de la via de transduccion de sefiales (Schaller,
2003). Ademas de la importancia de los esteroles en la determinacion de las
propiedades biofisicas de las membranas, sus niveles y proporciones relativas en la
membrana plasmadtica tiene también un papel prominente en las respuestas
adaptativas de las plantas a diferentes tipos de estrés abiotico (Beck et al., 2015; Mishra
et al., 2013; Pandey et al., 2014; Kumar et al., 2015; Posé et al., 2009; Urbany et al., 2013;
Wagatsuma et al., 2015; Wang et al, 2012), asi como en la interacciéon planta-patdogeno
(Castillo et al., 2019; Griebel & Zeier, 2010; Kopischke et al., 2013; Wang et al., 2012).

Particularmente, el B-sitosterol y el estigmasterol participan en el mantenimiento de
estructura y estabilidad de la membrana plasmatica, mientras que el campesterol es el
precursor de los brasinosteroides (Boutté & Grebe, 2009; Schaller, 2003), los cuales
estan implicados en la regulacion del desarrollo y en la respuesta a estrés de las plantas
(Fujioka & Yokota, 2003; Vriet et al., 2015).

En plantas el contenido de colesterol suele ser varios cientos de miles de veces menor
que en animales, pero no es en absoluto despreciable (Sonawane et al., 2016) y ademas
de ser componente de las membranas, es también precursor de metabolitos
especializados como los glicoalcaloides esteroideos (Bergenstrdhle et al., 1996)
asociados a funciones de defensa frente a diferentes tipos de plagas (Milner et al.,
2011), y los fitoecdiesteroides, hormonas presentes en plantas que se ha sugerido que
tienen una funcién protectora frente a insectos herbivoros y/o nematodos (Dinan,
2001). De hecho, las plantas del genero Solanum como patata y tomate, que producen
los glicoalcaloides esteroideos a-solanina y a-tomatina, respectivamente, acumulan

colesterol como un esterol mayoritario (Sonawane et al., 2016).

Ademads de su funcidn estructural, los esteroles desempefian un papel esencial en la
modulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas, no solo porque el campesterol
es el precursor de las hormonas brasinosteroides, sino también porque los cambios en
la composicion de esteroles afectan directamente a una serie de procesos celulares,
como el desarrollo del patrén vascular y estomatico (Carland et al, 2002; Jang et al.,
2000; Qian et al., 2013), la division, expansién y polaridad celular (He et al., 2003; Men
et al., 2008), la modulacion de la conectividad célula a célula (Grison et al., 2015), la
regulacion hormonal (Kim et al.,, 2010; Souter et al., 2002), la sintesis de celulosa
durante la formacién de la pared celular (Peng et al., 2002; Schrick et al., 2004), el
trafico de vacuolas (Li et al., 2015), la viabilidad del polen (Ischebeck, 2016) e incluso el
desarrollo de plastidios (Babiychuk et al., 2008; Manzano et al., 2016). Ademas, a los
fitoesteroles se les ha dedicado una especial atencion debido a los beneficios que
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aportan a la salud humana por su actividad hipocolesterolemica (He et al., 2018; Jones
et al.,, 2018) y su potencial actividad antitumoral (Bradford & Awad, 2007).

La membrana plasmatica (MP), ademas de definir el limite de la célula, provee de
soporte estructural para transportadores y receptores, funciona como superficie de
intercambio de iones y moléculas de sefalizacion, y es el primer punto de contacto de
las interacciones huésped-patdgeno. Los esteroles, junto con los esfingolipidos y
determinadas proteinas de membrana, no se distribuyen homogéneamente en la
membrana plasmatica, sino que se concentran preferentemente en microdominios
especializados conocidos como balsas lipidicas (Grennan, 2007; Malinsky et al., 2013;
Tapken & Murphy, 2015; Traw et al., 2003), que pueden servir como plataformas de
anclaje para complejos proteicos, incrementando su estabilidad y actividad (Tapken &
Murphy, 2015).

La distribucidn y el tamario de las balsas lipidicas en la MP dependen del tipo de célula
(Simons & Toomre, 2000), aunque su tamafo se estima en el rango de nandmetros,
pueden agruparse en complejos de mayor tamafio y mads estables (Harder &
Engelhardt, 2004, Mayor & Rao, 2004). Estos microdominios de membrana se
caracterizan por su reducida solubilidad en detergentes iénicos, como el Tritén X-100
(London & Brown, 2000; Peskan et al., 2000), por lo que se denominan fracciones de
membrana resistente a detergente o DRM (por sus siglas en inglés, detergent-resistant
membranes) (Cacas et al.,, 2012). El andlisis proteémico de los DRM de plantas ha
demostrado que sus perfiles de proteinas son diferentes a los de la membrana
plasmatica completa y sugiere su participacion en una variedad de procesos celulares
(Simon-Plas et al., 2011; Takahashi et al., 2013; Tapken & Murphy, 2015; Zauber et al.,
2014), como la comunicacion intercelular (Grison et al., 2015), la sefializacién y las
interacciones planta-patogeno (Mongrand et al., 2004), la polaridad celular, el trafico de

proteinas y la transduccion de sefiales (Laloi et al., 2007; Mongrand et al., 2010).
1.2. Biosintesis de fitoesteroles

Para producir la diversidad de fitoesteroles presentes en las plantas, estas han
desarrollado un via biosintética de esteroides que difiere de la que tiene lugar en
animales. Todos los isoprenoides, incluidos los esteroles, se sintetizan a partir de dos
moléculas precursoras de 5 carbonos: isopentenil difosfato (IPP) y su isomero,
dimetilalil difosfato (DMAPP) (Suzuki & Muranaka, 2007). En plantas, estos
precursores pueden ser sintetizados por dos vias distintas: la ruta del mevalonato
(MVA) que tiene lugar en el citosol-reticulo endoplasmatico, y la del metileritritol 4-
fosfato (MEP) que se lleva a cabo en los plastidios (Lichtenthaler et al., 1997). A pesar
de ocurrir en compartimentos celulares separados y operar independientemente, en
determinadas circunstancias las vias del MVA y del MEP mantienen un intercambio
limitado de IPP y de DMAPP (Boronat, 2010). Este intercambio podria deberse a la



INTRODUCCION [

necesidad de coordinar y regular la sintesis de una variedad de terpenoides a partir de
un solo substrato en comun, el IPP (McCaskill & Croteau, 1998).

La via del MVA es la responsable de la sintesis de sesquiterpenos y triterpenos, entre
los que se encuentran los esteroles (Piironen et al., 2000). Esta ruta comienza con la
condensacion de tres unidades de acetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA), catalizada por las enzimas: acetoacetil-CoA tiolasa (AACT)
que condensa dos moléculas de acetil-CoA para producir acetoacetil-CoA, y 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA sintasa (HMGS) que cataliza la condensacion de una tercera
molécula de acetil-CoA para generar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA)
(Miziorko, 2011). El HMG-CoA es reducido a MVA por accién de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductasa (HMGR), la enzima que cataliza la principal
reaccion reguladora en la biosintesis de isoprenoides en general, y de esteroles en

particular (Benveniste, 2002).

El MVA se convierte en IPP a través de tres pasos enzimaticos que incluyen dos
fosforilaciones y una descarboxilacién. La MVA quinasa (MVK) convierte MVA en
MVA-5-fosfato, la fosfomevalonato quinasa (PMK) cataliza la formacion de
difosfomevalonato, y la mevalonato pirofosfato decarboxilasa (MPD) cataliza la
conversion dependiente de ATP del difosfomevalonato en IPP que, a su vez se
isomeriza a DMAPP por acciéon de la IPP isomerasa (IDI) (Figura 3). A partir de la
condensacion secuencial de una molécula de DMAPP con dos moléculas de IPP se
forma el farnesil difosfato (FPP) mediante la accién de la enzima farnesil difosfato
sintasa (FPS). El FPP es un compuesto que se encuentra en un punto de ramificaciéon de
vias metabdlicas que conducen a la formacion de sesquiterpenos, como las fitoalexinas
sesquiterpénicas, y diversos triterpenos, entre los que se encuentran los esteroles y los
brasinosteroides, prenildifosfatos de cadena larga como los dolicoles, y los
poliprenoles. Ademas, el FPP sirve como sustrato para la prenilacion de proteinas. La
escualeno sintasa (SQS) cataliza la primera reaccion especifica de la formacion de
esteroles, que consiste en la condensacién de dos unidades de FPP para formar
escualeno, un compuesto de 30 carbonos que es el precursor de los diferentes

triterpenos (Benveniste, 2002; Vranova et al., 2013).

A partir del escualeno, multiples reacciones catalizadas por enzimas unidas a la
membrana del reticulo endoplasmico conducen a la sintesis de esteroles (Vranova et
al., 2013). El escualeno se oxida para formar 2,3 oxidoescualeno (OS), en una reacciéon
catalizada por la escualeno epoxidasa, que es la primera etapa de oxigenacion en la
ruta biosintética de esteroles (Benveniste, 2002). E1 OS se cicla mediante la accion de la
OS ciclasa para formar cicloartenol, que representa un punto de bifurcacion entre la
ruta del sintesis de colesterol y la de los C-24 alquil- esteroles (fitoesteroles)
(Benveniste, 2002; Schaller, 2004; Sonawane et al., 2016) (Figura 3). El cicloartenol

puede ser reducido por la esterol reductasa de la cadena lateral 2 (SSR2) y generar
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cicloartanol, que sera el precursor del colesterol, o metilado por accion de la C-24
esterol metiltransferasa 1 (SMT1) para formar 24-metilen cicloartanol, precursor de los

alquil-esteroles (Sawai et al., 2014).

La distribucion del flujo de carbonos entre las distintas ramas de la via estd regula
principalmente por la actividad de dos esterol metiltransferasas (SMT1 y SMT2)
(Schaeffer et al., 2000), que utilizan S-adenosilmetionina (SAM) como dador de grupos
metilo y difieren en su preferencia de sustrato. Como se ha mencionado, SMT1 cataliza
la metilacion del cicloartenol en la posicion C24 para producir 24-metilen cicloartanol,
a partir del cual tras varias reacciones enzimaticas, se produce 24-metilen lofenol, que
sera metilado por SMT2 en la posicion C24! para producir 24-etiliden lofenol (Schaller,
2003). La metilacion de cicloartenol representa un elemento regulador en la biosintesis
de los fitoesteroles finales (Valitova et al., 2016) y la participacion de la enzima SMT2
representa un punto de ramificacion en la ruta biosintética de estos alquil-esteroles
(Schaller et al, 1998). A partir de 24-metilenlofenol, la ruta se bifurca de nuevo en dos
ramas. Una que da lugar a los 24-metil-esteroles en la que el campesterol, precursor del
brasicasterol, es el componente mayoritario, y otra que da lugar a los 24-etil-esteroles y
conduce a la sintesis de [-sitosterol a partir del cual se forma el estigmasterol por
accion de la C22 desaturasa (Schaller, 2004), como paso final de la sintesis de
fitoesteroles (Figura 3). Esta tltima etapa enzimatica es clave en el mantenimiento de la
membrana plasmatica (MP), ya que como se ha mencionado previamente, el [3-
sitosterol y el estigmasterol son componentes indispensables en la regulacion de sus
propiedades dindmicas (Schuler et al., 1991). Ademas, se ha descrito que la proporcion
de 24-metil y 24-etilesterolestiene influencia sobre el crecimiento y desarrollo de la
planta (Valitova et al., 2016).
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1.3. Esteroles conjugados en plantas

Los esteroles estdn presentes no solo como esteroles libres (FS) sino también
conjugados en forma de esteres de esteroles (SE), los cuales tienen un acido graso
unido al hidroxilo en el C3 mediante un enlace éster; esteril glicosidos (SG), que tienen
una molécula de hexosa, generalmente glucosa, unida al hidroxilo del C3 mediante un
enlace glucosidico, y acil esteril glucdsidos (ASG), que son derivados de los SG en los
que el grupo hidroxilo en la posiciéon Cé6 de la glucosa se esterifica con un acido graso
(Figura 4) (Moreau et al.,, 2002). Existe un cuarto grupo de esteroles conjugados,
encontrado casi exclusivamente en la familia de las Poaceae, los esteres de esteroles de
hidroxicinamato (HSE), en los cuales el grupo OH del esterol esta esterificado
principalmente con dcido ferulico, aunque también se han encontrado esterificados con
acidos otros acidos hidroxicindmicos, como cumadrico, caféico o sindpico (Moreau et al.,
2018).

Esterol libre
FS

PSAT SGT
ASAT

R on, R
cH, O,
.‘ i ‘
CH, O,
~
o
o
M., ,u\ "o o
Wi, o |
on

Esteril ésteres

SE

Esteril glucdsidos

SG

SGAT

0, (CH),CM;
Y o
0,
4
L)
»O' "0’
é"

Acil esteril glucosidos

ASG

Figura 4. Biosintesis de los esteroles conjugados a partir de los esteroles libres. Las enzimas
que participan en la sintesis de esteroles conjugados se muestran en rojo. SGT: UDP-glucosa:esterol
glucosiltransferasa; SGAT: esteril glucésido aciltransferasa; ASAT: acil-CoA:esterol aciltransferasa; PSAT:
fosfolipido:esterol aciltransferasa. (Adaptado de Ferrer et al., 2017).
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1.3.1. Esteroles glicosilados

Los SG y los ASG son ubicuos entre las plantas, aunque sus proporciones relativas y su
composicion es variable dependiendo de la especie vegetal y del tejido (Moreau et al.,
2002). Ademas, sus niveles relativos pueden cambiar en respuesta a las senales de
desarrollo y ambientales (Ferrer et al., 2017). En la mayoria de especies vegetales, los
SG y ASG constituyen entre el 10 y el 30% de los esteroles totales. En contraste, las
plantas del género Solanum presentan un contenido muy elevado de esteroles
glicosilados (Duperon et al., 1984; Nystrom et al.,2012), que en el tomate puede llegar a
representar hasta el 85-90% de los esteroles totales en hoja y fruto verde maduro
(Duperon et al., 1984; Whitaker, 1988). El perfil de esteroles glicosilados también
presenta alteraciones cualitativas y cuantitativas importantes durante la maduracion
del fruto (Whitaker, 1988). Se ha sugerido que el elevado contenido de esteroles
glicosilados en las especies del género Solanum permite mantener la integridad de las
membranas celulares a pesar de los altos niveles de glicoalcaloides esteroideos
presentes en estas especies vegetales, ya que estos metabolitos tienen un efecto
desestabilizador de la estructura de las membranas (Blankemeyer et al., 1997; Keukens
et al., 1995; Steel & Drysdale, 1988). De hecho, los niveles de estos compuestos estan
bajo un estricto control transcripcional (Cardenas et al., 2016). En el caso del tomate, el
alto contenido de esteroles glicosilados puede explicar por qué las células son capaces
de tolerar la alta concentraciéon de a-tomatina (Steel & Drysdale, 1988), un
glicoalcaloide de naturaleza esteroidea involucrado en la defensa de la planta frente a
una amplia gama de fitopatdgenos, que se acumula en los tejidos del tomate
(Friedman, 2002; Iijima et al., 2013). Ello es posible porque los SG y los ASG, al igual
que los FS, se encuentran en la membrana plasmatica de las células vegetales y son
especialmente abundantes en los DRM, lo que evidencia su influencia en las
propiedades fisicoquimicas y las funciones bioldgicas de la membrana plasmatica
(Grosjean et al., 2015; Laloi et al., 2007; Lefebvre et al., 2007). A este respecto, cabe
mencionar que la presencia de un residuo de aztcar en los esteroles glicosilados reduce
drasticamente su caracter hidrofobico en relacion a los esteroles libres (Nystrom et al.,
2012). Se propone que los SG se encuentran orientados con el nucleo esteroideo
inmerso en la parte hidrofébica de la membrana y el aztcar orientado hacia el plano de
los grupos polares de la misma. En el caso de los ASG, tanto el esterol como la cadena
del acido graso probablemente estdn embebidos en la fase hidrofdbica de la membrana,
con el aztcar orientado hacia la superficie hidrofilica (Furt et al.,, 2010). Por tanto,
cambios en las proporciones relativas de esteroles glicosilados pueden alterar
significativamente las propiedades y la funcionalidad de las membranas y de las

proteinas que se integran en ellas (Bretscher & Munro, 1993; Yamaguchi et al., 2001).

La sintesis de SG esta catalizada por la enzima UDP-glucosa:esterol glucosiltransferasa

(SGT), que establece un enlace glucosidico entre un residuo de aztcar y el grupo

11



I INTRODUCCION

hidroxilo del C3 de un esterol libre. El principal donador de aztcar para las SGT de
plantas es la UDP-glucosa y, en menor medida, UDP-ramnosa, UDP-galactosa y UDP-
xilosa (Chaturvedi et al., 2011; Grille et al., 2010; Warnecke et al., 1997). Por otro lado,
los ASG se forman a partir de los SG por acilacion del azdcar con un acido graso
saturado o insaturado en la posicion C6, siendo los mas comunes el 4cido palmitico,
oleico y linoleico, aunque algunas plantas acumulan ASG con cadenas atipicas de
acidos grasos (Potocka & Zimowski, 2008; Schrick et al., 2012). Esta reaccidon esta
catalizada por una esterilglucdsido aciltransferasa (SGAT), cuya actividad enzimatica
se ha detectado en tubérculos de patata (Catz et al., 1985), plantulas de tabaco (Frasch
& Grunwald, 1976), hojas de berenjena (Potocka & Zimowski, 2008), cotiledones de
Calendula oficialis (Wojciechowski & Zimowski, 1975) y zanahoria (Eichenberger &
Siegrist, 1975). Sin embargo, atin no se han identificado genes que codifiquen para esta

enzima ni en plantas ni en ningin otro organismo (Ferrer et al., 2017).

Las SGTs ocupan una posicion clave en el metabolismo de los esteroles, ya que
catalizan la etapa que conecta el metabolismo de las formas no glicosiladas de los
esteroles (FS y SE) con el de las glicosiladas (SG y ASG) (Figura 4). La presencia de
actividad SGT se ha detectado en varias plantas superiores y se ha sugerido que esta
asociada principalmente con las membranas celulares (Chaturvedi et al., 2011; Grille et
al,, 2010; Li et al., 2014; Tiwari et al., 2014; Zauber et al., 2014) aunque también se ha
descrito la presencia de SGTs solubles en el citosol (Grille et al., 2010; Li et al., 2014;
Madina et al.,, 2007). Las isozimas SGT solo han sido clonadas y caracterizadas
funcionalmente en unas pocas especies vegetales, entre ellas, dos en A. thaliana (Debolt
et al., 2009; Warnecke et al., 1997), cuatro en Withania somnifera (Chaturvedi et al., 2012),
una en Avena sativa (Warnecke et al., 1997), dos en Gossypium hirsutum (Li et al., 2014),
una en Gymnema sylvestris (Tiwari et al., 2014) y cuatro en Solanum lycopersicum cv.
Micro Tom (Ramirez-Estrada et al., 2017). Estos estudios han demostrado que algunas
especies vegetales contienen pequenas familias de genes que codifican isozimas SGTs,

las cuales, probablemente, desempefien funciones especializadas.

En el caso de Arabidopsis, la caracterizacion de mutantes simples con pérdida de
funcién de cada una de las SGTs (UGT80B1 y UGT80A?2), asi como del correspondiente
doble mutante, ha revelado que la pérdida de funcién de estas enzimas causa una
reduccidon importante del contenido de SG y ASG en hojas, tallos e inflorescencias con
silicuas. Los tres mutantes son viables y fértiles a pesar de que el doble mutante
(ugt80A2;B1) y el mutante simple ugt80B1 presentan defectos en la embriogénesis y la
morfologia de las semillas. Las anomalias en la cubierta de las semillas dan lugar a un
fenotipo de cubierta transparente. Estos defectos no se aprecian en el mutante simple
ugt80A2. Estas observaciones, junto con el andlisis de los patrones de expresién de
ambos genes, y el estudio detallado de los perfiles de esteroles en ambos mutantes, han

llevado a proponer que las dos SGTs de Arabidopsis desempefian funciones diferentes,
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aunque parcialmente redundantes(Debolt et al., 2009; Stucky et al., 2015). La expresion
diferencial de las SGTs de W. somnifera y S. lycopersicum en diferentes drganos y en
respuesta a diferentes tipos de estrés también sugiere funciones especializadas para los
miembros de estas familias de SGTs (Chaturvedi et al., 2011; Ramirez-Estrada et al.,
2017).

1.3.2. Esteres de esteroles

Los SE estdan presentes en todos los tejidos vegetales, pero su contenido varia
dependiendo del 6rgano y del tejido, asi como en respuesta a factores ambientales y de
desarrollo. Como se ha mencionado previamente, los SE se forman por union de un
acido graso al grupo (-hidroxilo del C3 a través de un enlace éster (Figura 4). Los
acidos grasos pueden ser de longitud variable (12 a 22 carbonos), pero los mas
comunes son los acidos palmitico, estedrico, oleico, linoleico y linolénico. El resto
esterol corresponde normalmente a los mismos esteroles presentes en la fraccion de FS.
Sin embargo, en algunos tejidos, los SE pueden contener esteroles inusuales o
intermediarios biosintéticos de esteroles (Dyas & Goad, 1993). La gran diversidad
estructural de los SE pone de manifiesto la relevancia del proceso de esterificacion de

los esteroles en relacion con su funcién especializada en diferentes tejidos vegetales.

Los SE son especialmente abundantes en las anteras, concretamente en las células del
tapete, en los granos de polen, las semillas y las hojas senescentes (Dyas & Goad, 1993;
Hernandez-Pinzon et al.,, 1999; Moreau et al, 2018). También se ha descrito la
presencia altos niveles de SE, principalmente colesterol, en el floema de diversas

especies vegetales (Behmer et al., 2013).

Los SE desempenian un papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis de
esteroles en las membranas, a través de un delicado equilibrio entre su formacion e
hidrdlisis. De esta forma se evita que los cambios de los niveles de FS provoquen un
desequilibrio en la estructura y funcion de la membrana plasmatica (Bouvier-Navé et
al., 2010; Schaller, 2004; Silvestro et al., 2013). Los SE sirven como reserva de esteroles
que contribuye a mantener los niveles adecuados de esteroles en la membrana
plasmatica durante el crecimiento y desarrollo de la planta. Las semillas almacenan
grandes cantidades de SE que se movilizan durante la germinacién, junto con
triacilgliceridos, para facilitar el crecimiento de las plantulas en las primeras etapas del
desarrollo. Esto estd de acuerdo con el incremento del contenido de SE observado
durante el desarrollo de la semilla (Davis & Poneleit, 1974; Harker et al., 2003;
Katayama & Minoru, 1973). En el polen los SE constituyen un componente estructural
de la cubierta y se sintetizan en los oleoplastos presentes en las células del tapetum de
las anteras (Herndndez-Pinzon et al., 1999; Ting et al., 1998) y también se encuentran en
una cantidad considerable en el dominio intracelular del grano de polen (Hernandez-

Pinzon et al., 1999), por lo que es probable que estos SE puedan proporcionar esteroles
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para la sintesis de nuevas membranas o para mantener la homeostasis de esteroles
durante el crecimiento del tubo polinico. Por otra parte, se ha descrito que en el polen
de diferentes especies vegetales, la composicion de la fraccion SE presenta variaciones
considerables respecto a la fraccion de FS (Villette et al., 2015). Esta diversidad SE en el
polen se ha relacionado con interacciones especificas entre plantas e insectos, y con la
optimizacién del contacto entre el grano de polen y el estigma para promover la
germinacion (Ischebeck, 2016; Villette et al., 2015). En los tejidos senescentes, se ha
propuesto que los SE participan en el reciclaje y transporte celular de esteroles cuando
los FS se liberan de las membranas celulares debido a su degradacion (Dyas & Goad,
1993; McKegney et al., 1995).

El efecto regulador de la esterificacion de esteroles sobre los niveles de FS se hace muy
evidente cuando el flujo metabdlico a través de la ruta biosintética de esteroles
aumenta, como ocurre por ejemplo, en plantas mutantes o transgénicas
sobreproductoras de esteroles. En estas condiciones, los niveles de FS permanecen
practicamente invariables, mientras que los esteroles producidos en exceso se
acumulan principalmente como SE, en particulas citoplasmaticas conocidas como gotas
lipidicas (LD) (Bouvier-Navé et al., 2010; Chapman et al., 2012; Gondetet al., 1994;
Schaller et al., 1994).

Los LDs, también conocidos en plantas como oleosomas o cuerpos lipidicos, son
organulos evolutivamente conservados presentes en casi todos los organismos y tipos
celulares (Murphy, 2012). Al igual que en levadura y mamiferos, en plantas son
estructuras formadas por un nucleo de lipidos neutros, rodeado por una membrana
derivada del reticulo endoplasmatico (RE), constituida por una monocapa de
fosfolipidos intercalados con proteinas que le proporcionan estabilidad, como las
oleosinas, las caleosinas y las esteroleosinas (Chapman et al., 2012). La informacion
disponible hasta el momento, indica que los LD se generan en subdominios especificos
del RE en los cuales se sintetizan SE vy triacilglicéridos (TAG) (Athenstaedt & Daum,
2006; Chapman et al., 2012; Wilfling et al., 2014) (Figura 5).
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Figura 5. Modelo de biogénesis y expansion de LDs. Las aciltransferasas catalizan la formacién de
lipidos que componen el nucleo del LD en el RE, después los LDs adheridos son desprendidos al citosol
donde pueden aumentar de tamafo por expansion por sintesis local de TAG y/o SE y la fusion de LDs
pequenios. DAG, diacilglicerol; SE, esteres de esteroles; TAG, triacilglicerol (adaptado de Walther & Farese,
2012).

Los LDs ademas de almacenar lipidos, pueden tener otras funciones en las células, ya
que analisis protedmicos de los LD de mamiferos y levaduras han permitido identificar
la presencia en los mismos de proteinas relacionadas con diferentes procesos celulares
(Zehmer et al., 2009). Sin embargo, en vegetales sélo se ha logrado identificar un
pequeno ntimero de proteinas asociadas a los LD. Las mejor caracterizadas son las
oleosinas, las caleosinas y las esteroleosinas, que corresponden a las proteinas mas
abundantes presentes en LD aislados de semillas (Chapman et al., 2012). A pesar de la
presencia generalizada de LD en diversos tejidos vegetales, solo se ha identificado un
tipo de proteinas asociadas a LD (LDAP) en células que no pertenecen a semillas, las
cuales se requieren para regular la compartimentacion de lipidos neutros (Gidda et al.,
2016; Horn et al., 2013). El hecho de que en mamiferos y levaduras muchas proteinas
de los LD estén relacionadas con el metabolismo de lipidos y esteroles ha reforzado la
idea de que en vegetales los LD pueden tener una funcién relevante en el metabolismo
de lipidos neutros y en la homeostasis lipidica de las membranas (Chapman et al.,
2012; D’Andrea, 2016). Sin embargo, hasta el momento sélo se han identificado dos
proteinas asociadas a los LD relacionadas con el metabolismo de esteroles: las
esteroleosinas, con actividad hidroxiesteroide deshidrogenasa probablemente
relacionadas con el metabolismo de los brasinoesteroides (Lin et al.,, 2003; van der
Schoot et al., 2011), y la enzima biosintética de esteroles A7-esterol-C5-desaturasa, la
cual se localiza en el reticulo endoplasmatico y en particulas lipidicas de las hojas
(Silvestro et al., 2013).
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1.3.2.1. Biosintesis de esteres de esteroles

A pesar de la ubicuidad e importancia bioldgica de los esteres de esteroles en plantas,
los sistemas enzimaticos responsables de la esterificacion estdn muy poco
caracterizados. Se ha detectado actividad esterol aciltransferasa en diferentes tejidos
vegetales, y los primeros estudios sugerian que las enzimas vegetales podrian utilizar
dadores de grupos acilo diferentes a los descritos en mamiferos y levaduras. En
mamiferos, el colesterol celular es esterificado por la accion de la acil-CoA colesterol
aciltransferasa (ACAT), que utiliza una molécula de acil-CoA como dador de acidos
grasos (Buhman et al., 2000), mientras que la lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT)
que utiliza la lecitina (fosfatidilcolina) como dador de grupos acilo esterifica el
colesterol sanguineo (Jonas, 2000). En Saccharomyces cerevisiae existen dos isoformas de
ACAT, denominadas ARE1 y ARE2 que esterifican ergosterol (Yang et al., 1996). ACAT
y LCAT son proteinas diferentes cuya secuencia de aminoacidos no presenta una
similitud significativa. Las esterol aciltransferasas caracterizadas actualmente en
plantas se clasifican en funcién del donador del grupo acilo en: acil-CoA:esterol
aciltransferasas (ASAT), si el donador es acil-CoA, y fosfolipido esterol aciltransferasas
(PSAT) si el donador es un fosfolipido (Korber et al., 2017).

En A. thaliana, se han caracterizado dos enzimas que catalizan la formacion de SE a
partir de FS: PSAT1 (Banas et al., 2005) y ASAT1 (Chen et al., 2007). El gen que codifica
PSAT1 (Atlg04010) pertenece a la familia de genes de Arabidopsis “PDAT/LCAT-like”,
la cual estd constituida por seis miembros que codifican proteinas similares a la LCAT
humana y la fosfolipasa A2 lisosomal (Stahl et al., 2004). PSAT1 es una fosfolipido
esterol aciltransferasa que fue caracterizada a partir de fracciones microsomales de
hojas de plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaban constitutivamente
AtPSATI1. El nivel maés alto de actividad PSAT1 se detectd6 cuando se utilizd
fosfatidiletanolamina como dador de grupos acilo. También se observé que la enzima
tienen una elevada preferencia por acidos grasos sn-2 (saturados e insaturados) y que
era capaz de acilar diferentes tipos de esteroles e intermediarios biosintéticos. La
observacion de que PSAT1 no utilizaba lipidos neutros como dadores de grupos acilo,
sugirid que el reconocimiento de la cabeza polar de los fosfolipidos juega un papel
importante en la especificidad de union al sustrato (Banas$ et al.,, 2005). Los datos
obtenidos hasta el momento indican que los intermediarios de los esteroles son
sustratos pobres para PSATI, pero fueron preferentemente usados cuando los esteroles
finales, como el sitosterol, estaban presentes en la reaccidon enzimatica. Esto sugiere la
regulacion alostérica de la actividad PSAT por los esteroles finales de la via. De esta
forma, PSAT podria regular los niveles de FS en la membrana a través de un
mecanismo que implica una menor disponibilidad de intermediarios biosintéticos
debido a su conjugacion para formar esteres de esteroles. Esto estaria en concordancia

con el elevado contenido de precursores de esteroles (principalmente cicloartenol) en la
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fraccion de SE de plantas mutantes y transgénicas sobreproductoras de esteroles
(Schaller et al., 1998). Respecto a la localizacién subcelular de PSATI, la proteina
quimérica obtenida por fusion traduccional de PSATI a la proteina marcadora GFP se
localiza en estructuras esféricas citosolicas de identidad desconocida, que no parecen

corresponder a cuerpos lipidicos (Kopischke et al., 2013).

El gen de Arabidopsis que codifica la acil-CoA esterol aciltranferasa ASAT1
(At3g51970) fue clonado por Chen et al. (2007) y la enzima correspondiente se
caracterizo6 mediante la expresion del transcrito ASATI en una cepa mutante de
S.cerevisiae, en la cual los genes endogenos ARE1 y ARE2 estaban truncados. La
determinacion de la actividad enzimatica en los extractos celulares de levaduras
transformadas demostrd que el cicloartenol era el principal esterol aceptor de grupos
acilo. Estos resultados coinciden con los obtenidos en plantas transgénicas de
Arabidopsis sobreexpresoras de ASAT1 bajo control de un promotor especifico de
semillas; en las que se observa un incremento en el contenido final de esteroles en
semillas, asociado a un incremento de SE y una ligera reduccion del nivel de FS. El
cicloartenol esterificado aumento significativamente a expensas de una importante
disminuciéon de los niveles de campesterol y (-sitosterol esterificado. Ademas se
observo que en las semillas transgénicas, la fraccion de SE estaba enriquecida en acidos

grasos de cadena larga (Chen et al., 2007).

La proteina ASAT1 pertenece a la super familia de aciltransferasas ligadas a la
membrana (MBOATS, por sus siglas en inglés; Chang et al, 2011). Cuando los 15
miembros de esta familia proteica de Arabidopsis se utilizaron para complementar la
cepa mutante de levadura deficiente en la biosintesis de SE, solo el gen At3g51970
(ASAT1) fue capaz de recuperar la biosintesis de SE (Chen et al., 2007). Este resultado
indica que ASAT]1 es el inico miembro de la familia de aciltransferasas de Arabidopsis
ligadas a membrana (MBOAT) que tiene actividad de ASAT. Bouvier-Navé et al. (2010)
han utilizado mutantes de Arabidopsis, con expresion disminuida de los genes PSAT1
y ASAT1 (psatl-1, psatl-2 y asatl-1), para estudiar la significacién biologica de la
existencia de dos sistemas enzimaticos alternativos para la sintesis de SE en plantas, asi
como la implicacion de PSAT1 y ASAT1 en la homeostasis de esteroles. En
comparacion con las plantas de tipo wild type los niveles de SE estdn marcadamente
reducidos en semillas de los mutantes psat1-1 y psatl-2, pero no en el mutante asat1-1.
Ademads, cuando las diferentes lineas mutantes se hicieron crecer en presencia de
mevalonolactona o escualeno (precursores metabdlicos que dirigen el flujo metabdlico
hacia los esteroles) en el medio de cultivo, se observd que psatl-1y psatl-2, pero no
asatl-1, eran altamente sensibles a los precursores (Bouvier-Navé et al., 2010), lo que se
explica por la limitada capacidad de los mutantes psat para transformar el exceso de FS
producidos en SE. En conjunto todos estos datos indican que en Arabidopsis, PSAT1
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participa de forma mas activa que ASAT1 en la sintesis de SE y en la homeostasis de
ES.

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion se identificaron, clonaron y
caracterizaron los genes tomate (S. Iycopersicum cv. Micro-Tom) ortélogos a PSAT1 y
ASAT1 de Arabidopsis, a los que denominamos SIPSAT1 y SIASAT1 (Lara et al., 2018).
SIPSAT1 consiste en 15 exones separado por 14 intrones, mientras que SIASATI no
contiene intrones. La traduccion conceptual de los cDNAs clonados puso en manifiesto
que SIPSAT esta formada por 630 aminoacidos y SIASAT1 por 444 aminoacidos.
Mediante la expresion constitutiva de SIASATI y SIPSAT1 en las lineas mutantes asat1-
1y psatl-2, respectivamente, se consiguid recuperar los niveles de SE al contenido de
las plantas wild type. Ademadas se observd que igual que ocurre con las esterol
aciltransferasas de Arabidopsis, las enzimas de tomate también presentan diferente
preferencia de sustrato; mientras que SIASAT esterifica preferentemente los
intermediario biosintéticos cicloartenol y 24-metilen cicloartanol, SIPSAT esterifica los
esteroles finales (campesterol, (3-sitoesterol, estigmasterol y colesterol). Los andlisis de
localizacion subcelular utilizando proteinas de fusién a YFP, indicaron que SIASATI se
localiza en la membrana plasmatica, mientras que SIPSATI, igual que se habia descrito
en el caso de la PSAT1 de Arabidopsis (Kopischke et al., 2013), se localiza en LDs (Lara
et al., 2018).

1.3.3. Hidrolisis de esteroles conjugados

En células eucariotas la hidrolisis de los esteroles depende de la disponibilidad de
sistemas enzimaticos que catalizan la interconversion de esteroles libres y conjugados.
Este proceso se ha descrito en S. cerevisiae, donde la homeostasis de esteroles se logra a
través de un complejo de regulacion en el que las esterol aciltransferasas Arpl y Arp2
actian sinérgicamente con las esteril hidrolasas Yehpl, Yhpe2 y Tgllp (Ploier et al.,
2015).

La informaciéon disponible de las SE hidrolasas es limitada. Se ha descrito actividad SE
hidrolasa en la fraccion microsomal de plantas de tabaco (Bouvier-Navé & Benveniste,
1995) y esta enzima ha sido parciamente purificada a partir de raiz de Sinapis alba
(Kalinowska & Wojciechowski, 1983). Sin embargo, no se ha identificado hasta el
momento ningin gen de origen vegetal que codifique para una SE hidrolasa. Se
sugiere que podrian existir enzimas semejantes a las encontradas en levaduras, ya que

a partir de busqueda en bases de datos, se encuentran secuencias con alta similitud.

En plantas se ha descrito la presencia de glucosidasas capaces de hidrolizar SE. Una 3-
glucosido hidrolasa asociada a membrana se purifico a partir de plantulas de S. alba.
Esta enzima era activada por fosfolipidos como fosfatidilcolina y fosfatifiletanolamina,
lo que sugiere que la actividad in vivo de esta proteina puede estar influenciada por el

ambiente lipidico de la membrana (Kalinowska & Wojciechowski, 1985). En
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Cryptococcus neoformans y S. cerevisiae se identificaron genes que codifican esteril 3-
glucosil hidrolasas (Watanabe, Ito, et al., 2015; Watanabe, Tani, et al., 2015).

1.4.  Esteroles y respuesta a estrés en plantas

La participacion de los esteroles en la respuesta de la planta a estrés abidtico y bidtico
estd bien documentada e incluye la respuesta a estrés térmico (Beck et al., 2007), sequia
(Kumar et al.,, 2015; Posé et al., 2009), estrés salino (Mishra et al., 2013; Pandey et al.,
2014), iones metalicos (Urbany et al., 2013; Wagatsuma et al., 2015) y estrés oxidativo
(Wang et al., 2012); asi como la respuesta a patdgenos bacterianos y fangicos (Castillo
et al., 2019; Griebel & Zeier, 2010; Kopischke et al., 2013; Wang et al., 2012). Como se ha
mencionado anteriormente, la permeabilidad y funcion de las membranas esta
determinada por composicion de esteroles y otros lipidos, de forma que en el caso de la
MP, variaciones en su composicion pueden condicionar la respuesta de las células

vegetales a diferentes estimulos (Valitova et al., 2010).

En el caso concreto del estrés salino, existen evidencias que correlacionan la tolerancia
a sal con la permeabilidad de la MP (Mansour, 2013) la cual esta regulada, entre otros
factores, por la composicion de esteroles, de forma que un incremento en la relacion
esteroles/fosfolipidos se traduce en una mayor rigidez de la misma (Moreau et al.,
2002). De hecho, la MP de las plantas haldfitas es constitutivamente rica en fitoesteroles
y, en condiciones de estrés salino, la proporcién de esteroles/fosfolipidos se mantiene o
incrementa (Alvarez-Pizarro et al., 2009; Wu et al., 1998). De forma similar, en callos de
tomate (Lycopersicon esculentum Mill. cv. Pera) tolerantes a estrés salino, incrementa el
contenido de esteroles y la proporcién FS/fosfolipidos en la MP, lo que se traduce en
un incremento de su rigidez, que inhibe el flujo de Na* y CI- al interior de la célula y,
consecuentemente, contribuye a incrementar la tolerancia a sal (Kerkeb et al, 2001). Los
niveles de esteroles en la MP incrementan también en un cultivar de maiz (Zea mays)
tolerante a sal, mientras que disminuyen en un cultivar sensible, cuando ambos se
exponen a una concentracion 100 mM de NaCl. Ademas en el cultivar tolerante a sal se
observa también un aumento de la proporcion FS/fosfolipidos (Salama et al., 2007).
Estos datos han llevado a interpretar el enriquecimiento de esteroles y el incremento en
la proporcion esteroles/fosfolipidos en la MP como un mecanismo de adaptacion a
salinidad basado en la rigidez de la membrana inducida por los esteroles (Salama et al.,
2007).

En relacion con los esteroles conjugados, aunque existen abundantes datos en la
literatura que describen la existencia de una correlacion entre cambios en su perfil y
respuestas especificas de las plantas a diferentes tipos de estrés (Hugly et al., 1990;
Kopischke et al., 2013; Kumar et al., 2015; Li et al., 2014; Palta et al., 1993; Tarazona et
al,, 2015; Vu et al.,, 2014), se conoce muy poco sobre las bases celulares y moleculares
que explicarian la funcién de dichos esteroles, especialmente de los esteres de esteroles,
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en estas respuestas. En el caso de los esteroles glicosilados (SG y ASG) existe mas
informacion al respecto, debido a que como afectan considerablemente las propiedades
fisicoquimicas de las membranas celulares, se ha asumido que pueden tener una
funciéon importante en la adaptacion de las plantas a condiciones ambientales
cambiantes. Esto estd de acuerdo con diversos trabajos en los que se demuestra la
induccion en la expresion de genes que codifican SGTs de distintas especies vegetales
en respuesta a estrés térmico, salino u osmético (Chaturvedi et al., 2011;Li et al., 2014;
Ramirez-Estrada et al., 2017), asi como al tratamiento con Me]J, ABA o SA (Chaturvedi
et al., 2012; Ramirez-Estrada et al., 2017). El papel de los SG en las respuestas a estrés
abidtico se apoya también en la observacion de que el mutante de insercion de T-DNA
de Arabidopsis ugt80b1 muestra una mayor sensibilidad a frio que las plantas de tipo
wild type (Mishra et al., 2015). Ademas, la caracterizacion de plantas con niveles
alterados de esteroles glicosilados, por modificaciéon en la expresion de SGTs, ha
revelado que estas alteraciones afectan tanto la tolerancia al estrés bidtico como
abidtico en diferentes especies vegetales (Castillo et al.,, 2019; Mishra et al., 2013;
Pandey et al., 2014; Sharma et al, 2007).

Los datos que relacionan los SE con la respuesta a estrés son mas escasos. Hugly et al.,
(1990) caracterizaron bioquimicamente un mutante de Arabidopsis resistente a frio
(chs1) que les permitio establecer una relacion entre el fenotipo y un incremento en los
niveles de SE, pero no pudieron determinar si el aumento de los SE era consecuencia
de la mutacion o de la exposicion al frio. Posteriormente, Wang et al. (2013) reportaron
que el gen CHSI (Atlgl7610) codifica una proteina de tipo TIR-NB que induce
diferentes respuesta de defensa a estrés por frio. La alteracion de la sintesis de SE en
Arabidopsis también se ha asociado con la resistencia a Phytophtora infestans
(Kopischke et al., 2013). El mutante con el que se realizaron estos estudios es defectivo
en actividad PSAT]I, por lo que los niveles de SE estan drasticamente reducidos, pero
también presenta cambios en el contenido de SGs y ASGs (aumentados y disminuidos,
respectivamente), lo que dificulta concluir si el fenotipo de resistencia observado es
solo causado por la disminucion de esteroles esterificados o también por los cambios

en esteroles glicosilados.

1.5. El tomate como cultivo de interés agronémico y planta modelo en

investigacion

El tomate (Solanum lycopersicum) pertenece a la extensa familia Solanaceae (1500 especies
aproximadamente), en la cual se incluye en el género Solanum, uno de los mas amplios
entre las angiospermas. En este género también se encuentran otros cultivos
importantes econdmicamente como la patata (Solanum tuberosum), la berenjena
(Solanum melongena), el tabaco (Nicotiana tabacum) y el pimiento (Capsicum annuum). El

tomate es un cultivo importante tanto a nivel econémico como nutricional.
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Actualmente, es uno de los cultivos vegetales mas consumidos, ya que es un
ingrediente basico en las dietas de la mayoria de las culturas por ser una fuente
importante de vitaminas, minerales, fibra y antioxidantes (OECD, 2017; Trivedi et al.,
2016). En 2017, se produjeron mas de 182 millones de toneladas (Mt) de tomates a nivel
mundial, siendo China el pais con mayor produccion (59.5 Mt), seguido a una distancia
considerable por India (20.7 Mt), Turquia (12.7 Mt) y Estados Unidos (10.9 Mt). Espana
se encuentra también entre los 10 principales productores (5.1 Mt) (FAO, Food and

Agriculture Organization; www.fao.org).

Todo esto ha hecho que a través de los afos se hayan realizado esfuerzos para mejorar
su productividad, calidad del fruto, y resistencia a estrés bidtico y abidtico (Kimura &
Sinha, 2008). Durante los ultimos afos, estudios basados en el uso de aproximaciones
de tipo transcriptomico, protedmico y metabolémico estdn contribuyendo de forma
muy relevante a una mejor comprension de los procesos bioquimicos y metabdlicos
relacionados con el desarrollo y la tolerancia a estrés de la planta y el fruto de tomate
(Paul et al., 2019), asi como con la maduracién y calidad del fruto (Oms-Oliu et al.,
2011; Ursem et al., 2008).

El tomate, ademas de su importancia economica y agricola, tiene varias caracteristicas
que lo convierten en una sistema modelo en investigacion, principalmente para
estudios sobre el desarrollo y maduracion de los frutos, ya que a diferencia de otras
plantas modelo como O. sativa o A. thaliana, produce frutos carnosos (Kimura & Sinha,
2008; Klee & Giovannoni, 2011). Ademas, tiene un genoma diploide, relativamente
compacto (950 Mb) y completamente secuenciado [http://solgenomics.net], y su ciclo
de vida es relativamente corto en comparacion con otras especies productoras de frutos
carnosos, lo que lo hace mas facil de manejar. Por otra parte, el fenotipo de maduracion
es facilmente distinguible, y hay disponibles colecciones de germoplasma (Carvalho et
al., 2011) y de mutantes afectados en los procesos de maduracion (Barry & Giovannoni,
2007).

Las plantas de tomate producen un fruto globular u ovoide que presenta todas las
caracteristicas comunes de las bayas: un fruto carnoso derivado del ovario y con
semillas en el interior de la pulpa (Barry & Giovannoni, 2007; OECD, 2017). El tejido
mas externo, llamado pericarpo, estd recubierto por la cuticula, y en el interior se
encuentra la placenta con las semillas; las cuales contienen el embridn rodeado por el
endospermo, un tejido que suministra nutrientes, y una cubierta rigida externa,

denominada testa.

El proceso de desarrollo y maduracién del fruto transcurre en 7-9 semanas (desde el
momento de la antesis hasta el final de la maduracién). La via mejor definida en la
maduracion del fruto es la controlada por etileno, la cual puede dividir en dos fases.

Durante la fase I o de desarrollo temprano, tienen lugar procesos de divisiéon y
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expansion celular que permiten alcanzar el tamafo final del fruto. En estas etapas, la
produccion de esteroles es muy activa, ya que son esenciales tanto para la divisién
como para la expansion celular (Gutensohn & Dudareva, 2016). Durante la fase II tiene
lugar la maduracion del fruto estimulada por etileno (McMurchie et al. , 1972). En esta
etapa, se producen multiples cambios fenotipicos como: color, metabolismo de
azucares, ablandamiento y sintesis de compuestos volatiles. Durante la maduracion del
fruto de tomate también se han descrito cambios en la distribucién y el metabolismo de
esteroles, siendo el incremento de los niveles de esteroles esterificados uno de los mas
notables (Whitaker, 1988) (Figura 6).

CLOROFILA m
w

\ J | J
| |

Divisién y expansion celular Maduracion

Figura 6. Desarrollo del fruto de tomate. La primer fase del desarrollo del fruto involucra eventos de
divisién y expansion celular, hasta el punto en que el fruto llega a su tamano final (aproximadamente 30
dias post-antesis [DPA]). La segunda fase involucra la maduracion del fruto y se caracteriza por cambios
importantes en las propiedades organolépticas. Al inicio de la segunda fase, la clorofila es degradada y el
licopeno comienza a acumularse. G, Green; MG, mature green; O, orange; R, red.

Gran parte del trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral se ha realizado con S.
lycopersicum cv. Micro-Tom. Este cultivar de tomate se cred inicialmente con propdsitos
ornamentales (Scott & Harbaugh, 1989), pero posteriormente, debido a su crecimiento
compacto, se ha considerado como un sistema modelo para estudios genéticos (Marti
et al., 2006). Ademads, presenta una serie de caracteristicas que la hacen muy adecuada
para diversos tipos de investigacidon con plantas, incluyendo la generaciéon de plantas
transgénicas y mutagénesis a gran escala (Carvalho et al.,, 2011; Emmanuel & Levy,
2002; Meissner et al., 1997). Entre estas caracteristicas se pueden citar su corto ciclo de
vida (70-90 dias), tamano pequefio (10-20 cm de alto), alta densidad de crecimiento
(1357 plantas/m?) y produccion de frutos maduros en un minimo de 70 dias después de

la siembra.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo general

Esta Tesis Doctoral se basa en un trabajo realizado previamente en nuestro grupo de
investigacion en el que se identificaron y comenzaron a caracterizar las esterol
aciltransferasas de tomate ASAT1 y PSAT1 (Lara et al., 2018), y tiene como objetivo
general avanzar en el conocimiento de la funcion de las esterol aciltransferasas y los
esteroles esterificados en el crecimiento y desarrollo de las plantas y la respuesta de las
mismas frente a diferentes tipos de estrés, empleando Arabidopsis thaliana y Solanum
lycopersicum (cv Micro-Tom) como modelos de estudio. Para alcanzar este objetivo, se

plantean los siguientes objetivos especificos.

2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1. Profundizar en la caracterizacion estructural y funcional de las

esterol aciltransferasas ASAT1 y PSAT1 de Arabidopsis y tomate (cv Micro-Tom).

Objetivo 2. Estudiar la respuesta frente a la infeccion por patdgenos
(Pseudomonas syringae) de mutantes de Arabidopsis con niveles alterados de esteroles
esterificados, y generar nuevos mutantes de Arabidopsis afectados simultdneamente

en la sintesis de esteroles esterificados y glucosilados.

Objetivo 3. Generar mutantes de tomate (cv Micro-Tom) con niveles alterados
de esteroles esterificados debido a la inactivacion de las enzimas PSAT1 y ASAT1, y
analizar los efectos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, y la respuesta a

estrés salino.
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CAPITULO1

3.1 Caracterizacion funcional de enzimas involucradas en la biosintesis

de esteroles esterificados en tomate

3.1.1 Las acil-CoA:esterol aciltransferasas de tomate SIASAT1 y SIASATS
no complementan el fenotipo del mutante de Arabidopsis psat1-2

carente de actividad fosfolipido:esterol acil transferasa

Recientemente, Lara y colaboradores (2018) reportaron la identificacion, clonaje y
caracterizacion funcional de las esterol aciltransferasas SIPSAT1 y SIASATI. En ese
trabajo se demostré que tomate tiene un unico gen (Solyc09g072710) que codifica la
enzima ortologa de Arabidopsis AtPSAT1, ya que la expresion de SIPSATI
complementa el fenotipo morfoldgico y bioquimico del mutante nulo de Arabidopsis
psatl-2 que carece de actividad PSATI. En el mismo estudio se caracterizo
funcionalmente el gen candidato SIASATI1 (Solyc11g012260) y se observé que la
expresion constitutiva de SIASAT1 en el mutante de Arabidopsis asat1-1, defectivo en
actividad ASATI, reestablece los niveles normales de SE en pldntulas y semillas.
Ademas, en ambos tejidos se produce una drastica acumulacion de cicloartenol
esterificado y en menor medida de 24-metilen cicloartanol esterificado, lo que
demostrd que SIASAT] es la enzima ortéloga de AtASATI.

En contraste con SPISATI, el genoma del tomate contiene ademads del gen SIASATI,
otros 7 genes que codifican potenciales proteinas ASAT, de los cuales 6 se localizan en
tandem junto con SIASATI en el cromosoma 11 (Solyc11g012200, Solyc11g012210,
Solyc11g012220, Solyc11g012230, Solyc11g012240 y Solyc11g012250) y codifican una
subfamilia altamente conservada de proteinas (69-80% de identidad) con una longitud
muy similar a la de AtASAT1 (350-355 vs. 345 aminoacidos), a pesar de tener menor
identidad con AtASAT1 que SIASATTI. El otro gen candidato SIASAT (Solyc12g089050)
se localiza en un cromosoma diferente y codifica una proteina sensiblemente mas corta
(317 aminoacidos), siendo ademas el miembro de la familia de proteinas tipo ASAT con
la relacién mas distante respecto a SIASAT1 (identidad 31-34%) (Lara et al., 2018).
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3.1.1.1. Efecto de la expresion de las candidatas SIASAT2, SIASATS y
SIASATS sobre el contenido de esteroles esterificados en semillas
del mutante asat1-1

Con anterioridad al inicio de este trabajo también se habian obtenido lineas del
mutante de Arabidopsis asatl-1 que expresaban constitutivamente SIASAT2 (gen
Solyc11g012210), SIASAT5 (gen Solycl1g012240) y SIASAT8 (gen Solycl12g089050)
(Lara, 2017). El mutante asat1-1 no presenta ningtin fenotipo morfoldgico y el contenido
de SE en hojas de la roseta se reduce solo alrededor de un 30%. Sin embargo, en
semillas y plantulas se observa un incremento significativo de los SE (36 y 50%,
respectivamente) comparado con el wt (Lara et al., 2018). El andlisis del contenido de
esteroles libres y esterificados en extractos de semillas de estas plantas (Figura 7)
confirm6 que cuando se expresa constitutivamente SIASAT1 en el mutante de
Arabidopsis asat1-1, el contenido de SE retorna al nivel de las semillas de las plantas wt
(wt=1,122 ug/mg; asatl-1-Pro35S::SIASAT1=1,091 ug/mg) y no hay diferencias
significativas en los niveles de esteroles libres (wt=0,964 ug/mg; asatl-1-
Pro35S::SIASAT1=0,910 pg/mg).

En cambio, la expresion constitutiva de SIASAT2, SIASAT5 y SIASATS en el mutante
asat1-1 no restablece los valores normales de SE, sino que estos se mantienen en niveles
similares a los del mutante en las lineas asatl-1-Pro35S::SIASAT2, o incrementan de
forma significativa en las lineas asatl-1-Pro35S::SIASAT5 (19,8% superior al mutante
asatl-1) y asatl-1-Pro35S:SIASATS (33,9% superior al mutante asat1-1) (Figura 7). Estos
incrementos son debidos principalmente al aumento de sitosterol y campesterol
esterificados (Tabla 1). Al igual que ocurre en el mutante asatl-1 transformado con
SIASATI, los niveles de esteroles libres no se ve alterado de forma significativa en

ninguno de los tres casos (Figura 7).
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Figura 7. Contenido de esteroles libres y esterificados en semillas de Arabidopsis wild type,
del mutante asatl-1y de asatl-1 que expresa SIASAT1, SIASAT2, SIASAT5 y SIASATS. El contenido total
de esteroles esterificados es la suma de los ésteres de colesterol, campesterol, estigmasterol, sitosterol,
isofucosterol, cicloartenol y 24-metilen-cicloartanol. El contenido total esteroles libres es la suma de
colesterol, campesterol, estigmasterol, sitosterol, estigmastanol, isofucosterol y cicloartenol. El analisis
cuantitativo se realizé a partir de un pool de semillas del que se realizaron extracciones por triplicado, y
los resultados se expresan como la media de las réplicas con la desviacion estandar. Los asteriscos indican
diferencias significativas en el contenido total de esteroles esterificados (panel superior) y libres (panel
inferior) (ANOVA de una via con a=0,05 seguido de una prueba de comparacion multiple de Dunnett
*p<0.001, ***p<0.0002, ****p<0.0001) respecto al contenido en las semillas wt. Los puntos indican las
diferencias significativas en el contenido de esteroles esterificados y libres (ANOVA de una via con a=0,05
seguido de una prueba de comparacion mdltiple de Dunnett *p<0.0124, **p<0.001, ***p<0.0005,
*¢**p<0.0001) respecto al contenido en las semillas del mutante asat1-1. El analisis estadistico se realizd
usando GraphPad Prism version 8.2.1 (GraphPad Software, San Diego, California EUA.).
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Tabla 1. Perfil de esteroles esterificados y libres en extractos de semillas de Arabidopsis.

Esteroles Esterificados

g esterol/mg tejido seco

Linea ‘ at1-1 asat1-1 asat1-1 asatl-1 asatl-1
Esterol w as Pro35S::SIASAT1 Pro35S::SIASAT2 Pro35S::SIASAT5 Pro35S::SIASATS
(1-3-7) (3.1-15) (3.4-9) (4-6-10)

Colesterol 0,006+0,002 0,008 £0,002  0,005+0,006 0,006%0,0013 0,005 %0,0008 0,008 +0,0023
Campesterol ~ 0,193*0,015 0,250 £0,012  0,171*0,0107  0,252#0,0148 0,327 %0,0135 0,301 +0,0273
Estigmasterol ~ 0,002%0,0006 0,004 £0,001  0,004*0,0022  0,003*0,0010 0,001 #0,0002 0,003%0,0013
[3-sitosterol 0,886*0,031 1,225%0,036 0,864%0,0122  1,313*0,0594 1,449%0,0178 1,678 £0,1665
Isofucosterol ~ 0,030+0,004 0,055%0,003 0,028%0,0019  0,060+0,0034 0,067 £0,0038 0,077 £0,0043
Cicloartenol 0,005%0,001 0,005%0,001 0,017%0,0083  0,004*0,0005 0,005 *0,0005 0,004 %0,0011

24-metilen- i . 0,003 %0,0012 - - -

cicloartanol

TOTAL 1,122+0,048 1,547+0,048 1,092%0,015  1,638+0,078 1,854+0,025  2,072+0,196

Esteroles Libres

ug esterol/mg tejido seco

Linea asat1-1 asat1-1 asatl-1 asat1-1

Esterol wt asatl-l b 355:SIASATI Pro35S:SIASAT2 Pro35S:SIASATS Pro355:SIASATS
(1-3-7) (3.1-15) (3.4-9) (4-6-10)
Colesterol ~ 0,012%0,003 0,015+0,004 0,015%0,002  0,015+0,004  0012%0,002 0,022 £0,009
Campesterol ~ 0,157+0,006 0,143*0,004 0,150%0,007  0,152%0,015 0,130,009 0,171 £0,017
Estigmasterol ~ 0,0080,007 0,013%¥0,005 0,020%0,010  0,015*0,003 00160003 0,019 0,004

[3-sitosterol 0,764%0,025 0,757%0,051 0,700 £0,091 0,840 %0,020 0,516 £0,046 0,907 0,086
Estigmastanol ~ 0,015+0,004 0,013%0,007 0,007 +0,003 0,012 +0,003 0,043 *0,008 0,030 £0,008
Isofucosterol ~ 0,011%0,007 0,011%0,003 0,008 0,006 0,014 0,004 0,026 £0,003 0,028 +0,005
Cicloartenol ~ 0,008%0,001 0,012+ 0,002 0,017 %0,008 0,014 0,008 - 0,022 £0,009

TOTAL 0,964 +0,027 0,961 +0,063 0,910 +0,116 1,047 +0,200 0,800 +0,101 1,171 +0,103
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3.1.1.2. Obtencidn de lineas del mutante psat1-2 que sobreexpresan
SIASAT1y SIASATS

El fenotipo de toxicidad generalizada que muestra el mutante de Arabidopsis psat1-2
cuando se aumenta el flujo de sintesis de esteroles libres por adiciéon de mevalonato al
medio de crecimiento de las plantas (Bouvier-Navé et al.,, 2010) resulta util para
identificar de forma rapida genes que codifican esterol aciltransferasas involucradas en

la sintesis de ésteres de los esteroles mayoritarios.

Tomando en consideracion la informacion presentada en la seccion anterior (Figura 7),
se considerd pertinente expresar en el mutante psatl-2 las enzimas SIASATI,
especializada en la esterificaciéon de esteroles intermediarios (Lara et al., 2018), y
SIASATS, que incrementa el contenido de SE en semillas respecto al mutante asat1-1
(apartado anterior), y de esta forma estudiar su capacidad para restablecer el fenotipo
wt en el mutante psatl-2 crecido en presencia de mevalonato exogeno. Para ello,
plantas del mutante psatl-2 se transformaron, por el método de inmersién floral
(apartado 6.1.7), con A. tumefaciens GV3101 portador de los plasmidos pEG100-
SIASAT1 y pEG100-SIASATS, que contienen los cDNAs SIASAT1 y SIASATS bajo el
control del promotor constitutivo CaMV35S. A partir de las semillas obtenidas de
plantas transformadas con los transgenes 35S:SIASAT1 y 35S:SIASAT8 se
seleccionaron 18 plantas resistentes a Basta (PPT) , en las cuales se analizd la expresion
del correspondiente transgén por RT-PCR semicuantitativa utilizando primers
especificos de cada gen (Tabla 11), que amplificaban fragmentos de 651 pb (SIASAT1) y
462 pb (SIASATS) (Figura 8). De esta forma se comprobd que de las 18 lineas
resistentes a PPT seleccionadas en cada caso, 11 expresaban el transgén SIASATI
(Figura 8A), y 12 el SIASATS (Figura 8B).

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 psat12 N

1000 pb
s e e e e e . « 500 pb

B 6 10 11 12 13 14 15 16 17 psati2 N 18

<1000 pb
« 500 pb

Figura 8. Niveles de mRNA de SIASAT1 y SIASATS en los transformantes primarios del
mutante de Arabidopsis psatl-2. Resultado de la RT-PCR semicuantitativa en plantas (T1) psat1-2
Pro35S::SIASAT1 (A) y psat1-2 Pro35S::SIASATS (B). El analisis se realizé con cDNA sintetizado a partir de
RNA total extraido de hoja de roseta de plantas de 6 semanas de edad y los primers utilizados se muestran
en la tabla 11. En cada carril se indica el numero asignado a cada linea transgénica. Los carriles N y psat1-2
son controles negativos. En el carril de la derecha se muestra la mezcla de fragmentos marcadores de
tamaro.
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A partir de las lineas transgénicas que expresaban SIASAT1 y SIASATS, después de
analizar la segregacion del cardcter de resistencia a PPT, se obtuvieron 5 lineas
homocigotas para cada uno de los transgenes, en las cuales se determind de nuevo la

expresion de los mismos por RT-PCR semicuantitativa.

En la figura 9 se muestra el resultado del analisis y se indican con asteriscos las lineas
sobreexpresoras de SIASATI (Figura 9A) y SIASATS (Figura 9B) seleccionadas para
continuar los experimentos. En las 4 lineas elegidas se cuantifico la expresion relativa
de los transgenes ASAT de tomate por RT-qPCR (Figura 9C y D), observandose que en
conjunto presentan niveles de expresion elevados, y que estos eran muy similares en
las 2 lineas portadoras de SIASAT1 y en las 2 portadoras de SIASATS.
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B 1-2 1-10 13-6 15-6 16-10 4-6-10 psat1-2 N °
2 10 A
* * =
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2
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wt psatl-2 psatl-2

Pro35S::SIASATS Pro35S::SIASATS
(1-10) (16-10)

Figura 9. Niveles de mRNA SIASAT1 y SIASATS en plantas mutantes de Arabidopsis asatl-
1 y psat 1-2 retransformadas con los transgenes para expresar SIASAT1 y SIASATS. Los
niveles de transcrito se determinaron mediante RT-PCR semicuantitativa (A y B) y RT-qPCR (C y D)
empleando cDNA obtenido a partir de RNA total extraido de plantulas crecidas in vitro durante 15 dias en
medio 0,5 MS sdlido. Los valores son medias con desviacion estandar (n=3). N, control negativo; en el
carril de la derecha se muestra la mezcla de fragmentos marcadores de tamafo. Las muestras de cDNA de
lineas asatl-1 Pro35S:SIASAT1 (1-3-7) y asatl-1 Pro35S:SIASAT1 (4-6-10) se incluyen en la PCR
semicuantitativa como referencia de lineas positivas sobreexpresoras de cada transgén.
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3.1.1.3. Evaluacion de la toxicidad de mevalonato en el mutante psat1-2
que sobreexpresa SIASAT1 y SIASATS

Para evaluar si la expresion de SIASAT1 y SIASATS revierte el fenotipo del mutante
psatl-2, plantulas de las lineas portadoras de los transgenes Pro35S:SIASATI y
Pro35S::SIASATS en homocigosis se cultivaron en medio liquido 0,5 MS suplementado
con 3 mM MVA, tal como se explica en el apartado 6.1.9. En el experimento se
incluyeron plantulas wt, del mutante psatl-2, y del mutante psatl-2 complementado
con SIPSAT1 (psatl-2  Pro35S:SIPSAT1), dos lineas homocigotas psatl-2
Pro355::SIASAT1 (6-5 y 14-4) y otras dos psatl-2 Pro35S:SIASATS (1-10 y 16-10).
Después de 11 dias de incubacion en condiciones de dia largo y agitacion, en presencia

y en ausencia de MVA, se recogieron las plantulas para valorar los resultados.

La adicion de MVA al medio de crecimiento conduce a un aumento en los niveles de
esteroles libres que son altamente toxicos en ausencia de la enzima AtPSAT1 (Bouvier-
Navé et al., 2010). El fenotipo de toxicidad por MVA se revierte completamente cuando
se expresa constitutivamente SIPSAT], al ser ésta la enzima ortdloga de AtPSAT1 (Lara
et al., 2018). Sin embargo, la expresion constitutiva de los genes de tomate SIASATI y
SIASATS no logro revertir el fenotipo de toxicidad provocado por la adicion exdgena
de MVA al medio de cultivo. Como se muestra en la figura 10, las lineas
sobreexpresoras de SIASAT1 (6-5 y 14-4) y SIASATS (1-10 y 16-10) presentaron severos
signos de toxicidad caracterizados por una disminucion generalizada del tamafo de las
plantas y una marcada clorosis. Estos signos son iguales a los observados en el mutante
psatl-2. En cambio, la linea sobreexpresora de SIPSATI fue capaz de crecer con
normalidad en presencia de MVA, su crecimiento y aspecto fueron similares a los de
las plantas wt crecidas en las mismas condiciones. Los controles de cada una de las
lineas de interés, crecidos en ausencia de MVA no presentaron alteraciones en su

crecimiento (Figura 10).

Los resultados de estos andlisis de complementacion fenotipica del mutante psat1-2
confirman la diferente funcion metabdlica de SIPSAT1 y SIASAT1, en términos de
capacidad para esterificar esteroles mayoritarios finales e intermediarios,
respectivamente. En el caso de SIASATS, a pesar de incrementar los niveles de SE tanto
en hojas (Lara, 2017) como en semillas (este trabajo) del mutante asat1-1, tiene actividad
metabolica distinta de la de PSAT.
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+MVA -MVA +MVA -MVA
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14-4 16-10
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Pro35S::SIPSAT1 psatl-2

Pro358::SIPSATI
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Figura 10. Efecto del mevalonato sobre plantulas de diferentes lineas del mutante de
Arabidopsis psatl-2 retrasformadas con los transgenes para expresar SIPSAT1, SIASAT1 y
SIASATS. Las imédgenes corresponden a plantulas crecidas durante 11 dias en medio 0,5 MS liquido con

y sin MVA 3 mM. El experimento se realizé de forma independiente con las lineas sobreexpresoras de
SIASAT1 6-5y 14-4 (A), y SIASATS 1-10 y 16-10 (B).

3.1.2 Obtencion de secuencias codificantes de enzimas ASAT

quiméricas

3.1.2.1 Disefo y obtencion de las proteinas quiméricas ATA y TAT

Estudios realizados previamente utilizando técnicas de fluorescencia habian
demostrado que la proteina AtASAT1-GFP se localiza en la membrana del RE,
mientras que SIASAT1-GFP se localiza en la membrana plasmatica (MP). La predicciéon
de la topologia de insercion de SIASAT1 en la membrana plasmatica indicaba que uno
de los residuos cataliticos importantes para la actividad enzimatica (Asn-299) se
localizaria en un bucle citoplasmatico que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6.
La topologia predicha para AtASAT1 en la membrana del RE indicaba que el residuo
equivalente, la Asn-202, se localizaria en un bucle también citosdlico que conecta los
dominios transmembrana 6 y 7. En ambos casos, el bucle citosélico esta flanqueado en
el extremo C terminal por un dominio transmembrana que contiene un residuo de
histidina, que se ha reportado también como importante en la catdlisis enzimatica
(Figura 11) (Lara et al., 2018).
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Ademas, SIASAT tiene un bucle adicional de 127 residuos aminoacidicos, que conecta
los dominios transmembrana 3 y 4 y es mucho mas largo que el de AtASATI, que
conecta las secuencias transmembrana 4 y 5, y consta solo de 18 residuos. Se ha
propuesto que estos bucles, cuyos aminoacidos se han coloreado en azul en la figura
11, podria desempefiar algtin papel en la diferente localizacidon subcelular de SIASAT1
(MP) y AtASAT1 (RE) (Lara et al., 2018).

"’ SIASAT1
Espacio
extracelular o990,
Membrana
plasmatica
Citoplasma
AtASAT1
Citoplasma N
Membrana del
RE

Lumen de RE

Figura 11. Modelo de la topologia de insercion a membrana de SIASAT y AtASAT. Predicciéon
realizada mediante el programa Protter 1.0 (Omasits et al., 2014). Las secuencias transmembrana estan
numeradas en azul. Los residuos de Asn e His reportados como importantes para la catalisis de ASAT se
muestran en rojo. La secuencia de 101 aminoacidos comprendida desde la posicion 119 al 218 en la
secuencia de SIASAT y la secuencia equivalente de 18 aminoacidos comprendida desde las posiciones 104
a 121 en la secuencia de AtASAT se muestran en azul (Lara et al., 2018).

Para comenzar a investigar este aspecto, se procedid a la creacién de secuencias
codificantes ASAT quiméricas con las regiones mencionadas de las proteinas de tomate

y Arabidopsis intercambiadas. La primera quimera, llamada ATA (Arabidopsis-
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Tomate-Arabidopsis), consiste en los primeros 103 aminodacidos de AtASAT1, seguidos
de los 101 aminoacidos de la region central de SIASAT1 y los ultimos 224 aminoacidos
de AtASAT. La quimera inversa se denomina TAT (Tomate-Arabidopsis-Tomate) y es
una proteina que consta de los primeros 117 aminoacidos de SIASATI, seguidos de los
18 aminoacidos de la region central de AtASAT1 y los ultimos 226 aminoacidos de
SIASAT1 (Figura 12; Anexo). Las secuencias que codifican estas proteinas quiméricas

se construyeron mediante la estrategia de PCR solapante descrita en el apartado 6.4.5.

- ( 101aa I) v v VIl VI
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Figura 12. Representacidon de las proteinas SIASAT1, AtASAT1 y las quimeras ATA y TAT.
Las secuencias transmembrana I-VIII en SIASAT1 y I-IX en AtASAT1 se representan mediante cuadrados
con trama. La ubicacion de los aminoacidos cataliticamente importantes (Asn e His) se indica en rojo en el
bucle hidrofilico que se proyecta hacia el citoplasma (en amarillo) y en los dominios transmembrana VI 'y
VII de SIASAT1 y AtASAT1, respectivamente. En un recuadro gris se muestran los 101 aminodcidos de
SIASATT1 insertados entre las regiones N y C terminal de AtASAT1 en la quimera ATA, y la region de 18
aminoacidos de AtASATI insertada entre las regiones N y C terminal de SIASAT1 en la quimera TAT.

La prediccion de la topologia de insercién a membrana de la proteina quimérica ATA
muestra que uno de los residuos cataliticos importantes (Asn-285) se localizaria en un
bucle en el espacio intracelular que conecta los segmentos transmembrana 5 y 6. En el
caso de la proteina quimérica TAT el residuo de Asn-216 equivalente se localizaria en
un bucle proyectado también hacia el espacio intracelular, que conecta los dominios
transmembrana 6 y 7. Igual que en las predicciones de topologia de las proteinas
SIASAT1 y AtASAT1, en ambas quimeras este bucle estd flanqueado en el extremo C
terminal por un dominio transmembrana que contiene el residuo de histidina

cataliticamente importante (Figura 13).
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Figura 13. Modelo de la topologia de insercion a membrana de las proteinas quiméricas ATA
y TAT. Prediccién realizada en Protter 1.0 (Omasits et al., 2014). Las secuencias transmembrana estan
numeradas en azul. Los residuos Asn e His reportados como importantes para la catalisis de ASAT se
muestran en rojo. En magenta se muestran los 101 aminoacidos insertados entre las regiones N y C
terminal de AtASAT1 en la quimera ATA. En verde la region de 18 aminoacidos intercalada entre las
regiones N y C terminal de SIASAT1 en la quimera TAT.

3.1.2.2 Localizacion subcelular de las quimeras ATA-GFP y TAT-GFP en
N. benthamiana

Las secuencias que codifican las proteinas ATA y TAT obtenidas por PCR solapante se
clonaron y se transfirieron al vector pEarly Gate 103, que contiene la secuencia que
codifica para la proteina verde fluorescente GFP. De esta manera, las proteinas se
expresarian fusionadas por su extremo C-terminal a la GFP (ATA-GFP y TAT-GFP), en
ambos casos bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S. Para determinar de
forma experimental la localizacién subcelular de dichas quimeras, se analizé por
microscopia laser confocal el patrén de fluorescencia de células de N. benthamiana
agroinfiltradas que expresaban transitoriamente AtASAT1-YFP, SIASAT1-YFP, ATA-
GFP y TAT-GFP. Cuatro dias después de la agroinfiltracion se recolectaron muestras

de las zonas infiltradas y se observaron al microscopio.

Como se puede observar en la figura 14, la expresion de ATA-GFP mostr6é un patron
punteado de fluorescencia verde que sugiere que la proteina se localiza sobre la
membrana del RE. Este patrén fue distinto al observado cuando se expresaba
AtASAT1-YFP, puesto que en este caso, la fluorescencia muestra un patrén reticulado
similar al de la proteina marcadora del RE T3RE (Lara et al., 2018), que se corresponde
con una localizaciéon de AtASATI1-YFP en el RE. Por el contrario, la fluorescencia
emitida por TAT-GFP se detecta en la periferia celular, con un patrén igual al
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observado en las células que expresan SIASAT1-YFP (Lara et al.,, 2018) indicando una
localizacion de TAT-GFP en la MP. Estos resultados muestran que al sustituir la region
central de 18 aminodacidos de AtASAT1 por la region equivalente de 101 aminodcidos
de SIASAT1 (quimera ATA), la proteina se concentra en regiones muy concretas del
RE, a diferencia de lo que ocurre con la proteina original AtASAT1 que parece
distribuirse de forma mucho mas homogénea en la membrana del RE. En cambio, el
intercambio de las secuencias centrales en direccion contraria, que da lugar a la
quimera TAT-GFP, no parece tener ninguin efecto sobre la localizacion subcelular de

dicha proteina en la MP en comparacion con la de la proteina original SIASAT1.

Quimera TAT-GFP

Quimera ATA-GFP

%

AtASAT1-YFP SIASAT1-YFP

Figura 14. Analisis por microscopia laser confocal de células de N. benthamiana que expresan
transitoriamente las fusiones proteicas ATA-GFP, TAT-GFP, SIASAT1-YFP, AtASAT1-YFP y
T3RE. Barras de escala = 21 pm, excepto SIASAT1-YFP con barra de escala = 10 um. Las imagenes fueron
captadas 4 dias después de proceder a la agroinfiltracion de las hojas y el resultado presentado es una
proyeccion en modo Z-stack de 27-44 secciones de 0,53 pm cada una.
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CAPITULO 11

3.2. Implicacion de los esteroles conjugados en la respuesta a estrés
biotico causado por infeccion con Pseudomonas syringae en plantas
de Arabidopsis thaliana

3.2.1. Respuesta de los mutantes asatl-1 y psatl-2 de A. thaliana a la

infeccion con P. syringae

Como una primera aproximacion para estudiar la posible participacion de los SE en la
respuesta a estrés bidtico, se evaluo la respuesta de los mutantes de Arabidopsis asat1-1
y psatl-2 a la bacteria Pseudomonas syringae pv tomate (Pst DC3000) (Cuppels, 1986).
Tras infectar por infiltracion con Pst DC3000 plantas de A. thaliana wild type y
mutantes asat1-1 y psatl-2 de cuatro semanas de edad, se recogieron muestras (discos
de 5 mm) una hora post-infeccion (1 hpi) y 3 dias post-infeccion (3 dpi), en las que se
determind la titulacion del patégeno mediante diluciones seriadas, siembra en medio
LB sdlido, suplementado con kanamicina y rifampicina, e incubacion a 28 °C durante
48h, tal como se indica en el apartado 6.1.10. El recuento de las unidades formadoras
de colonias (ufc) mostré que el crecimiento de la bacteria era significativamente
superior en las hojas del mutante psatl-2 que en las hojas de plantas wild type;
mientras que en el tejido foliar del mutante asat1-1 el crecimiento bacteriano fue similar
al observado en las plantas wild type. Estos resultados indican, que el mutante psat1-2
es mas susceptible a la infeccién por Pst DC3000 que las plantas wild type; pero estas
diferencias no se observaron en el mutante asatl-1, cuya respuesta a la infecciéon
bacteriana fue similar a la observada en las plantas wild type (Figura 15). Como control
del experimento se utilizo el mutante de Arabidopsis sid2, defectivo en senalizacién de
SA (Nawrath & Métraux, 1999), y por tanto susceptible a P. syringae. Como cabia
esperar, el que el crecimiento bacteriano en tejido foliar de este mutante fue

significativamente superior que en las plantas wild type (Figura 15).
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Figura 15. Ensayo de infeccion con Pst DC3000 en plantas de A. thaliana. Crecimiento de Pst
DC3000 en plantas de Arabidopsis wild type (WT), y mutantes asatl-1, psatl-2 sid2 infectadas por
infiltraciéon 1 hpi y 3 dpi. Los datos representan como ufc/cm? de tejido fresco y son la media de 6
determinaciones. Las barras verticales representan la desviaciéon estdndar. Los asteriscos indican
diferencias significativas en relacién a las plantas wild type por prueba de Tukey (* P <0.05).
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En el caso del mutante psatl-2, este experimento se repitié infectado las plantas por
inmersion en una suspension bacteriana (apartado 6.1.10.2), obteniéndose los mismos
resultados que por el método de infeccion por infiltracion, ya que como puede
observarse en la figura 16A, los signos de clorosis son mas evidentes en el mutante
psatl-2 que en las plantas wild type. Ademas, el numero de ufc 3 dpi es
significativamente superior en el mutante que en las plantas wild type (Figura 16B).
Estos resultados apoyan la idea de que las plantas de A.thaliana defectivas en PSAT1

son mas sensibles a la infeccion por Pst DC3000 que las plantas wild type.
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Figura 16. Ensayo de infeccién con Pst DC3000 en plantas de A. thaliana. (A) Fotografias
representativas de plantas wild type (wt) y mutantes psat1-2 infectadas por inmersién en una suspension
de Pst DC3000 y sus respectivos controles no infectados después de 3 dias post infeccion (dpi). (B)
Crecimiento de Pst DC3000 en plantas wild type y mutante psat1-2 determinado 1hpi y 3dpi. Los datos se
presentan como log ufc/mg de tejido fresco y son la media de 6 determinaciones. Las barras verticales
representan la desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas entre wt y psat1-2. El
analisis estadistico se realizé mediante una prueba de Tukey (* P <0.05).
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3.2.2. Generacion de lineas mutantes de Arabidopsis thaliana con genes
SGT y ASAT inactivados

3.2.2.1. Obtencion de mutantes dobles y triples por polinizacidon cruzada

En Arabidopsis se han descrito dos esterol glucosil transferasas (SGTs) implicadas en la
sintesis de esterol glucdsidos: UGT80A2 y UGT80B1 (Debolt et al., 2009; Stucky et al,
2015). Con el proposito de disponer de lineas mutantes de Arabidopsis con nuevos
perfiles alterados de esteroles esterificados y glucosilados, se realizaron diferentes
cruces entre los mutantes simples ugtS80A2 y ugt80B1, y el doble mutante ugt80A2B1,
con el mutante simple asatl-1, todos ellos en homocigosis para los correspondientes
alelos mutados (Figura 17). Se realizaron cruces en todas las combinaciones posibles
para obtener dobles y triples mutantes. Para ello, los estigmas de las inflorescencias
emasculadas de los mutantes ugt80A2, ugt80B1 y ugt80A2B1 se cubrieron con el polen
del mutante asatl-1. A su vez, con el polen de los mutantes ugt80A2, ugt80B1 y
ugt80A2B1 se cubrieron estigmas en inflorescencias de plantas del mutante asat1-1
(apartado 6.1.8). Después de polinizar los estigmas de las flores emasculadas, se
dejaron desarrollar hasta la formacion de las silicuas y se recolectaron justo antes de
que empezaran a abrirse. Cada silicua fue almacenada individualmente para después

sembrar las semillas y obtener las plantas resultantes de los distintos cruces.

Para encontrar lineas homocigotas se seleccionaron las semillas de 8, 6 y 7 silicuas
obtenidas de cada pareja de cruces ugt80A2xasat1-1y asat1-1xugt80A2, ugtS§0BIxasat1-1
y asat1l-1xugt80A2, y ugtS§0A2BIxasatl-1y asat1-1xugt80A2BI, respectivamente. De cada
grupo de semillas de una misma silicua se obtuvieron 18 plantas (generacion T1) por
cada cruce. Una vez se desarrollo la roseta, se extrajo DNA gendmico de una hoja y tras
comprobar su integridad por PCR con los primers que amplifican una region del gen

ubiquitina (UBC21) (Tabla 12), se genotiparon las plantas por PCR.
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3.2.2.2. Genotipado de las plantas obtenidas del cruce de mutantes asat1-1
con ugt80A2, ugt80B1 'y ugtS80A2B1

En primer lugar, se identificd la presencia de los alelos mutantes ugt80A2 y ugt80B1,
cuya estructura junto con la posicion de los primers empleados en el genotipado (Tabla

13) se muestra en la Figura 17.

LBal =

|| <3 ugtA2 rev

wsor2 [T HH HH HHFCHOHH-H O

(At3g07020) ll1:é'>t A2 for

LBal =

i <:ZTGSI-RP
e I—IZI-D—D—D-D-I]-D-D—D—D-D-[I-D-E-‘
(At1g43620)

=

SGT81-LP

08474

ot n

(At3g51970) = p=
Pr5 Pr6

Figura 17. Representacion esquematica de las inserciones de T-DNA en los alelos mutantes
ugt80A2, ugt80B1 y asatl-1. Las regiones en gris y blanco indican las secuencias no traducidas y los
exones, respectivamente. Las lineas continuas negras representan intrones. Los T-DNAs se indican en
forma de triangulos en color rojo. Las flechas indican la posicion y la orientacion de los primers usados en
el genotipado de los mutantes dobles y triples.

Empleando el DNA gendmico de las plantas obtenidas como se describe en el apartado
anterior (generacion T1), mediante PCR (apartado 6.4.1) se amplificaron fragmentos de
DNA correspondientes a regiones especificas de los alelos mutantes ugt80A2 y ugt80B1
usados en los cruces. Se identificaron diversas plantas portadoras de los alelos
mutantes ugt80A2 y  ugtS80BI en  heterocigosis procedentes de los cruces
ugt80A2xasatl-1 (Figura 18, imagen superior) y ugt80BIxasatl-1 (Figura 19, imagen
superior), respectivamente. Asi mismo, se obtuvieron plantas con los alelos ugt80A2
(Figura 18, imagen inferior) y ugt80B1 (Figura 19, imagen inferior) procedentes de los
cruces ugt80A2BIxasatl-1. Para cada cruce se seleccionaron cuatro plantas que
contenian los alelos ugt80A2 y ugt80B1 en heterocigosis, las cuales se dejaron crecer
hasta obtener semillas y después se continuo con los analisis de segregacion. Las
plantas elegidas se indican con asteriscos en los carriles correspondientes de las figuras
17y 18.
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Figura 18. Genotipado por PCR para identificar el alelo ugt80A2 en las plantas procedentes
de los cruces ugt80A2xasat1-1'y ugt80A2B1xasatl-1. La presencia del alelo mutante se comprobo
mediante la amplificacion de un fragmento de 439 pb empleando los primers LBal y ugtA2 rev y la del
alelo wild type por amplificaciéon de un fragmento de 269 pb con los primers ugtA2 for y ugtA2 rev. Se
incluyeron como controles de la PCR muestras de DNA genémico de los mutantes simples asatl-1 y
ugt80A2 y ugt80A2B1. El nimero indicado en cada carril es el asignado a cada planta mutante. N, control
negativo de amplificacién sin DNA. Los asteriscos indican las plantas de cada cruce seleccionadas para
continuar con la segregacion.
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Figura 19. Genotipado por PCR para identificar el alelo ugt80B1 en las plantas procedentes de
los cruces ugt80B2xasatl-1 y ugt80A2BIxasatl-1. La presencia del alelo mutante se comprobd
mediante la amplificacién de un fragmento de 800 pb empleando los primers LBal y SGT81-RP y la del
alelo wild type por amplificacién de un fragmento de 1200 pb con los primers SGT81-LP y SGT81-RP. Se
incluyeron como controles de la PCR muestras de DNA gendmico de los mutantes simples asat1-1, ugt80B1
y ugt80A2B1. El nimero indicado en cada carril es el asignado a cada planta mutante. N, control negativo

de amplificaciéon sin DNA. Los asteriscos indican las plantas seleccionadas para continuar con la
segregacion.
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El mutante asatl-1 presenta resistencia a sulfadiazina, y esta caracteristica facilita la
seleccion de las plantas portadoras de dicho alelo. Es por esto que las semillas de cada
uno de los cruces de las 4 plantas T1 identificadas en el genotipado anterior (alelos
ugt80A2 y ugt80B1 en heterocigosis), se sembraron en placas con medio 0,5 MS con
sacarosa 1% suplementado con sulfadiazina (2,5 pg/mL). El método de seleccion usado

en este punto, se describe en el apartado de Materiales y Métodos 6.1.7.1.

De las plantulas resistentes a sulfadiazina (generacion T2), y por lo tanto portadoras
del alelo asat1-1, se transfirieron a sustrato 16 provenientes de cada cruce y una vez se
desarrolld la roseta, se extrajo DNA genomico de una hoja para proceder a confirmar la
presencia del alelo asat1-1 mediante genotipado por PCR. La posicion de los primers
utilizados, asi como la estructura del mutante se muestran en la figura 17. Los analisis
de segregacion del caracter de resistencia a la sulfadiazina en combinacidon con el
genotipado por PCR de los mutantes se continuaron en generaciones sucesivas hasta
obtener en la generacion T3 el doble mutante ugt80BIxasatl-1 en homocigosis (2
plantas) y en la generacion T4 el doble mutante ugt80A2xasat1-1 (3 plantas). En este
altimo caso, en la figura 20 se muestra a modo de ejemplo el resultado del genotipado
de 20 plantas T4 resistentes a sulfadiazina, donde se confirma que las 20 plantas
presentan tanto el alelo asatl-1 con el ugtS80A2 ambos en homocigosis. En todas las
muestras se observa que se amplifica un fragmento de 439 pb correspondiente al alelo
ugt80A2, mientras que en ningun caso se detecta amplificacion del fragmento
correspondiente al alelo wt (Figura 20A). En las mismas muestras se amplifica un
fragmento de 900 pb correspondiente al alelo asat1-1 (Figura 20B, panel superior) y en
ningin caso se detecta el fragmento de 1000 pb correspondiente al alelo wild type
(Figura 20B, panel inferior). En relacién a los mutantes triples ugt80A2BIxasatl-1, se
llegd a un punto donde se cuenta con plantas portadoras de los tres alelos mutantes en

heterocigosis.

45



RESULTADOS

ugt80A2xasatl-1

A

pb MUT+WT
1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 13 14 16 17 18 19 20

wt

asat1-1

1000 —>1

0 — — t— — \— t— b S S S G St S S S Sy
—

l ugt80A2 |

WT
pb . |
bt 1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 13 14 16 17 18 19 20

1000 —
500 —-

-
LRl e e - e
b MUT
P '1234578910111213141617181920'
100071 e G S G S e G e e
500 —

WT MUT
1
N wt  asatl-1 7 wt asatl-1 N

Figura 20. Genotipado por PCR de plantas del mutante ugt80A2xasat1-1 (linea 6-1-1). (A) PCR
multiple para identificar el alelo ugt80A2; la mezcla de reaccion contiene los primers ugtA2 for, ugtA2 rev
y LBal. El fragmento de 439 pb corresponde al alelo mutante y el de 269 pb al alelo wild type. (B) La
presencia del alelo asat1-1 se comprobo con la amplificaciéon de un fragmento de 900 pb empleando los
primers Pr5 y 00874 (imagenes central e inferior derecha). La imagen superior muestra la ausencia del
fragmento de 1000 pb correspondiente al alelo wild type que si se observa en la imagen inferior izquierda
empleando los primers Pr5 y Pr6. Se incluyeron como controles de la PCR muestras de DNA gendmico de
una planta wt y de plantas mutantes simples asat1-1 y ugt80A2. El nimero indicado en cada carril es el
asignado a cada planta mutante. N, control negativo de amplificacién sin DNA. MUT, alelo mutante; WT,
alelo wild type.

En la tabla 2 se resume el nimero de lineas que se obtuvieron de cada cruce. Es
importante mencionar que en paralelo con el trabajo descrito, se colaboré en la
generacion e identificacion de una coleccion equivalente de dobles y triples mutantes
portadores de los alelos ugt80A2, ugtS80B1 y psat1-2. Estos mutantes homocigotos se han
obtenido de los cruces entre el mutante psatl-2 y los mutantes ugt80A2, ugt80B1 y
ugt80A2BI1.
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Tabla 2. Relaciéon de mutantes dobles y triples de Arabidopsis con los genes ASAT, PSAT y
SGT inactivados.

Mutante Zigosis

ugt80A2xasatl-1 Doble homocigoto
ugt80BIxasatl-1 Doble homocigoto
ugt80A2BIxasatl-1 Triple heterocigoto
ugt80A2xpsatl-2 Doble homocigoto
ugt80B1xpsatl-2 Doble homocigoto
ugt80A2BIxpsat1-2 Triple homocigoto

En conjunto, se dispone de una amplia coleccion de semillas de mutantes nulos dobles
y triples de Arabidopsis afectados en la sintesis de esteroles conjugados. Los diferentes
mutantes son viables y fértiles en condiciones de normales de crecimiento. Quedan a
disposicién del grupo para iniciar el estudio del perfilado metabdlico que permitira
establecer el impacto de las diferentes combinaciones de alelos mutantes sobre los

niveles de esteroles libres, glucosilados y esterificados.
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CAPITULO III

3.3. Efecto de las alteraciones en el metabolismo de esteroles esterificados
sobre el crecimiento, desarrollo y respuesta a estrés de plantas de
tomate con pérdida de funcién de SIPSAT1 y SIASAT1

3.3.1. Construcciones CRISPR/Cas y disefio de los RNA guia

Para estudiar la importancia del metabolismo de los SE en la planta de tomate, se
generaron mutantes con los genes SIASATI1 y SIPSATI inactivados de forma
independiente. Para ello, se construyeron dos vectores binarios para expresar la
nucleasa Cas9 y RNAs guia (sgRNA) disefiados especificamente para inactivar los
genes diana, como se explica en la seccion 6.6.1. En ambos vectores el promotor U6-26

dirige la expresion del sgRNA y el promotor Ubi4-2 la de Cas9 (Figura 21).

Figura 21. Representacion esquematica del T-DNA de los vectores binarios CRISPR/Cas9
empleados para inactivar SIASAT1 y SIPSAT1. Pubi4-2: promotor del gen ubiquitina 4-2 de perejil;
RuvCIl y HNH: dominios de la endonucleasa Cas9; NLS: sefial de localizacién nuclear; Term: sefial de
terminacion de la transcripcion; AtU6-26: promotor del gen U6 snRNA-26 de Arabidopsis; sgRNA:
secuencia que codifica el RNA guia; ntpll: gen que confiere resistencia a kanamicina; RB: borde derecho;
LB: borde izquierdo.

RuvCI

Para inactivar los genes SIASAT1 y SIPSAT1I se disefiaron dos RNA guia de 20 pb cada
uno (Figura 22), conteniendo ademds la secuencia PAM. Se ha reportado que un
sgRNA con una longitud de menos de 20 pb (excluyendo la secuencia PAM) tiene una
alta capacidad para hibridar especificamente con su secuencia diana en el DNA
genomico, conservando la eficiencia de edicion del gen de interés con una baja
probabilidad de causar efectos off-target (Fu et al., 2014). Las secuencias de los sgRNA
se disefiaron usando el servidor web Breaking-Cas
(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/) y los sgRNA usados en los

experimentos de inactivacion de SIASAT1 y SIPSAT1 se eligieron entre los diferentes
candidatos atendiendo a los posibles efectos off-target (cero y uno, respetivamente). El
sgRNA para la inactivacion de SIASAT1 tiene como diana la secuencia comprendida
entre las posiciones 799 y 818 (posicion de corte predicha, 812) en la secuencia
codificante del gen que tal como se ha indicado anteriormente, no tiene intrones. El
sgRNA para la inactivacion de SIPSAT1 tiene como diana la secuencia comprendida
entre las posiciones 79 y 88 en el exdn 1 del gen (posicion de corte predicha, 82). Los
dos vectores binarios obtenidos (pDE-Cas9 ASAT1 y pDE-Cas9 PSAT1) se usaron para

transformar cotiledones de tomate.
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Figura 22. Secuencia y posicion de los sgRNA empleados para inactivar los genes SIASAT1 y
SIPSAT1. Debajo de cada uno de los genes se indica la secuencia del sgRNA vy la posicién en la secuencia
codificante de SIASAT1 y SIPSAT1. En ambos se incluye el motivo adyacente protospacer (PAM) marcado
en azul y el sitio de corte predicho de la endonucleasa Cas9 que se indica con el simbolo V.

3.3.2. Obtencion de transformantes primarios

Los vectores pDE-Cas9 ASAT1 y pDE-Cas9 PSAT1 portadores de sgRNA-SIASATI y
sgRNA-SIPSATI, respectivamente, se utilizaron para transformar cotiledones de
tomate cv. Micro-Tom siguiendo el protocolo puesto a punto por el Servicio de
Invernaderos y Cultivo in vitro del CRAG. Tras el proceso de transformacion,
regeneracion, y seleccion in vitro de transformantes primarios por su capacidad para
crecer en el medio de cultivo suplementado con el antibiético adecuado, se obtuvieron
67 plantas resistentes a kanamicina para la construcciéon pDE-Cas9 ASAT1 y 47 plantas
para pDE-Cas9 PSATI1. Estas plantas se transfirieron al invernadero para su
aclimatacion y en ellas se analiz6 la presencia del correspondiente transgén mediante
PCR. Para ello, se extrajo DNA gendmico de hojas de cada una de las plantas
regeneradas y, luego de comprobar la integridad del DNA mediante la amplificacion
de un fragmento del gen de la actina (Solyc03g078400), se amplificé un fragmento del
promotor AtU6-26 (Figura 23) utilizando las parejas de primers indicadas en la tabla
17. Estos andlisis permitieron identificar 37 plantas transgénicas CRISPR/Cas9-asatl
(denominadas CR-asatl) entre las 67 plantas resistentes a kanamicina, y 43 plantas
transgénicas CRISPR/Cas9-psatl (denominadas CR-psatl) entre las 47 plantas
regeneradas inicialmente. De éstas, 19 de las 37 plantas CR-asat1 y 21 de las 43 plantas
CR-psatl produjeron frutos con semillas (indicadas con un asterisco en la Figura 23),
por lo que solo en estas plantas se procedid a investigar la presencia de mutaciones en
la secuencia de los genes diana, ya que la ausencia de semillas impedia continuar
trabajando con las demads plantas aun en el caso de que presentasen mutaciones de

interés en las secuencias diana.
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Figura 23. Identificacion de plantas transgénicas TO CR-asatl y CR-psatl. Se muestra la
amplificaciéon de un fragmento de 442 pb del promotor AtU6-26 para comprobar la presencia de la
construcciéon CRISPR/Cas9 representada en la figura 21. El niimero indicado en cada carril hace referencia
al asignado a cada planta. El asterisco (*) indica las plantas seleccionadas para la posterior segregacion. N,
control negativo sin DNA gendmico; CR-asat1, plantas transgénicas CRISPR/Cas9-asat1; CR-psatl, plantas
transgénicas CRISPR/Cas9-psat1.
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3.3.3. Deteccion y caracterizacion de las mutaciones inducidas por
CRISPR/Cas9

Para detectar y caracterizar las mutaciones inducidas por CRISPR/Cas9 en las plantas
CR-asatl y CR-psatl seleccionadas, se amplificé por PCR un fragmento del gen diana
que incluye la region donde la endonucleasa Cas9 deberia realizar el corte de las
cadenas de DNA. Ello se realiz¢ utilizando una polimerasa de alta fidelidad, como se

indica en el apartado 6.4.2, con los primers descritos en la Tabla 18.

A partir del DNA gendémico de las plantas CR-asatl y CR-psatl se obtuvieron
fragmentos de 303 y 293 pb, respectivamente (Figura 24). Los productos de PCR se
purificaron, se clonaron en el vector pGEM®-T Easy (apartado 6.4.4) y se secuenciaron
los insertos de por lo menos 10 clones positivos procedentes del DNA gendmico de
cada linea transgénica. Los secuencias obtenidas se analizaron con el programa Serial
Cloner version 2.6.1 (Perez, 2004) alineandolas con las secuencias originales de los

genes diana.

CR-asat1 CR-psatl
31 29 18 16 12 19 20 27
L : -
500 pb . ; 00 ob
300 pb :!- —— 300 pb o —
’ -

Figura 24. Amplificacion del fragmento que incluye la secuencia diana de la endonucleasa
Cas9 en plantas transgénicas TO CR-asatl y CR-psatl. Se muestra la amplificacién de los
fragmentos de 303 y 293 pb a partir de DNA gendmico de 4 plantas transgénicas representativas CR-asat1
y CR-psatl, respectivamente, con las parejas de primers que flanquean la region diana en los sgRNA en
genes SIASATI y SIPSATI. N, control negativo sin DNA gendmico; CR-asatl, plantas transgénicas
CRISPR/Cas9-asat1; CR-psatl, plantas transgénicas CRISPR/Cas9-psat1.

Los alineamientos revelaron que entre las 19 plantas TO CR-asat1 analizadas habia 2
plantas con mutaciones en heterocigosis (insercion de 1 nucleétido y delecion de 7
nucledtidos), 12 identificadas como quimeras, en las cuales se detectaron por lo menos
dos tipos de mutacién en cada una, siendo las mas comunes la insercion y la delecion

de 1 nucleétido, y deleciones combinadas de 2 hasta 16 nucledtidos) y 5 plantas wild

type.

Entre las 21 plantas TO CR-psat]l se encontraron 2 con mutaciones en heterocigosis
(insercion de 1 nucledtido y delecion de 4 nucleétidos), 4 quimeras, en las cuales se
detectaron por lo menos dos tipos de mutacion, incluyendo deleciones de 1, 3, 4 y 5

nucledtidos e inserciones de 1 nucledtido, y 14 plantas wild type. En conjunto, la tasa
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de mutacion para los genes diana SIASAT1 y SIPSATI fue de 73.7% y 33.3%,
respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Plantas transgénicas obtenidas en la transformacion de cotiledones de tomate.

Gen de Plantas Plantas Tasa de Zigosis

interés regenerantes ~ analizadas ~ mutacion Homocigoto Heterocigoto Quimera WT
SIASAT1 67 19 73.7% 0 2 12 5
SIPSAT1 47 21 33.3% 0 2 5 14

Se seleccionaron las plantas CR-asat1: 15, 33, 34 y 35, y las plantas CR-psat1: 31, 16 y 28,
para continuar con la segregacion de las mutaciones generadas y obtener lineas
homocigotas para ellas. Todas las plantas CR-asat1 escogidas fueron clasificadas como
quiméricas, mientras que las plantas CR-psat1 elegidas incluian una linea en

heterocigosis con una delecion de cuatro nucleétidos, y 2 lineas quiméricas (

Figura 25). En todos los casos, las mutaciones inducidas por CRISPR/Cas9 alteran el

marco de lectura de la secuencia codificante de los genes diana, generandose proteinas
SIASAT1 y SIPSATI truncadas e inactivas.

En conjunto, el nimero de semillas producidas por las plantas CR-asat1 y CR-psat1 fue
muy reducido y, ademads, presentaban una baja tasa de germinacion. Finalmente, de las
lineas CR-asatl 15, 33, 34 y 35 se obtuvieron 2, 13, 3 y 6 plantas viables,
respectivamente. Y en el caso de las lineas CR-psat1 16, 28 y 31, se obtuvieron 1, 8 y 5
plantas viables, respectivamente. Cuando estas plantas (generacion T1) habian
desarrollado al menos dos pares de hojas verdaderas, se colecté un foliolo para extraer
DNA genomico (apartado 6.6.4) y, una vez se confirmada la integridad del DNA con la
amplificacion de un fragmento del gen de la actina, se repitié el andlisis de las
mutaciones en los genes diana de la misma forma como se analizaron las de las plantas

transgénicas de la generacion TO.
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CRISPR/Cas9-asatl

PLANTA

CR-asat1

15

CR-asat1
33

CR-asat1
34

CR-asat1
35

772 sitio diana PAM 856

TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTT CTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT

TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTT CAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCT T TCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT

TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGG GCTTCTCGGGCTTCAG CTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCT T TCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT

TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCT T TCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGG GCTTCTCGGGCTTCAG CTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCT CGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT
TTAGATATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATGAACCGTATT

CRISPR/Cas9-psatl

PLANTA
CR-psat1
31

CR-psat1
16

CR-psat1
28

167 sitio diana PAM 250

CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGAAGCTGTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG
CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGA AGCTGTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG

CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGAAGCTGTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG
CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGAAG CTGTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG
CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGAAGCT T GTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG

CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGAAGCTGTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG
CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGAAGCT T GTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG
CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGA AGCT GTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG

In/Del

wt
-5nt
-Int
-2nt

wt
-10nt
-7nt
+Int

-Int

wt
-16nt
-Int
-Ont
-3nt
-4nt
-Int

+1Int

wt
+1Int
-16nt
-Int
-3nt
-Int

In/Del

wt
- 4nt

wt
-Int

+1Int

wt
+1Int

-4nt

Frec.

2/11
1/11
7/11
1/11

8/12
1/12
1/12
1/12
1/12

1/12
1/12
4/12
1/12
1/12
1/12
2/12
1/12

1/12
2/12
4/12
3/12
1/12
1/12

Frec.

5/12
7/12

7/12
1/12
2/12

7/12
2/12
1/12

Figura 25. Mutaciones inducidas en la primera generacion de plantas CR-asat1 y CR-psatl. Se
muestran las regiones de los genes SIASAT1 y SIPSAT1 de las lineas transgénicas indicadas en la columna
de la izquierda que incluyen las secuencias diana (azul) de los correspondientes sgRNA. En cada caso, en
la parte superior se muestra la correspondiente secuencia wild type. El motivo adyacente protospacer
(PAM) esta resaltado en negrita. Las inserciones en el sitio diana se muestran con el nucleétido sombreado
en amarillo y las deleciones se indican con sombreado verde claro. En la columna de la derecha se indica el
tipo de mutacion (In/Del: insercién/delecién) y el nimero de nucleétidos eliminados o insertados en cada

caso.
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3.3.3.1. Obtencion de lineas mutantes CR-asat1 homocigoticas

En la tabla 4 se muestra un resumen del genotipado de las mutaciones en las plantas
transgénicas de las generaciones TO y T1 CR-asat1. Los resultados del alineamiento de
las secuencias de los distintos fragmentos clonados con la secuencia del gen SIASATI
indicaron que en la generacion Tl se habian obtenido en total cuatro plantas
homocigotas con mutaciones que alteran el marco de lectura de la secuencia codificante
de SIASATI. La planta CR-asat] 34-2 contiene una delecion de 16 nucleotidos (Figura
26) que da lugar a una proteina SIASAT1 truncada de 271 aminoacidos, de los cuales 5
en el extremo C-terminal son producto del cambio del marco de lectura (Anexo). Las
plantas CR-asat1 35-2, 35-3 y 35-5 contienen el mismo tipo de mutacion, la insercion de
una T (Figura 26), que genera también una proteina SIASAT1 mds corta de 282
aminodcidos, de los cuales 10 en el extremo C-terminal son producto del cambio en el
marco de lectura; en ambos casos en contraste con los 444 aminoacidos que contiene la
proteina SIASAT1 nativa (Anexo).

PLANTA 776 sitio diana PAM 847 In/Del
WT TATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATG /
CR-asat1
342 TATTATTCTAGCTATTGTTTCG--=--=-=-====—————— TCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATG -16nt
CR-asat1

35-2/3/5 TATTATTCTAGCTATTGTTTCGGGCTTGGCCCGCGGGCTTTCTCGGGCTTCAGCTAGAGCCACAGTTCAATG +1nt

Figura 26. Mutaciones inducidas por CRISPR/Cas9 en las lineas homocigotas CR-asatl.
Alineamiento de las secuencias SIASAT1 de las lineas 34-2, y 35-2, 35-3 y 35-5 con la secuencia equivalente
del gen SIASATI. El motivo adyacente protospacer (PAM) esta resaltado en negrita y la secuencia diana
del sgRNA se indica en azul. La insercién de una T en las linea 35-2/3/5 se muestra en negrita y los guiones
azules representan los nucleétidos delecionados en la linea 34-2.
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Tabla 4. Segregacion de las mutaciones inducidas por CRISPR/Cas9 en el gen diana SIASAT1.

Generacion TO

Generacion T1

Planta Zigosis Genotipo Cas9 Planta Zigosis  Genotipo Cas9
15 Qui 7d1, 142, + 15-1 H igot 10i1 +
uimera - omocigoto
1d5, 2wt & '
15-2 Homocigoto 10d1 +
. 33-1 WT wt +
33 Quimera iﬁblgz;t + 33-2 WT wt -
! 33-3 Quimera 1i3, 1d1, 6wt +
33-4 WT wt +
33-5 WT wt -
. 1i1, 112, 1d2,
336 Quimera d13,1d22, 5wt~
337 Quimera 2i1,1d16, 1d22, N
6wt
33-8 Quimera 1d5, 1d10, 7wt +
339 WT wt
33-10 WT wt +
33-11 WT wt -
33-12 WT wt -
33-13 WT wt -
1i1, 6d1, 34-1 Heterocigoto 4il, 6d16
1d16, 1d9, 342 i
3 Quimera N Homocigoto 10d16
1d3, 1d4,
34-3 Heterocigoto 2d1, 8d16 +
Iwt
2i1, 1d3, 35-1 Quimera 5i1, 5d9 +
35 Quimera  4dl, 4d16,  + 352 Homocigoto 10i1 +
Iwt
35-3 Homocigoto 10i1 +
35-4 Quimera 5i1, d21, 2d9
35-5 Homocigoto 9il
35-6 Homocigoto 9d9 -

La columna Cas9 indica la presencia (+) o ausencia (-) de un fragmento del vector CRISPR/Cas9, detectado
por PCR con la amplificacién de un fragmento del promotor AtU6-26. En la columna genotipo se indica el
numero de fragmentos de SIASAT1 clonados y secuenciados, asi como el tipo de mutacién detectada: d#,
numero de nucledtidos delecionados en la secuencia diana; i#, numero de nucledtidos insertados en la
secuencia diana; wt, ausencia de cambios.

Las mutaciones inducidas por CRISPR/Cas9 en las plantas CR-asat1 34-2 y CR-asat1 35-
2/3/5 provocan la pérdida de tres de las 8 secuencias de transmembrana (I-VIII)
predichas en SIASAT1 y de dos aminodacidos (Asn e His) que se consideran esenciales
para la catalisis enzimatica, uno de los cuales (Asn) forma parte del motivo de unién al
sustrato Acil-CoA, mientras que el segundo (His) esta localizado en el dominio de
transmembrana VI. Las versiones truncadas de la SIASAT1 incluyen, respectivamente,
5y 10 aminodacidos adicionales en el extremo C-terminal que no estan presentes en la
proteina nativa y son debidos a los cambios que se producen en el marco de lectura

como consecuencia de las mutaciones introducidas (Figura 27).
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SIASAT1 % % % % % %% % %

444 aa Asn His

CR-?:S-IZ\Tl % % % % % ”

271 aa

CR-ASAT1

S -1

282 aa

Figura 27. Representaciéon esquematica de la proteina SIASATI1 nativa y las proteinas
SIASAT1 truncadas en las plantas CR-asatl 34-2 y CR-asatl 35-2/3/5. Las secuencias de
transmembrana predichas se muestran en recuadros con trama. En color azul se indica la ubicacién de los
aminodacidos implicados en la catalisis (Asn e His) que se localizan en la secuencia de unién al sustrato
Acil-CoA (sombreada en amarillo) y en el dominio transmembrana VI, respectivamente. Los recuadros en
blanco representan los aminodacidos adicionales incorporados al extremo C-terminal como consecuencia
del salto de marco de lectura causado por las mutaciones introducidas en la secuencia de SIASATI.

3.3.3.2. Obtencion de lineas mutantes CR-psat1 homocigoticas

Al analizar la secuencia mutada en la planta CR-psat1 31 se detectd una delecién de 4
nucledtidos que da lugar a la aparicion de una diana de restriccion tnica para la
enzima Xhol (C"TCGAG) en el fragmento amplificado en el genotipado. Es por esto
que la presencia de la delecién en la descendencia de la linea 31 se analizé por RFLP
(por sus siglas en inglés, “Restriction Fragment Length Polymorphism”), mediante la

digestion de los productos de PCR con dicha enzima.

El fragmento amplificado que abarca la region diana del gen SIPSATI en las plantas
CR-psatl 31 es de 293 pb (Figura 28A) y el sitio de restriccion Xhol generado por la
mutacion inducida por CRISPR/Cas9 se encuentra aproximadamente a la mitad del
fragmento, por lo que después de la digestion con Xhol se generarian dos fragmentos
de 174 y 118 pb. Por lo tanto, la obtencién de un tnico fragmento de 293 pb después de
la digestion con Xhol indicaria una planta wild type, mientras que la apariciéon de los
fragmentos de 174 pb y 118 pb indicaria que la planta de origen contiene la secuencia
mutada en homocigosis. Si tras la digestion enzimatica se obtienen los 3 fragmentos

(293,174 y 118 pb), se trataria de una planta portadora de la mutacion en heterocigosis.

A partir del resultado del analisis por RFPL (Figura 28B) se infiere que las plantas 31-5
y 31-9 son heterocigotas para la mutacion, al igual que la planta 31 de la que

descienden, mientras que la planta 31-19 es homocigota.
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CR-psatl CR-psatl
pb 315 319 3119 31 WT pb 31-5 319 3119 31  WT
= : ( -. | ' | I ‘
500— — ; 500— . o 5
— Ce— — —
Wi - T e 200— ’ B —
R
i -
1 o0 1 T0

Figura 28. Genotipado por RFLP de plantas transgénicas CR-psatl. (A) Se muestra el fragmento
de 293 pb amplificado a partir de DNA genémico de las plantas de las generaciones TO y T1 indicadas en
la parte superior, usando una pareja de primers que flanquea la region diana en el gen SIPSATI. (B)
Anadlisis RFLP con la enzima de restriccién Xhol de los productos de PCR mostrados en las imagenes A y
B. N, control negativo de amplificacion sin DNA. WT, wild type.

Tabla 5. Segregacion de mutaciones inducidas por CRISPR/Cas9 en el gen diana SIPSATI.

Generacién T0O Generacién T1
Planta Zigosis Genotipot  Cas9 Planta Zigosis Genotipo Cas9
28 Quimera 2i1, 1d4, 7wt + 28-1 WT wt -

28-2 Heterocigoto 1i1, 2d7, 7wt
28-3 Heterocigoto 5i1, 1d2, 3wt

28-4 WT wt -
28-5 WT wt -
28-6 WT wt -
28-8 Heterocigoto 1d4, 1d5, 7wt +
28-11 WT wt

31 Heterocigoto 7d4, 5wt + 31-1 Heterocigoto d4, wt +
31-2 Heterocigoto d4, wt +
31-5 Heterocigoto d4, wt +
31-9 Heterocigoto d4, wt +
31-19 Homocigoto d4 +

La columna Cas9 indica la presencia (+) o ausencia (-) de un fragmento del vector CRISPR/Cas9, detectado
por PCR con la amplificacién de un fragmento del promotor AtU6-26. En la columna genotipo se indica el
numero de clonas secuenciados, asi como el tipo de mutacion detectada: d#, numero de nucledtidos
delecionados en la secuencia diana; i#, numero de nucle6tidos insertados en la secuencia diana; wt,
ausencia de cambios.

Hasta este punto solo se habia encontrado una linea homocigota CR-psat1 (linea 31-9),
por lo que se considerd conveniente identificar alguna otra linea con mutaciones que
produjeran la inactivacion de SIPSATI1. Para ello, se analizo la descendencia de la
planta CR-psatl 28 (generacion T1) empleando la estrategia descrita basada en
amplificar, clonar y secuenciar un minimo de 10 fragmentos obtenidos por PCR. Los
resultados se muestran en la tabla 5, observandose que en la generaciéon T1 solo se
encontraron algunas plantas en heterocigosis. A pesar de ello, se considerd necesario

obtener y analizar la descendencia (generacion T2) de la planta 28-3. Se obtuvieron un
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total de 15 plantas y para determinar el tipo de mutaciéon en cada planta, se
amplificaron las regiones diana como anteriormente se ha explicado. Sin embargo, en
este caso los productos de PCR obtenidos se secuenciaron directamente sin clonarlos
previamente en pGEM®-T Easy. Para analizar los datos de secuencia se utiliz6 la
herramienta bioinformatica TIDE “Tracking of Indels by DEcomposition” (Brinkman et
al, 2014). Este programa analiza por descomposicion la secuencia editada por
CRISPR/Cas9 y proporciona una estimacion de las frecuencias de las inserciones y
deleciones presentes en los amplicones de PCR que abarcan los sitios diana del sgRNA.
En la tabla 6, se muestran los resultados del genotipado de las plantas CR-psat1 28-3 de

la generacion T2 con el tipo predominante de indel en cada caso.

Tabla 6. Cuantificacién (%) de las frecuencias de aparicion de InDels en la regién diana de las plantas
descendientes de la planta 28-3 empleando la herramienta TIDE.

Generaciéon T2

Planta Zigosis Frecuencias Indel

28-3-1 Heterocigoto i1 43.9%, wt 45.3%

28-3-2 Homocigoto i1 93.6%

28-3-3 WT wt

28-3-4 Quimera i1 46.9%, d3 33.7%, wt 10.4%
28-3-5 Quimera d125%, i1 4.2%, wt 62%
28-3-6 Bialélico d1 51.4%, i1 42.9%

28-3-7 Quimera i1 59.6%, 12 1.7%, d1 16.9%, wt 14.1%
28-3-8 Heterocigoto i1 48.2%, wt 45.3%

28-3-9 Quimera i1 47.9%, d3 3.7%, wt 42.9%
28-3-10 WT wt 86.2%

28-3-11 Quimera i1 43.4%, d3 13.8%, wt 35.9%
28-3-12 Quimera i1 3.5%, d1 2.3%, d2 3.9%, d3 46.1%, d4 3.9, wt 33.6%
28-3-13 Quimera d4 26.6%, d3 3.3%, d1 3.5%, wt 50.9%
28-3-15 Heterocigoto d1 49.6%, wt 31.9%

d#, numero de nucledtidos delecionados en la secuencia diana; i#, numero de nucleétidos insertados en la
secuencia diana; wt, ausencia de cambios.

Entre las 15 plantas CR-psatl analizadas por TIDE se identificaron 7 plantas
quiméricas, 1 bialélica, una homocigota, tres heterocigotas y dos wild type. De este
modo, fue posible identificar una nueva planta homocigota (28-3-2) que contiene en la
secuencia diana una insercion de un nucledtido. En la figura 29 se muestran las
mutaciones encontradas en las dos lineas CR-psatl homocigotas generadas. Ambas
mutaciones alteran el marco de lectura de la secuencia que codifica SIPSAT1 dando
lugar a proteinas truncadas e inactivas. SIPSAT1 es una proteina que consta de 630
aminodcidos con 6 regiones conservadas y la triada catalitica Ser-Asp-His (Figura 30).
Debido a la deleciéon de 4 nucledtidos en la linea CR-psatl 31-19 se produce una
proteina inactiva de tan solo 43 aminodcidos, mientras que la insercion de un
nucledtido en el sitio diana en la linea CR-psat1 28-3-2 da lugar a una proteina truncada

de 71 aminodacidos. Las versiones truncadas de SIPSAT1 incluyen, respectivamente, 13
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y 39 aminodacidos adicionales en el extremo C-terminal que no estan presentes en la
proteina nativa (Figura 30) y son consecuencia de los cambios que se producen en el
marco de lectura a causa de las mutaciones introducidas.

PLANTA 167 sitio diana PAM 250  In/Del
WT CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGAAGCT-GTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG /
CR-psat1 - 4nt

31-19 CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGA- — — - — GTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG
CR-psat1 +1Int
28.3-2 CGGTAACCTTGGCGGTGAGTTCGCCGGCGATTACTCGAAGCTTGTCCGGAATTATTATCCCAGGATTCGCGTCTACACAACTG

Figura 29. Mutaciones inducidas en las lineas homocigotas CR-psatl. Alineamiento de las
secuencias SIPSATI mutadas de las lineas 31-19 y 28-3-2 con la secuencia equivalente del gen
wild type SIPSATI. El motivo adyacente protospacer (PAM) esta resaltado en negrita y la
secuencia diana del sgRNA se indica en azul. La insercidon de una T en la linea 28-3-2 se muestra
en negrita y los guiones azules representan los nucleétidos delecionados en la linea 31-19.

A B D E F
Z 7 5% % it iz
siesat1 [ % % { %
630 aa Ser Asp His
CR-PSAT1 . j CR-PSAT1
31-19 28-3-2 j
43 aa 71 aa .

Figura 30. Representacion esquematica de las proteinas SIPSAT1 nativa y SIPSAT1 truncadas
en las plantas CR-psatl 28-3-2 y CR-psatl 31-19. Las secuencias conservadas se muestran en
recuadros con trama. En color azul se indica la ubicacién de los aminoacidos que forman la triada catalitica
(Ser-Asp-His) que se localizan en las secuencias conservadas C, E y F, respectivamente. El recuadro en
color gris representa el péptido sefial (Lara et al., 2018) y los recuadros blancos representan los
aminoacidos adicionales incorporados al extremo C-terminal como consecuencia del salto de marco de
lectura causado por las mutaciones introducidas en la secuencia de SIPSATI.

A partir de los resultados anteriores, se continud trabajando con las plantas de las
lineas CR-asatl 34-2 y 35-3, y CR-psatl 28-3-2 y 31-19 para proceder a su
caracterizacion.
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3.3.4. Perfil de esteroles en los mutantes de tomate con pérdida de funcion
SIPSAT1y SIASAT1
3.3.4.1. Contenido de esteroles en semillas

Una vez obtenidas las lineas transgénicas de tomate con las enzimas SIASAT1 y
SIPSAT1 inactivadas, se procedié a investigar el efecto de la pérdida de funcién de
estas enzimas sobre el contenido de esteroles libres y conjugados, entre los que se
incluyen los ésteres de esteroles. En primer lugar se analizé la composicion de esteroles
en semillas, puesto que los esteroles esterificados se acumulan en gran cantidad en este
organo (Dyas & Goad, 1993).

El contenido de esteroles en las lineas CR-asatl y CR-psatl se cuantificd a partir de
extractos de semillas como se explica en el apartado 6.10. Los resultados de estos
andlisis se muestran en las figuras 30, 31 y 32, y la tabla 7. El contenido de esteroles
esterificados en las semillas de las dos lineas CR-asat1 se mantiene en niveles bastante
similares a los de las semillas wild type, igual que ocurre con los de esteroles libres
(Figura 31). Aunque de forma inesperada se observa un incremento muy acusado del
contenido de cicloartenol esterificado de 3,5 y 2,0 veces en las lineas 34-2 y 35-3,
respectivamente (Figura 33). En cuanto a las fracciones glucosiladas, la pérdida de
funcion SIASAT1 provoca una reduccion del orden del 35% en el contenido de SG de
ambas lineas. Mientras que el efecto sobre los ASG es mds inconsistente ya que en una
de las dos lineas (34-2) disminuyen alrededor de un 30% y en la otra (35-3) aumentan
un 45% respecto a las semillas wild type (Figura 31). Considerando las cuatro
fracciones en conjunto, no se aprecian diferencias significativas en el contenido total de

esteroles entre las lineas CR-asat1 y las wild type (Figura 32 y tabla 7).

En las lineas CR-psatl, la pérdida de funcién SIPSAT1 provoca una reduccion muy
marcada del contenido de esteroles esterificados, que llega a ser del 93% en la linea 31-
19 y del 44% en la linea 28-3-2 (Figura 31). Esta reduccion afecta no solo a los ésteres de
los esteroles mayoritarios sino también a los del intermediario cicloartenol, que en la
linea 31-19 es indetectable (Figura 33). Ademads, se traduce en un aumento de los
niveles de esteroles libres que muestra una correlaciéon inversamente proporcional con
la reduccion de los esteroles esterificados, ya que cuanto mas bajos son los niveles de
esteroles esterificados, mas elevados son los de esteroles libres (Figura 31). De nuevo se
observa un efecto sobre los niveles de esteroles glucosilados, con una reducciéon
moderada de los SG que se correlaciona de forma directa con los de SE. Mientras que
de nuevo, el impacto de la pérdida de la capacidad para esterificar esteroles tiene un
efecto variable sobre los niveles de ASG, que en la linea 31-19 se reducen respecto a las
semillas wt y en la linea 28-3-2 aumentan (Figura 31). Finalmente, la drastica reduccién
del nivel de SE se traduce en una disminucion del contenido total de esteroles totales
(Tabla 7 y Figura 32). En la tabla 1S en el anexo, se muestran los niveles de los distintos
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esteroles cuantificados en las cuatro fracciones de los extractos de las semillas de las

distintas plantas.

Tabla 7. Contenido de esteroles mayoritarios libres y conjugados en semillas de los mutantes
CR-asatl y CR-psatl de tomate.

Suma de las 4

FS SE SG ASG .
fracciones

Wild type

CR-asatl 34-2

CR-asat1 35-3

0,901 bc+ 0,147

0,795 + 0,064
0,837b +0,047

1,4792 = 0,166

1,202% + 0,114

1,4112 +£0,117
1,140° + 0,053

0,067 < + 0,030

0,4012 = 0,052

0,248 + 0,057
0,267° +0,041

0,271% + 0,038

0,141"% + 0,021

0,098 ¢ + 0,015
0,205 2 +0,022

0,073 ¢ +0,017

2,6462 0,175

2,552a + 0,204
2,449 2 + 0,076

1,888 ¢ +0,180

CR-psatl 31-19

CR-psatl28-3-2 1,107 < + 0,007 0,5094 +0,112 0,3812 0,019 0,2072 + 0,016 2,204+ 0,126

El contenido de esteroles se expresa en pg esterol/mg tejido seco como la media con desviacion estandar
(n=4). Para realizar no solo la comparacién contra el wt sino también entre los mutantes, se efectu6é un
analisis estadistico por ANOVA de una via (**P<0,001) seguido de una prueba de comparacién multiple
de Tukey (a=0,05). Los resultados de cada andlisis de comparacion se expresan mediante superindices (a,
b, c) sobre cada columna. Cuando los valores del contenido de esteroles son significativamente diferentes,
no comparten un determinado superindice. Los analisis estadisticos de los datos mostrados se realizaron
usado el programa GraphPad Prism version 8.2.1 (GraphPad Software, San Diego, California EUA.)
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Figura 31. Contenido de esteroles mayoritarios libres y conjugados en semillas de tomate
wild type, CR-asatl y CR-psatl. El contenido de esteroles libres y conjugados es representado por la
suma de colesterol, campesterol, estigmasterol y sitosterol. Los resultados se expresan como la media de
las réplicas (n=4) con la desviacion estandar. Para realizar no solo la comparaciéon contra el wt sino
también entre los mutantes, se efectud un analisis estadistico por ANOVA de una via (***P<0,001) seguido
de una prueba de comparacion multiple de Tukey (a=0,05). En cada gréfica, los resultados de cada analisis
de comparacion se expresan mediante letras en minuscula (a, b, ¢, d) sobre cada columna, cuando los
valores del contenido de esteroles son significativamente diferentes, no comparten una determinada letra.
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Figura 32. Contenido total de esteroles en semillas de tomate wild type, CR-asat1 y CR-psat1.
El contenido de esteroles es representado por la suma de colesterol, campesterol, estigmasterol y sitosterol
en su forma libre y conjugada. Los resultados se expresan como la media de las réplicas (n=4) con la
desviacion estandar. Para realizar no solo la comparacion contra el wt sino también entre los mutantes, se
efectud un andlisis estadistico por ANOVA de una via (***P<0,001) seguido de una prueba de comparacion
multiple de Tukey (a=0,05). En la grafica, los resultados de cada analisis de comparacién se expresan
mediante letras en minuscula (a, b, c) sobre cada columna, cuando los valores del contenido de esteroles
son significativamente diferentes, no comparten una determinada letra.
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Cicloartenol esterificado
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Figura 33. Contenido de cicloartenol esterificado en semillas de tomate wild type, CR-asatl y
CR-psatl. Los resultados se expresan como la media de las réplicas (n=4) con la desviacién estandar.
Para realizar no solo la comparacién contra el wt sino también entre los mutantes, se efectué un analisis
estadistico por ANOVA de una via (**P<0,001) seguido de una prueba de comparacién multiple de Tukey
(a=0,05). En la grafica, los resultados de cada analisis de comparacion se expresan mediante letras en
minascula (a, b, c¢) sobre cada columna, cuando los valores del contenido de esteroles son
significativamente diferentes, no comparten una determinada letra.

3.3.4.2. Contenido de esteroles en hojas

De la misma forma que se analizaron los esteroles en semillas de las lineas mutantes
CR-asatl y CR-psatl, se cuantificaron los esteroles libres y conjugados en hojas de las
plantas adultas (cuarta y quinta hojas de plantas de 8 semanas). Los resultados de estos
andlisis se muestran en las figuras 33, 34 y 35 y la tabla 8. A diferencia de lo observado
en semillas, la inactivacion del gen SIASAT1 produce un aumento del contenido total
de esteroles esterificados de 4,5 (linea 35-3) y 5 (linea 34-2) veces con respecto a las
hojas wild type (Figura 34). Esto es reflejo de un incremento generalizado de los ésteres
de los cuatro esteroles mayoritarios y también de los niveles de cicloartenol esterificado
(Tabla 2S), que como se aprecia en la figura 36, en las lineas 34-2 y 35-3 se encuentran
aumentados 3 y 5 veces, respectivamente, en comparacion al wild type. El contenido de
esteroles libres mayoritarios comparado con el contenido del wild type se encuentra
también aumentado de forma significativa en ambas lineas 1,6 y 1,2 veces,
respectivamente, mientras que los niveles de SG y ASG no se alteran de manera

significativa (Figura 34).

Caso contrario se observa en los mutantes CR-psat1, donde los SE mayoritarios son
apenas detectables. La fraccion de SE en las lineas mutantes 31-19 y 28-3-3 esta
representada solamente por ésteres de colesterol, sitosterol y cicloartenol, cuyos niveles
se ven drasticamente reducidos (tabla 2S en el anexo y Figura 34). El nivel de SG y ASG
en hojas no esta afectado de gran manera. Se observa una tendencia al incremento de
los niveles de SG, que inicamente es significativo en la linea 31-19, y una vez mas las
alteraciones en los niveles de ASG son inconsistentes aunque no significativas (Figura
34). En conjunto, la drastica reduccién del contenido de SE no tiene el mismo efecto

sobre el contenido total de esteroles, que se mantiene en niveles similares a las hojas
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wild type (28-3-2) o incluso aumenta (31-19) (Figura 35). Ello se debe a que en las hojas
el contenido de SE representa algo menos del 10% del contenido total de esteroles
(Tabla 8), en contraste con las semillas en las que se aproxima al 50% (Tabla 7). En la
tabla 2S en el anexo, se muestran los niveles de los distintos esteroles cuantificados en

las cuatro fracciones de los extractos de las hojas de las distintas plantas.

Tabla 8. Contenido de esteroles mayoritarios libres y conjugados en hoja de los mutantes CR-
asatly CR-psatl de tomate.

Suma de las

FS SE SG ASG .
4 fracciones
Wild type 0,2284 +0,024 0,097 < +0,024 0,333> +0,028  0,5782<+0,070  1,236" + 0,073
CR-asatl 34-2 0,377 +0,028 0,4432 +0,038 0,314° +0,079 0,5201<+0,073 1,6542 + 0,040
CR-asat1 35-3 0,281° +0,010 0,365° +0,037 0,329° +0,045 0,6842+0,100 1,6582+0,119
CR-psatl 31-19 0,334 2¢+0,033 0,0274 +0,011 0,5222 +0,060 0,6902 + 0,138 1,5722+0,123
CR-psatl 28-3-2 0,298b<+0,024  0,0204 +0,006  0,314> +0,079 0,439+ 0,059 1,150° + 0,069

El contenido de esteroles se expresa en pg esterol/mg tejido seco como la media con desviacion estandar
(n=4). Para realizar no solo la comparacién contra el wt sino también entre los mutantes, se efectud un
analisis estadistico por ANOVA de una via (**P<0,001) seguido de una prueba de comparacion multiple
de Tukey (=0,05). Los resultados de cada andlisis de comparacién se expresan mediante letras en
minascula (a, b, ¢, d) sobre cada columna. Cuando los valores del contenido de esteroles son
significativamente diferentes, no comparten una determinada letra. Los andlisis estadisticos de los datos
mostrados se realizaron usado el programa GraphPad Prism version 8.2.1 (GraphPad Software, San Diego,
California EUA.)
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Figura 34. Contenido de esteroles mayoritarios libres y conjugados en hojas de tomate wild
type, CR-asatl y CR-psatl. El contenido de esteroles libres y conjugados es representado por la suma
de colesterol, campesterol, estigmasterol y sitosterol. Los resultados se expresan como la media de las
réplicas (n=4) con la desviacion estandar. Para realizar no solo la comparacion contra el wt sino también
entre los mutantes, se efectud un andlisis estadistico por ANOVA de una via (***P<0,001) seguido de una
prueba de comparacion multiple de Tukey (a=0,05). En cada grafica, los resultados de cada analisis de
comparacion se expresan mediante letras en mindascula (a, b, ¢, d) sobre cada columna, cuando los valores
del contenido de esteroles son significativamente diferentes, no comparten una determinada letra.
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Figura 35. Contenido total de esteroles en hojas de tomate wild type, CR-asat1 y CR-psat1. El
contenido de esteroles es representado por la suma de colesterol, campesterol, estigmasterol y sitosterol en
su forma libre y conjugada. Los resultados se expresan como la media de las réplicas (n=4) con la
desviacién estandar. Para realizar no solo la comparacion contra el wt sino también entre los mutantes, se
efectud un analisis estadistico por ANOVA de una via (**P<0,001) seguido de una prueba de comparacién
multiple de Tukey (a=0,05). En la grafica, los resultados de cada andlisis de comparacién se expresan
mediante letras en minuscula (a, b) sobre cada columna, cuando los valores del contenido de esteroles son
significativamente diferentes, no comparten una determinada letra.
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Figura 36. Contenido de cicloartenol esterificado en hojas de tomate wild type, CR-asatl y
CR-psatl. Los resultados se expresan como la media de las réplicas (n=4) con la desviacién estandar.
Para realizar no solo la comparacién contra el wt sino también entre los mutantes, se efectué un analisis
estadistico por ANOVA de una via (**P<0,001) seguido de una prueba de comparacién multiple de Tukey
(a=0,05). En la grafica, los resultados de cada analisis de comparacion se expresan mediante letras en
minascula (a, b, c¢) sobre cada columna, cuando los valores del contenido de esteroles son
significativamente diferentes, no comparten una determinada letra.

3.3.5. Visualizacion y cuantificacion de cuerpos lipidicos en hojas

Estudios previos han demostrado que los SE se acumulan en cuerpos lipidicos (LDs)
que se localizan en el citoplasma celular (Brocard et al., 2017; Chapman et al., 2012) en
los que también se ha puesto de manifiesto la presencia de SIPSAT1 (Lara et al., 2018).
Con el objetivo de investigar si los cambios observados en los niveles de SE en las
lineas CR-asatl y CR-psatl se traducian en cambios en la abundancia de los cuerpos
lipidicos en los que se almacenan, se procedi6 a teiirlos con TopFluor® Cholesterol el
cual es una sonda formada por un fluoréforo (difluoro boro-dipirrometeno) unido al
carbono 24 de la cadena lateral del colesterol que permite la visualizacion de esteroles
en organismos vivos (Holtta-Vuori et al., 2008). Para visualizar los cuerpos lipidicos en
las hojas de los mutantes de tomate, un disco tomado de la cuarta hoja de cada planta
se tifio con TopFluor® Cholesterol siguiendo el protocolo descrito en Materiales y
Métodos (Apartado 6.8), y la fluorescencia se visualizé por microscopia laser confocal.
Los cuerpos lipidicos fueron cuantificados usando el programa Image ] 1.48v
(Rasband, 2012) y se expresan como numero de cuerpos lipidicos por drea (LD/mm?).
Como se observa en la figura 37, la drastica reduccion del contenido de SE en hojas de
las plantas CR-psat1 (Figura 34) se correlaciona con una clara disminucién (alrededor
del 45-50%) del namero de cuerpos lipidicos por area de tejido (Figura 37E y F),
comparando con lo observado en las muestra wild type (Figura 37B). Sin embargo, la
correlacion entre los niveles totales de esteroles esterificados y el niumero de LDs no se
mantiene en el caso de las plantas CR-asatl, en las que también se observa una
disminucion de su numero (alrededor del 10-25%) a pesar de que los niveles de SE
estan incrementados (Figura 34). En las muestras de hoja de las plantas wild type se
contabilizé un promedio de 7167 LD/mm?, mientras que los mutantes CR-psat1 estos
valores fueron de 3211 LD/mm? (linea 31-19) y 3697 LD/mm? (linea 28-3-2). En el caso
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de los mutantes CR-asatl se contabilizaron en promedio 6674 LD/mm? (linea 34-2) y
5307 LD/mm? (linea 35-3).

A
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ERE

LD/mm?®

50004

wi CR-gsat] CReasat] CR-psatl CR-psatl
34-2 35-3 31-19 28-3-2

N

o
CR-asatl 34-2

CR-psatl 31-19

Figura 37. Cuerpos lipidicos en hojas de tomate wild type, CR-asatl y CR-psatl. Discos de la
cuarta hoja de las distintas plantas contando desde la base del cotiledén de plantas de 6 semanas se tifieron
con TopFluor® Cholesterol. (A) La abundancia de los cuerpos lipidicos (LD, lipid droplets) se calculd a
partir de 15-20 imagenes tomadas en modo Z-stack, usando el programa Image J 1.48v (Rasband W., NIH,
USA.), y se expresan como numero de cuerpos lipidicos por unidad de area (LD/mm?). Los asteriscos
indican diferencias significativas comparado con el wild type. ANOVA de una via con a=0,05 seguido de
una prueba de comparacién multiple de Dunnett (*p<0,0359; ****p<0,0001). Barra de escala = 10um. (B-F)
Imagenes representativas de la abundancia de cuerpos lipidicos en hojas de las plantas indicadas. Las
flechas indican la posicion de cuerpos lipidicos representativos en las diferentes muestras.
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3.3.6. Analisis de los niveles de mRNA SIASAT1 y SIPSAT1 en las lineas
mutantes CR-psatly CR-asatl

Tal y como se ha descrito en el apartado anterior, los efectos causados por la
inactivacion de SIASAT1 y SIPSAT1 sobre el contenido de esteroles esterificados fueron
en algunos casos distintos a los esperados inicialmente, particularmente en las lineas
CR-asatl (figura 31Figura 33Figura 34Figura 36). Para intentar explicar los efectos
observados, se determinaron los niveles de los transcritos SIASAT1 y SIPSATI en las
lineas CR-psatl y CR-asatl, respectivamente, mediante RT-qPCR, empleando
preparaciones de RNA obtenidas de las mismas muestras de semillas y hojas de tomate

usadas para determinar los perfiles de esteroles, y los primers indicados en la tabla 12.

Los resultados que se presentan en la figura 38 revelaron que en muestras de hoja de
ambas lineas CR-asat1, los niveles de mRNA SIPSAT1 tienden a disminuir (de 29 a
43%) con respecto al wild type (Figura 38A), mientras que los niveles de mRNA
SIPSAT1 en semillas permanecen inalterados respecto al control wild type (Figura 38B).
A su vez, los niveles de mRNA SIASAT1 en hojas de las plantas CR-psat1 oscilan en
sentido opuesto, aumentando 50% respecto al control en la linea 28-3-2 y reduciéndose
en un 17% en la linea 31-19 (Figura 38A). En cuanto a las semillas, se observa también
una disminucién en ambas lineas (alrededor de un 43%) (Figura 38B). En conjunto, los
resultados anteriores muestran que la inactivacion de SIASAT1 y SIPSAT1 no provoca
una respuesta compensatoria significativa de la expresion del otro gen implicado en la

sintesis de SE que contintia siendo funcional.

Ademas, se encontrd que la expresion de los genes putativos de tomate ASAT2, ASAT5
y ASATS8 no se encuentran con niveles elevados de mRNA comparado con el wild type
en hoja de las plantas CR-asat1 y CR-psat1. A excepcion de ASATS, que en ambas lineas
CR-psat1 se encuentran elevados los niveles de mRNA con respecto al wild type, pero
no por encima del nivel de SIASAT1 (Figura 39). De estos resultados se infiere que

tampoco hay respuesta compensatoria por alguno de los genes putativos de ASAT.
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Figura 38. Niveles de mRNA SIASAT1 y SIPSAT1 en las plantas mutantes CR-psatl y CR-
asatl, respectivamente. Los niveles de transcrito se determinaron mediante RT-qPCR a partir de RNA
total extraido de hojas (A) y semillas (B) utilizando primers especificos para cada gen. Los valores se

relativizaron con respecto a los del gen de referencia actina, y son medias (n = 3) con desviacién estandar.
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Figura 39. Niveles de mRNA de los genes putativos SIASAT en las plantas mutantes CR-
asatl y CR-psatl. Los niveles de transcrito se determinaron mediante RT-qPCR a partir de RNA total
extraido de hoja utilizando primers especificos para cada gen (Tabla 12) y se relativizaron con respecto a

los del gen de referencia actina. Los valores son medias desviacion estandar (n = 3).
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3.3.7. Fenotipo de los mutantes CR-asatl y CR-psatl y caracteristicas de
productividad

La caracterizacion fenotipica de las lineas mutantes se realiz6 siguiendo parcialmente
lo realizado por Vicente y colaboradores (2015), empleando plantas de 7 semanas (50
dias post germinacion, dpg). Se midio la longitud del tercer, cuarto y quinto internodo,
el namero de hojas en el tallo primario (hasta la primera inflorescencia), el naimero de
hojas en el tallo principal (suma de las hojas del tallo primario y las hojas después de la
primera inflorescencia), y la altura del tallo primario, el tallo principal y los laterales
(Figura 40). Ademas, se calculo el area foliar en la quinta hoja contando desde la base

del cotileddn utilizando el programa Image J 1.48v (Rasband, 2012).

Foliolo

/terminal

Tallo

principal Foliolo

laterales intercalar

Tallos ’\ Foliolo

Tallo
primario

1
Internodo

il

Figura 40. Parametros evaluados en plantas transgénicas de tomate. Diagrama de una planta de
tomate Micro-Tom (A) y una hoja compuesta (B) con la terminologia utilizada en la descripcion de

resultados.

El nimero de hojas promedio en el tallo primario no estd alterado en las plantas
mutantes comparado con las wild type, aunque entre las plantas mutantes 35-3 y 28-3-2
se observan diferencias. El numero de hojas en el tallo principal, solo es menor en las
plantas 35-3 (CR-asat1). En el resto de plantas los valores son similares entre ellas y en
comparacion con el wild type. La longitud de los tallos es menor en todos los casos en
las plantas 35-3 (CR-asat1) y 31-19 (CR-psatl) en comparacion a la de los tallos de las
plantas wild type, y en el caso de las plantas 28-3-2 (CR-psat1) la longitud de los tallos
principal y laterales también es menor que en las plantas wild type. En ningtin caso se
observan diferencias significativas ni en la longitud promedio de los internodos ni en
el promedio del drea foliar en comparacidon con los pardmetros equivalentes de las
plantas wild type y entre mutantes (Tabla 9). En conjunto, estas variaciones son
coherentes con las diferencias de tamafio general de las plantas (Figura 41A). Las
plantas de las lineas 35-3 (CR-asat1), 31-19 (CR-psatl) y 28-3-2 (CR-psatl) tienen una
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menor estatura que las plantas wild type y las de la linea 34-2 (CR-asat1), que tienen

tamanos similares.

Tabla 9. Parametros morfométricos de plantas wild type, y mutantes CR-asat1 y CRpsatl.

Parametro Wild type CR-asatl CR-asatl CR-psatl CR-psatl
34-2 35-3 31-19 28-3-2

Numero de hojas en el tallo primario 75 ab +1,7 73 ab +£0,7 6,2 ay 0,6 74 ab £20 8,2 b £12

Numero de hojas en tallo principal ~ 1442:09 1432425 98%+11 1442+27 1232+16

Altura del tallo primario 1212£20 114%+16 86°+10 96> =17 100®x18

Altura del tallo principal 1832+1,9 1952+32 151P+1,1 147°+17 149> +16

Altura del tallo lateral 1559+10 1582+23 121°+19 108%+20 11,8°+34
Longitud del internodo 1,08 +0,3 1,08 +0,2 1,13 +0,2 0,88 £0,3 1,0 £0,3
Area foliar 408 £85 383 +63 355+92 467 +11,3 400 7,0

Las mediciones se realizaron en plantas de 7 semanas. Los valores son medias con desviacion estandar
(n=10 plantas). Para realizar no solo la comparacién contra el wt sino también entre los mutantes, se
efectud un analisis estadistico por ANOVA de una via (**P<0,001) seguido de una prueba de comparacién
multiple de Tukey (a=0,05) usando el programa GraphPad Prism version 8.2.1 (GraphPad Software, San
Diego, California EUA). Los resultados de cada anadlisis de comparaciéon se expresan mediante
superindices (a, b, ) en cada fila. Cuando los valores son significativamente diferentes, no comparten una
determinada letra. La ausencia de superindice en las dos tltimas filas es debido a que no hay diferencias

significativas entre los distintos valores.

En la figura 41B se muestran imagenes representativas de la cuarta hoja a partir del
cotileddn de plantas wild type y de los mutantes (CR-asat1 y CR-psat1). La inactivacion
de SIPSATT1 se traduce en alteraciones en la morfologia de las hojas, que se caracterizan
por una cierta asimetria en la disposicion de los foliolos. El peciolo es aparentemente
mas corto y el foliolo terminal estd muy cercano a los foliolos primarios, hasta el punto
de que parecen estar sobrepuestos, especialmente en las plantas de la linea 31-19 que
son, ademas las que presentan una menor estatura (Figura 41A y B). En los mutantes
con la SIASATI1 inactiva no se observan alteraciones en la disposiciéon de los foliolos,
que es similar a la de las hojas wild type. En conjunto, estos resultados sugieren que la
inactivacion de SIPSAT1 provoca alteraciones moderadas del desarrollo vegetativo, en

contraste con la inactivacion de SIASAT1 que aparenta no tener ningtin efecto.
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Figura 41. Caracteristicas fenotipicas de las plantas CR-asatl y CR-psatl en fase vegetativa.
Imagenes representativas de plantas de 50 dias post germinacién (A) y de la cuarta hoja contando desde la

base del cotileddén de plantas de 5 semanas de edad (B). Barra de escala=2 cm.

Se colectaron lo frutos de cada planta en el punto donde se observa la mayoria de
frutos maduros, pero sin signos visibles de sobre maduracién (90 dpg). Se determind el
peso total de los frutos maduros y de los frutos totales por planta (rendimiento) y el
promedio del peso de cada fruto. En comparacion con las plantas wild type, el
rendimiento de frutos totales de las plantas CR-psat1 es menor, mientras que el de las
plantas CR-asatl se mantiene sin diferencias. En cuanto al rendimiento de frutos
maduros, hay una tendencia al alza en comparacion con el wild type en las plantas CR-
asatl, que es mas evidente en las de la linea 34-2 (aumento de un 42%), mientras que la
tendencia es a una menor productividad en el caso de las plantas de la lineas CR-psat1,
especialmente en la linea 31-19 (diminucién de un 42,5%) (Figura 42A). Por lo que
respecta al peso individual del fruto, no difiere significativamente entre mutantes y
wild type (Figura 42B). En conjunto, estos resultados indican que la inactivacion de
SIASAT1 y SIPSATT1 influye sobre la productividad de las plantas en términos de peso
total de frutos, no asi sobre el peso promedio de los frutos, y que los efectos son mas
evidentes en la inactivacion de SIPSAT1 que tiene consecuencias negativas sobre la

produccién de frutos.
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Figura 42. Evaluacién del rendimiento de las plantas CR-asatl y CR-psatl. Promedio del
rendimiento de frutos totales y maduros por planta (A) y peso promedio de los frutos maduros (B). Los
asteriscos indican diferencias significativas en comparacion con el wild type (n=10plantas) por ANOVA de
dos vias (a=0,05) seguido de una prueba de comparaciéon multiple de Dunnett (***p<0.0001) para el
rendimiento (A), y ANOVA de una via (a=0,05) seguido de una prueba de comparacién multiple de Tukey
(P<0.05) para el peso de frutos (B).

3.3.8. Ensayos de germinacion

Durante la realizaciéon de los experimentos para determinar los niveles de esteroles en
hojas de los mutantes de tomate CR-asatl y CR-psatl se detectaron retrasos en la
germinacion de las semillas de estas plantas. Para analizar de forma sistematica este
fendmeno, se analizé la germinacién de las semillas de las cuatro lineas mutantes,
incluyendo semillas wild type como control (apartado 6.1.3). En la figura 43 se muestra
el resultado de estos analisis. En el caso de las semillas CR-asatl, ambas lineas
muestran un retraso en la germinacion de uno a dos dias en comparacion con las
semillas wild type, aunque la tasa final de germinacién al cabo de 7 dias acaba siendo
idéntica a la de las semillas wild type. En las semillas CR-psat1 se observa también un
retraso en la germinacion. Particularmente en las semillas de la linea 28-3-2, que en este
caso el retraso estd asociado también a una ligera disminuciéon de la tasa final de
germinacion, que es del 93% en comparacion con las semillas wild type. En contraste,
la germinacion de las semillas CR-psat1 31-19 no se retrasa con respecto a las wild type,
pero la tasa final de germinacion se ve mas reducida, hasta el 80% en comparacién con
las semillas wild type (Figura 43A). En conjunto, estos resultados sugieren que la
pérdida de funcion de SIASATI retrasa la germinacion sin alterar la tasa final de
semillas que germinan, mientras que la inactivacion de SIPSAT1 afecta a ambos

parametros.

Ademas de los efectos sobre la germinacion, se observd un retraso severo en la
aparicion de las hojas verdaderas en las plantulas con SIPSAT1 inactivado, y un retraso
algo mas moderado en las lineas con SIASATI1 inactivado. Cuando en la practica

totalidad de las plantulas wild type habian aparecido las primeras hojas verdaderas
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(dia 12 post germinacion), en las plantulas de las lineas CR-asat1 se habian formado las
hojas verdaderas en un 85% (linea 34-2) y 88% (linea 35-3) de las plantulas. Con
respecto a las lineas CR-psat1, apenas un 56% (linea 31-19) y un 41% (linea 28-3-2) de
las plantulas presentaban las hojas verdaderas formadas (Figura 43B). Es importante
mencionar que estos porcentajes se calcularon en plantulas provenientes de semillas
que presentaron lo que se ha definido como germinacion tipica, ya que en ambas lineas
con la SIPSAT1 inactivada se observa un porcentaje (20% en la linea 31-19 y 7% en la
28-3-2) de semillas en donde los cotiledones emergen antes que la radicula (Figura
44E), lo que sugiere que los cotiledones comienzan a formarse de manera prematura.
Se observo que en estos casos de germinacion atipica las plantulas no son viables,
porque el cotileddn y/o la raiz no se desarrollaron (Figura 44C y D). En algunos casos el
desarrollo se detuvo con ambas partes formadas, pero sin hojas verdaderas. Estas
anomalias en el establecimiento de las plantulas (seedling/cotyledon establishment) no
se observan en las semillas de plantas con la SIASAT1 inactivada, por lo que puede
atribuirse especificamente a la inactivacion de SIPSAT1 y las consiguientes alteraciones

en el perfil de esteroles de estas semillas.
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Figura 43. Evaluacion de la germinacion de las semillas de las lineas CR-asatl y CR-psatl.
Tasa de germinacion referida como porcentaje de semillas en las que se observa la emergencia de la
radicula. Se evaluaron 60 semillas de cada linea mutante, incluyendo semillas wild type (A). Porcentaje de
aparicion de las primeras hojas verdaderas en plantulas (seedling establishment) obtenidas a partir de
semillas con un patrén de germinacién convencional (B).
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Figura 44. Efecto de la inactivacion de SIASAT1 y SIPSAT1 en la germinacion de las semillas.
Imagenes con ejemplos de germinacién tipica (A-B) y atipica (C-D) de semillas de las lineas CR-psatI.
Barra de escala= 5mm. Tasa de germinacion tipica y atipica expresada como porcentaje de semillas (n = 60.)
en las que emerge primero la radicula y semillas en las que emergen antes los cotiledones que la radicula,

respectivamente (E).

3.3.9. Viabilidad de las semillas

Para profundizar un poco mas en el estudio del fenotipo de germinacion andémala, se
analizaron embriones CR-psatl, CR-asatl y wild type de semillas tefiidas con una
solucion de sales de tetrazolio (TZ) como se describe en el apartado 6.7. Inicialmente el
TZ es incoloro, y por accion de deshidrogenasas celulares presentes en los embriones y
el endospermo, se convierte en un formazan que da coloracion rojiza (Rich et al, 2001;
Yurukova-Grancharova, et al., 2011). Los embriones se evaluaron individualmente y se
clasificaron como viables aquellos embriones completamente tefiidos, y como no
viables los embriones con partes esenciales (radicula, cotiledones o ambos) no tefiidas
(Peters, 2000; Santos et al., 2007) (Figura 45A).

En base al criterio anterior, se procedid a cuantificar los embriones viables y no viables
en las semillas de las lineas CR-asatl y CR-psatl. Las lineas CR-asatl presentan
alrededor de un 90% de embriones viables, que es un porcentaje similar al encontrado
en las semillas wild type, mientras que en las semillas de CR-psatl se encontrd
alrededor de un 80% de embriones viables. Aunque estas diferencias no son
estadisticamente significativas cuando se comparan con el wild type, ponen de
manifiesto que en los mutantes CR-psat]l tienen una mayor tendencia a presentar
embriones andmalos que es coherente con la mayor tendencia de las semillas de estas
plantas a presentar alteraciones en la germinacion y el establecimiento de las plantulas
(Figura 43 y Figura 44). Los resultados de la observacion de los embriones al
microscopio también pusieron de manifiesto la ausencia de malformaciones en los
embriones de las semillas CR-asat1 y CR-psat1, que estan completamente diferenciados.

Incluso en aquellos donde la radicula no esta tefiida los cotiledones estan formados.
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Figura 45. Evaluacion de la viabilidad de las semillas de las plantas CR-asat1 y CR-psat1 por
tincion con sales de tetrazolio. (A) Imdgenes representativas de embriones viables (imdgenes
superiores) y no viables (imagenes inferiores). Barra de escala= 2 mm. (B) Abundancia de embriones
viables y no viables en las semillas wild type, CR-asat1 y CR-psat1. Se analizaron un total de 90 semillas de
cada tipo de planta. Los resultados que se muestras son el promedio con desviacién estandar empleando
ANOVA de una via a=0,05, seguido de una prueba comparacion por Tukey (P<0,05).
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3.3.10. Evaluacion de la respuesta a estrés salino de los mutantes CR-
asatl y CR-psatl

Para comenzar a estudiar la respuesta in vitro a estrés abidtico de las plantas CR-asat1l y
CR-psatl, se analizo su respuesta frente al estrés salino (NaCl) en condiciones axénicas
(cultivo in wvitro), siguiendo lo descrito en el apartado 6.9. En estas condiciones se
observo que las plantas CR-psat1 (linea 31-19) muestran signos severos de senescencia
y retraso del desarrollo cuando crecen expuestas a NaCl 100 mM, mientras que las
plantas CR-asat1 (linea 34-2) muestran incluso menos sensibilidad al estrés producido
por esta concentracion de sal que las plantas wild type. En presencia de NaCl 150 mM,
las plantulas de las 3 lineas analizadas muestran signos de senescencia avanzada, pero
de nuevo se aprecia una sensibilidad ligeramente mayor (menor longitud de la raiz) a
la sal en los mutantes CR-psat]l que en los mutantes CR-asat1 y las plantas wild type
(Figura 46).

Control 100 mM NaCl 150 mM NaCl

wt

100 mM NaCl 150 mM NaCl

CR-asat1
34-2

Control 100 mM NaCl 150 mM NaCl

4% %
ER

CR-psatl
31-19

Figura 46. Efecto del estrés por NaCl en plantulas de tomate wild type, CR-asatl y CR-psatl
cultivadas in vitro. Fotografias representativas de plantulas tomadas después de 10 dias de crecimiento
en medio de cultivo suplementado con NaCl (100 mM y 150 mM) y control (sin NaCl). Barra de escala = 1

cm.
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La evaluacion de la respuesta a estrés salino se realizd también en plantas CR-asatl
(lineas 34-2 y 35-3), CR-psat1 (lineas 31-19 y 28-3-2) y wild type de 3 semanas que se
regaron durante 33 dias con una soluciéon de NaCl 200 mM. Como se observa en la
figura 47, las plantas de todas las lineas mutantes y wild type estan muy afectadas en
su crecimiento y desarrollo. En consonancia con los andlisis de tolerancia a sal in vitro,
los mutantes CR-psatl son los mas severamente afectados, mientras que los mutantes
CR-asatl estan afectadas aparentemente de forma similar a las plantas wild type
(Figura 47A y B). Estas diferencias de respuesta se ponen claramente de manifiesto al
comparar la cuarta hoja contando desde la base del cotiledon (Figura 41C). Se aprecia
una notable reduccién del tamano de las hojas de los dos mutantes CR-psatl,
especialmente acusado en las plantas de la linea 31-19, en comparacion con las hojas de
las plantas CR-asatl y wild type crecidas en las mismas condiciones, cuyas hojas
presentan un aspecto y unas dimensiones similares (Figura 47C). El tamano de las
hojas resulta muy variable e incluso no fue posible colectar hojas de cada planta, ya
que por efectos del tratamiento, las hojas se desprendieron del tallo en todas las lineas

evaluadas.

Considerando las limitaciones del experimento, los resultados de los experimentos
anteriores avalan la idea de que el estrés salino produce un efecto mas drastico en las
plantas con niveles extremadamente bajos de SE (CR-psatl) mientras que el efecto
sobre las que contienen niveles aumentados de SE (CR-asat1) es semejante al producido

en las plantas wild type.
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Figura 47. Efecto del estrés por NaCl en plantas de tomate wild type, CR-asatl y CR-psatl

cultivadas en tierra. Al cabo de 3 semanas las plantas fueron expuestas durante 33 dias a una

concentracion de NaCl 200 mM (A, B). Iméagenes representativas de la 4% hoja de plantas expuestas a sal y

control de crecimiento (C). Barra de escala=1 cm.
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Caracterizacion funcional de enzimas involucradas en la biosintesis de

esteroles esterificados en tomate

Las enzimas que sintetizan los SE son un grupo de proteinas que pertenecen al grupo
de las aciltransferasas, concretamente las que transfieren grupos acilo de cadena larga
sobre el grupo hidroxilo 3’ de los esteroles. La informacion disponible actualmente
relacionada con la biosintesis de los ésteres de esteroles en plantas es todavia muy
limitada. En particular, destaca la identificacion y caracterizacion de los dos genes de
A. thaliana que codifican las enzimas ASAT1 (Chen et al.,, 2007) y PSAT1 (Banas et al.,
2005) y, mucho mas recientemente, la identificacion y caracterizacion estructural y
funcional de los genes ortdlogos de S. lycopersicum cv. Micro-Tom que codifican
SIASAT1 (Solycl11g012260) y SIPSAT1 (Solyc09g072710) llevada a cabo por nuestro
grupo de investigacion (Lara et al., 2018).

A diferencia del tnico gen que codifica SIPSATI, en el genoma de tomate se
identificaron, ademds de SIASATI, otros siete genes con capacidad para codificar
posibles enzimas con actividad ASAT. Con anterioridad al inicio de este trabajo, se
habian obtenido lineas del mutante asat1-1 defectivo en la actividad ASAT1 (Bouvier-
Navé et al., 2010) que expresan constitutivamente las enzimas de tomate SIASAT2
(Solyc11g012210), SIASATS (Solyc11g012240) y SIASATS (Solyc12g089050) (Lara, 2017).
Este tltimo es el miembro de la familia de proteinas tipo ASAT de tomate con menor
numero de aminodcidos en comparacion con SIASATI, que es la mds larga de todas,
(317 vs 444 aa) y la que tiene la identidad de secuencia mas baja (32,5%) respecto a
dicha enzima. Las otras dos candidatas ASAT (SIASAT2 y SIASATS5) tienen 353
aminodcidos, por lo que también son proteinas sensiblemente mas cortas que ASAT1
(353 vs 444 aa), aunque tienen una mayor identidad de secuencia (47% y 49% de
identidad de ASAT5 y ASAT2 vs ASATI, respectivamente) (Lara et al., 2018). Al
expresar constitutivamente SIASAT2 en el mutante asat1-1 el fenotipo bioquimico de
SE no se revierte, porque el contenido total de SE y de FS en semillas del mutante
retransformado es similar al observado en las semillas del mutante sin transformar
(Figura 7). El andlisis del perfil de esteroles se realizd en semillas porque es donde se
observa un incremento consistente y mas acusado de los niveles de SE en el mutante
asatl-1 respecto al wild type, los cuales retornan a sus valores normales cuando se
expresa SIASAT1 (Figura 7; Lara et al.,, 2018). Por esta razén, se considerd que las
semillas eran el tejido mas adecuado para evaluar el resultado de los experimentos de
complementacion funcional. Al expresar constitutivamente SIASAT5 y SIASATS en el
mutante asat1-1 se observé que los niveles de SE en las semillas de estas plantas no solo
no retornan a sus valores basales sino que en ambos casos se produce un aumento
significativo de los niveles de SE totales con respecto al contenido en las semillas del
mutante sin transformar, mientras que en todos los casos el contenido de FS se
mantuvo sin cambios (Figura 7). Ante la posibilidad de que SIASAT5 y SIASATS
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pudiesen estar implicadas en la esterificacion de los esteroles finales mayoritarios en
lugar de preferir como sustrato al intermediario cicloartenol, tal y como ocurre en el
caso de SIASATI (Lara et al., 2018), se analiz6 también la capacidad de SIASATS para
revertir el fenotipo de toxicidad por mevalonato del mutante de Arabidopsis psat1-2
(Bouvier-Navé et al., 2010). La toxicidad de este intermediario de la biosintesis de
esteroles se debea que provoca un aumento del flujo de la via, con la consiguiente
acumulacion de esteroles libres, los cuales, al no poder esterificarse debido a la
ausencia de actividad PSAT, resultan toxicos y acaban causando la muerte de la planta.
Se escogio SIASATS para retransformar el mutante psat1-2 porque el incremento de SE
observado al expresarla en el mutante asatl-1 era incluso mayor que el obtenido al
sobreexpresar SIASATS5 en dicho fondo mutante (Figura 7). En cuanto a las plantas del
mutante psatl-2 que expresan SIASATI, se obtuvieron para confirmar que la
especificidad de sustrato de SIASAT1 y SIPSAT1 es efectivamente distinta (Lara et al.,
2018), por lo que su expresion no deberia revertir la toxicidad del mevalonato, y usarla
como control negativo en el experimento anterior. El fenotipo de toxicidad por
mevalonato fue en ambos casos igual al observado en el mutante psatl-2 sin
retransformar (Figura 10), lo que demostré que la expresion de SIASATS8 no es capaz
de revertir la pérdida de funcién PSAT1 en Arabidopsis. Esto, unido a que tampoco es
capaz de revertir el fenotipo metabdlico del mutante de Arabidopsis asat1-1, indica que
la funcion de SIASATS en el metabolismo de los SE es distinta a la de SIASAT1 y
SIPSAT1, debido probablemente a su diferente especificidad de sustrato, aunque esta
hipdtesis queda pendiente de demostrar. En cualquier caso, los resultados son
coherentes con la diferencia de tamano (317 vs 444 aa) y la reducida identidad de
secuencia (36,5%) existentes entre SIASAT1 y SIASATS.

Estudios previos de localizaciéon subcelular de SIASAT1 empleando técnicas de
inmunoblot y microscopia ldser confocal habian demostrado que SIASAT1 es una
proteina integral de la membrana plasmatica, lo cual es plenamente coherente con la
prediccion en su estructura primaria de ocho secuencias de transmembrana. Esta
localizacion contrasta con la de su homologo funcional AtASATI, que se localiza en la
membrana del RE y en cuya secuencia se predicen nueve regiones de transmembrana.
El hecho de que ambas enzimas tengan preferencia por el cicloartenol como sustrato, y
que la enzima de tomate complemente el fenotipo bioquimico del mutante de
Arabidopsis asat1-1 (Lara et al., 2018), plantea la cuestién relativa a como la SIASAT1
de la membrana plasmadtica tiene acceso al cicloartenol, que se encuentra muy
probablemente en la membrana del RE, que es donde se acepta mayoritariamente que
tiene lugar la sintesis de esteroles que luego se transportan a la membrana plasmatica
(Benveniste, 2004; Schaller, 2004). La posibilidad de que una enzima situada en un
determinado sistema membranoso tenga acceso a un sustrato localizado en las
membranas de otro sistema distinto esta descrita y se ha definido como actividad
enzimatica en trans (Haj et al., 2012; Mehrshahi et al., 2013; Stefan et al., 2011; Tavassoli
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et al., 2013). Por lo tanto, es razonable especular que SIASAT1 puede actuar en trans
esterificando el cicloartenol del RE cuando ello es necesario para mantener la
homeostasis del metabolismo de esteroles (Lara et al., 2018). De hecho las predicciones
de topologia de insercion a membrana de SIASAT1 y AtASATI1 indican que dos
aminodcidos cataliticamente importantes de ambas proteinas, Asn299 en SIASATI1 y
Asn202 en AtASATI, e His343 en SIASATI e His245 en AtASAT1 (Huang et al., 2014;
Lin et al,, 2003), se encuentran, en el caso de la Asn en un bucle proyectado hacia el
citosol desde la membrana plasmatica (SIASAT1) o el RE (AtASAT1), y en el caso de la
His, en la sexta (SIASAT1) y séptima (AtASAT1) secuencias de transmembrana (Figura
11). En base a estas observaciones se ha propuesto que la ASAT1 de tomate podria
actuar en trans esterificando el cicloartenol del RE a través de los puntos de contacto
que se establecen entre la membrana plasmatica y el RE (Lara et al., 2018). En animales,
levaduras y plantas, la membrana del RE establece contactos fisicos con las membranas
de otros organulos celulares, especialmente con la membrana plasmatica en la periferia
celular (Pérez-Sancho et al., 2016; Saheki & De Camilli, 2017; Stefan et al., 2013). En los
contactos MP-RE se han detectado distintos tipos de proteinas, entre las que se
incluyen proteinas de anclaje, reguladores del transporte de calcio, enzimas de la
biosintesis de lipidos, tanto fosfolipidos como esteroles, y proteinas de transferencia de
lipidos especificas de esteroles (Gatta et al., 2015; Pichler et al., 2001).

Como se ha indicado anteriormente, la proteina SIASAT1 consta de 444 aminodcidos
mientras que AtASAT1 tiene 345 aminodcidos. Esta diferencia de tamafio se debe en
buena parte a la diferente longitud del bucle citosdlico que conecta los dominios
transmembrana 3 y 4 de SIASATI, y 4 y 5 de AtASAT1 (127 vs 18 aminoacidos,
respectivamente). Se ha especulado que este bucle puede ser responsable de la distinta
localizacion subcelular de estas dos proteinas (MP vs RE), y/o contribuir a la posible
actividad en trans de la enzima de tomate (Lara et al., 2018). Para comenzar a abordar
este aspecto se ha analizado la localizacién subcelular de dos proteinas quiméricas
ASAT1, en las que secuencias de aminoacidos que forman los mencionados bucles
citosdlicos se han intercambiado entre ambas proteinas. En concreto, 101 aminodcidos
del bucle citosolico de SIASAT1 se han sustituido por los 18 aminoacidos del dominio
equivalente de AtASAT1, y viceversa. Estas secuencias se han seleccionado en base a la
topologia de inserciéon a membrana de ambas proteinas (Figura 11) y el alineamiento
de sus secuencias aminoacidicas (Lara et al., 2018). Las predicciones de la topologia de
insercion a membrana de las proteinas quiméricas ATA (Arabidopsis-Tomate-
Arabidopsis) y TAT (Tomate-Arabidopsis-Tomate) resultantes indican que los residuos
de Asn e His importantes para la catdlisis enzimatica se mantienen en sus posiciones en
los bucles citosdlicos (Asn) y dominios transmembrana (His) de las quimeras
equivalentes a los de las proteinas originales (Figura 13). El analisis de la localizaciéon
subcelular de estas proteinas quiméricas expresadas en hojas de N. benthamiana indico
que la proteina TAT-GFP se localiza en la periferia celular con un patréon de
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fluorescencia equivalente al de la proteina SIASAT1-YFP de la que deriva (Figura
13Figura 14). Esto indica que la secuencia de 101 aminodacidos incluida en el bucle
citosolico de 127 residuos aminoacidicos no es necesaria para que la proteina se localice
en la membrana plasmatica. Sin embargo, la secuencia de 18 aminoacidos que da lugar
al bucle citosdlico equivalente de AtASATT1 si parece ser esencial para que la proteina
se distribuya de forma mas homogénea a lo largo del RE, ya que la quimera resultante
de sustituirla por la secuencia equivalente de 101 aminoacidos de SIASAT1 se sigue
localizando en el RE, pero concentrada en puntos muy concretos del mismo en lugar
de distribuirse homogéneamente por todo el RE como hace AtASATI1-YFP (Figura
13Figura 14). Este resultado permite especular con la posibilidad de que la quimera
ATA-GFP se localice precisamente en los sitios de contacto RE-MP, ya que este patron
de fluorescencia es muy similar al patron punteado descrito en N. benthamiana y
Arabidopsis que expresan proteinas presentes en los sitios de contacto RE-MP (NET3C,
VAP27 y SYT1) fusionadas a GFP (Pérez-Sancho et al., 2015; Wang et al., 2014). Si bien
estos resultados son todavia preliminares, son un punto de partida prometedor para
continuar trabajando sobre esta hipdtesis. Entre los aspectos mds inmediatos a
investigar estan, por ejemplo, demostrar que las proteinas quiméricas mantienen
realmente su actividad enzimatica y, por lo tanto, son capaces de esterificar cicloartenol
cuando se expresan en hojas de N. benthamiana, y que la proteina ATA-GFP se localiza
verdaderamente en los contactos RE-MP mediante experimentos de co-expresion con

proteinas marcadoras de estas asociaciones.

Implicacion de los esteroles conjugados en la respuesta a estrés biodtico
causado por infeccidn con Pseudomonas syringae en plantas de Arabidopsis
thaliana

En su entorno natural las plantas estdn expuestas a diferentes tipos de estrés tanto
abidtico como bidtico. Para adaptarse a estas condiciones, las plantas activan complejos
mecanismos moleculares intrinsecos que les permiten percibir las sefales externas e
iniciar vias de respuesta de defensa (Fujita et al., 2006). La interaccion entre diferentes
vias se traduce en una respuesta mas eficiente, en particular si algunos genes y
compuestos estan implicados en la respuesta protectora frente a mas de un tipo de
estrés (Atkinson & Urwin, 2012), como parece ser el caso de los esteroles. Estos
compuestos tienen un efecto estabilizador de las membranas, por lo que desempenan
un papel muy relevante en los procesos de adaptacion de las plantas al entorno. De
hecho, la variacién en la composicion de esteroles de las membranas se considera uno
de los componentes de la respuesta de las células vegetales a factores externos
(Valitova et al., 2016). Existe abundante informacion bibliografica que permite
relacionar cambios en el perfil de esteroles libres y glicosilados con respuestas
especificas a diferentes tipos de estrés, sin embargo son muy escasas las evidencias

experimentales que relacionan directamente los SE con estas respuestas (Ferrer et al.,
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2017; Ramirez-Estrada et al., 2017). Esto refleja, probablemente, el hecho de que los FS,
SG y ASG son componentes esenciales de la MP, mientras que los SE se consideran un

reservorio de FS que no se localiza en 1a MP sino en cuerpos lipidicos en el citosol.

En este trabajo, como una primera aproximacion para conocer la posible implicacién de
los SE en la respuesta de las plantas a estrés biotico, se ha estudiado la respuesta de los
mutantes de Arabidopsis asatl-1 y psat1-2 a la infeccion con la bacteria P. syringae pv.
tomate DC3000. Esta es una bacteria patdgena que tiene como huésped natural la planta
de tomate, causando la enfermedad conocida como “peca bacteriana”, pero también es
capaz de infectar plantas de Arabidopsis en el laboratorio, lo que la convierte en un
organismo modelo adecuado para estudiar la relacion planta-patégeno (Whalen et al.,
1991; Xin & He, 2013). Los resultados obtenidos muestran que las plantas mutantes
psatl-2 son mas sensibles a la infeccion con Pst DC3000 que las plantas wild type, ya
que como se observa en la figura 15, tres dias después de infiltrar las plantas con una
suspension bacteriana, el numero de ufc en el mutante fue significativamente superior
que en las plantas wild type, y similar al detectado en el mutante de respuesta a SA
sid2, el cual se ha descrito que es mas sensible a la infeccién con la bacteria (Nawrath &
Métraux, 1999). Sin embargo este fenotipo no se observo en el mutante asat1-1, ya que 3
dias después de la infeccion no se detectaron diferencias significativas en el nimero de
ufc en relacidon con las plantas wild type (Figura 15). La susceptibilidad del mutante
psatl-2 a la infeccion se confirmo inoculando la bacteria en esta linea mutante y plantas
wt por inmersion de las hojas en una suspensién de Pst DC3000. Como puede
observarse en la figura 16, tres dias después de la infeccion los signos de clorosis
fueron mas marcados en la linea mutante que en las plantas wild type, y el nimero de
ufc incremento de forma significativa en el mutante en comparacion con las plantas wt.
Estos resultados sugieren que AtPSAT1 y, consecuentemente, la esterificacion de los
esteroles mayoritarios, desempefian un papel mas relevante que AtASAT1 y la

esterificacion de esteroles intermediarios, en la respuesta de las plantas a patdgenos.

Los resultados de este trabajo contrastan con los obtenidos por Kopischke et al. (2013)
al infectar el mismo mutante de Arabidopsis psat1-2 con Phytophthora infestans, ya que
en este caso el mutante presentd una mayor resistencia al patégeno que las plantas
wild type. Sin embargo, la respuesta observada no pudo correlacionarse con cambios
especificos en la fraccion de SE, ya que en las hojas del mutante no sélo disminuyen los
niveles de esta fraccion de esteroles, sino también los de ASG, mientras que los de SG
aumentan y los FS permanecen inalterados. Ademas, cabe destacar que Phytophthora
es un patdgeno auxotréfico para esteroles, por lo que el perfil alterado de esteroles en
el mutante, junto con la capacidad de PR1 (proteina relacionada con patogénesis 1)
para inhibir el crecimiento del patdgeno secuestrando sus esteroles (Gamir et al., 2017)

podrian explicar el fenotipo de resistencia del mutante psat1-2.
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En respuesta al ataque por patdgenos, las plantas activan una serie de respuestas
dirigidas a inhibir la colonizaciéon de los tejidos vegetales por los microorganismos
(Heath, 2000). Los procesos que determinan el éxito o el fracaso de los patogenos tienen
lugar en la membrana y, por lo tanto, el apoplasto representa el escenario de batalla en
la interaccion planta-patdgeno (Hoefle & Hiickelhoven, 2008). En el caso de P. syringae
pv tabaco, se ha descrito que el silenciamiento del gen que codifica escualeno sintasa
(5QS), una enzima clave en la biosintesis de esteroles (Figura 3), en N. benthamiana; asi
como el del gen que codifica la esterol metiltransferasa 2 (SMT2), implicada en la
sintesis de los fitoesteroles mayoritarios presentes en la MP (B-sitoesterol y
estigmasterol) (Figura 3), en Arabidopsis (mutante smt2), incrementan la sensibilidad
de las plantas a la infeccion como resultado de un mayor crecimiento bacteriano, el
cual se atribuye a un incremento del flujo de nutrientes desde el citosol hacia el
apoplasto debido a un aumento de la permeabilidad de la MP (Rico & Preston, 2008;
Wang et al., 2012). Se ha sugerido que una disminucion de los niveles de nutrientes en
el apoplasto debida, al menos en parte, a la sintesis y homeostasis de fitosteroles, que
regulan la permeabilidad de la MP, inmediatamente después del contacto planta-
patdégeno o justo antes de que se inicie el proceso de infeccién, podria ser un
mecanismo efectivo de defensa de las plantas frente a los patogenos (Griebel & Zeier,
2010; Wang et al., 2012).

En el caso de P. syringae, una vez la bacteria entra en la célula vegetal comienza a
reproducirse utilizando los nutrientes presentes en el apoplasto del huésped hasta
causarle la muerte, y los tejidos infectados muestran signos severos de clorosis vy,
finalmente, necrosis (Xin & He, 2013). El apoplasto de las hojas contiene muy pocos
nutrientes, y constantemente intercambia componentes con el citosol. Aunque el flujo
de nutrientes al apoplasto involucra transportadores especificos (Chen et al., 2010), la
permeabilidad de la membrana desempefia también un papel esencial en este proceso,
por lo que cualquier cambio en el contenido y perfil de esteroles afectara a la
composicion de nutrientes en el apoplasto y, consecuentemente, a la respuesta a la
infeccion por patdgenos (Wang et al.,, 2012). Como ya se ha indicado, los SE sirven
como una reserva de esteroles que contribuye a mantener los niveles adecuados de
esteroles en la MP durante el desarrollo y crecimiento de la planta. En el mutante de
Arabidopsis psatl-2, como se ha mencionado previamente, se reducen
significativamente los niveles de SE, pero también disminuyen los niveles de ASG,
mientras que los de SG aumentan y no se modifican los de FS en relacién a plantas
wild type (Bouvier-Navé et al, 2010). Por tanto, no es extrafio suponer que la
permeabilidad de la MP en este mutante pueda estar alterada y, tal como se propone
en el caso de las plantas de tabaco y Arabidopsis que tienen bloqueada la sintesis de
esteroles por silenciamiento de SQS o SMT2, respectivamente, esto se traduzca en un
incremento del flujo de nutrientes hacia el apoplasto, que favoreceria el crecimiento

que Pst DC3000 en la linea mutante psat1-2. Esta hipotesis explicaria también el hecho
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de que el mutante ast1-1 no presente un fenotipo alterado de respuesta a Pst DC3000,
ya que en dicho mutante los niveles de fitoesteroles mayoritarios en la MP no estan
alterados. Sin embargo, se requieren mas estudios para confirmar esta hipdtesis, y
determinar si el fenotipo de sensibilidad a Pst1 DC3000 observado en el mutante psat1-
2 de Arabidopsis es debido a la disminucion de los niveles de SE y/o a los cambios en
los niveles de esteroles glicosilados descritos en este mutante (Bouvier-Navé et al.,
2010). Estudios recientes realizados en nuestro grupo de investigacion, han
demostrado que el doble mutante de Arabidopsis ugt80A2;B1, el cual presenta niveles
muy reducidos de esteroles glicosilados (SG + ASG) por inactivacion de los dos genes
que codifican SGTs, es mas tolerantes a Botrytis cinerea que las plantas wild type
(Castillo et al., 2019).

A fin de obtener nuevos datos que permitan clarificar la participacion de las diferentes
fracciones de esteroles conjugados (SE, SG y ASG) en la respuesta a estrés bidtico de las
plantas, en el presente trabajo se han generado mutantes dobles y triples de
Arabidopsis defectivos en los genes que codifican PSAT1, ASAT1 y SGTs (UGT80A2 y
UGT80B1) (Tabla 2). Estos mutantes son una herramienta muy util que, en futuros
estudios, permitirdn conocer como afectan las alteraciones en el metabolismo de
esteroles, no sélo a la respuesta de la plantas frente a estrés bidtico y abidtico, sino
también al crecimiento y desarrollo vegetal, asi como profundizar en los mecanismos

moleculares y celulares implicados en estos procesos.

Efecto de las alteraciones en el metabolismo de esteroles esterificados sobre
el crecimiento, desarrollo y respuesta a estrés de plantas de tomate con
pérdida de funcion de SIPSAT1 y SIASAT1

La genética inversa es extraordinariamente util para establecer la funcion bioldgica del
producto de un gen, y se basa en el andlisis de los efectos fenotipicos que pueden
derivarse de la atenuacion o la pérdida completa de su funcion (Alonso & Ecker, 2006;
Gilchrist & Haughn, 2010). La edicion del genoma mediante nucleasas dirigidas para
actuar sobre secuencias diana concretas se basa en generar cortes en ambas cadenas
que activan los mecanismos enddgenos de reparacion del dafio causado en el DNA
introduciendo mutaciones. En general, la reparacion de las lesiones del DNA se realiza
a través de dos mecanismos: recombinacion homologa (HR) o union de extremos no
homodlogos (NHE]). Este ultimo es el mds comun en la mayoria de los organismos,
incluyendo las plantas superiores (Puchta, 2005). Cuando se activa, causa inserciones y
deleciones (indels) aleatorias en la secuencia reparada, que si ocurren en la secuencia
codificante del gen diana pueden dar lugar a mutaciones por alteracién del marco de
lectura que conducen a la pérdida de funcién de la proteina codificada (Bortesi &
Fischer, 2015). Entre los sistemas de edicion génica mas ampliamente utilizados por su
eficacia se encuentra el sistema CRISPR/Cas9, que se estd empleando con éxito en una

gran variedad de organismos (Zhang et al., 2014), incluyendo plantas como
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Arabidopsis, arroz y tomate, por citar solo algunos ejemplos (Brooks et al.,, 2014;
Dahan-Meir et al., 2018; LeBlanc et al., 2018; Li et al., 2018; Li et al., 2019; Ma et al., 2015;
Pan et al., 2016; Schiml et al., 2016; Ueta et al., 2017; Yin et al., 2017; Zhang et al., 2014).
Por ello, la mutagénesis mediada por CRISPR/Cas9 fue el método elegido para obtener
mutantes de tomate (cv. Micro-Tom) con los genes SIASAT1 y SIPSATI inactivados,
cuya caracterizacion permitiese estudiar la funcion bioldgica de estas aciltransferasas
(Figura 21).

Para identificar las mutaciones causadas por este sistema de edicion se han empleado
distintas estrategias basadas en amplificar por PCR una pequena region del DNA
gendmico que incluye la secuencia diana de la nucleasa Cas9, para luego, (i) clonar los
fragmentos amplificados y secuenciar los insertos de un nimero minimo de clones, (ii)
secuenciar directamente los productos de amplificacion y analizarlos con la
herramienta TIDE (Tracking of Indels by DEcomposition), o (iii) someterlos a analisis
por RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Finalmente, tras un largo
proceso de seleccidn, se obtuvieron dos lineas homocigotas CR-asatl, portadoras de
una delecion de 16 nucleétidos (linea 34-2) y una insercion de un nucleétido (linea 35-
3) en el sitio diana (Figura 26), y otras dos lineas homocigotas CR-psatl, con una
delecion de 4 nucleotidos (linea 31-19) y una insercion de un nucleétido (linea 28-3-2)
en el sitio diana (Figura 29). En todos los casos, los indels dan lugar a la aparicion de
codones de parada prematuros en las secuencias codificantes de ambos genes, lo que se
traduce en proteinas truncadas en distinta medida que no son funcionales (Figura
27Figura 30). En el caso de los mutantes CR-asat1, las proteinas producto de los genes
editados carecen de los aminoacidos Asn e His que son esenciales para la funcién
catalitica (Huang et al., 2014; Lin et al., 2003), y en el de los mutantes CR-psat1, les
faltan los aminodacidos Ser, Asp, His que constituyen la triada catalitica imprescindible
para la catdlisis (Bana$ et al., 2005). Ademas del valor intrinseco de estos mutantes
como herramientas para estudiar la funcion biologica de SIASAT1 y SIPSATI, su
obtencion ha servido para poner a punto en nuestro laboratorio la edicion génica
mediada por CRISPR/Cas9, que ya se estd empleando para inactivar otros genes

relacionados con el metabolismo de los esteroles libres y conjugados.

La edicion de los genes SIASATI y SIPSAT1 en las plantas de tomate provoca cambios
moderados en el contenido total de esteroles, que en las semillas y las hojas de ambos
tipos de mutantes tiende a disminuir y aumentar, respectivamente, en comparacion
con las plantas wild type (Figura 32 y Figura 35). Sin embargo, los efectos de la pérdida
de funcion de ambos genes son mucho mas evidentes cuando se analizan por separado
los niveles de esteroles en las distintas fracciones (Figura 31 y Figura 34; Tabla 7 y Tabla
8). Tanto en semillas como en hojas, la inactivacion de SIPSAT1 provoca una
disminucion muy marcada del contenido de ésteres de los esteroles mayoritarios 3-

sitosterol, estigmasterol, campesterol y colesterol, y del intermediario biosintético

90



DISCUSION

cicloartenol (Tabla S1 y Tabla S2). La correlacién observada entre la disminucion de los
niveles de cicloartenol esterificado y los de los ésteres de esteroles mayoritarios sugiere
que todos ellos son sustrato de la enzima y, por lo tanto, que la PSAT1 de tomate tiene
relativamente poca especificidad de sustrato, igual que la PSAT1 de Arabidopsis
(Banas et al., 2005). Resultados obtenidos por estos autores en ensayos de actividad
enzimatica in vitro revelaron que AtPSAT1 es capaz de esterificar esteroles finales y
también intermediarios biosintéticos como el cicloartenol, particularmente en presencia
de esteroles finales libres como el (3-sitosterol. Se ha propuesto que los esteroles finales
en forma libre son activadores alostéricos de la PSAT, que al esterificar precursores
biosintéticos como el cicloartenol y retirarlos de la via, provoca una disminucion del
flujo metabolico que evita la sobreacumulacion de esteroles finales libres por encima de
un determinado nivel a partir del cual son téxicos (Bana$ et al., 2005). En cualquier
caso, la menor capacidad para esterificar esteroles de los mutantes CR-psat1 se traduce
en un incremento de los niveles de esteroles libres tanto en semillas como en hojas
(Figura 31 y Figura 34). Una respuesta similar se observa en hojas del mutante psat1-2
de Arabidopsis (Shimada et al., 2019). En ambos tejidos el metabolismo de SE es
importante: en las semillas se acumulan cantidades considerablemente mas altas de SE
que las hojas (Figura 31 y Figura 34; Tabla 7 Tabla 8), que sirven como reserva que
garantiza el suministro de los esteroles libres necesarios para la germinacion y el
rapido crecimiento de las plantulas en las etapas inciales del desarrollo (Dyas & Goad,
1993; Harker et al.,, 2003). En hojas se postula que los SE son importantes para
mantener su viabilidad durante el proceso de envejecimiento al participar activamente
en el reciclaje de los esteroles y acidos grasos de las membranas de las células
senescentes (Bouvier-Navé et al., 2010). En cualquier caso, tanto en semillas como en
hojas de los mutantes CR-psatl continua detectdndose la presencia de SE, lo que
sugiere la existencia de alguna otra enzima con capacidad para esterificar esteroles
ademas de SIPSAT1, que puede ser la propia SIASATI y/o alguna de las candidatas
ASAT de tomate todavia no caracterizadas, tal y como se ha propuesto que puede

ocurrir en Arabidopsis (Lara et al., 2018).

Resultados previos obtenidos al caracterizar la ASAT1 de Arabidopsis y tomate indican
que esta enzima tiene preferentemente una funcion reguladora del flujo de la via de
sintesis de esteroles al controlar los niveles del intermediario cicloartenol libre
(Bouvier-Navé et al., 2010; Lara et al., 2018). Los niveles de esteroles esterificados en
semillas de los mutantes CR-asat]l se mantienen practicamente iguales a los de las
semillas wild type (Figura 31; Tabla 7). En cambio, la inactivacion de SIASAT1 en hojas
se traduce en un incremento muy acusado del contenido total de esteroles esterificados
(Figura 34 y Tabla 8). Una respuesta similar se ha observado en el mutante de
Arabidopsis asat1-1, aunque en este caso fue en las semillas y no en las hojas donde se
observo el incremento de SE (Lara et al., 2018). Para explicar esta respuesta, se ha

postulado que el aumento de los niveles de cicloartenol libre causado por la pérdida de
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funcion ASAT1 provoca un aumento del flujo de sintesis de esteroles que se traduce en
una mayor disponibilidad de sustratos de la PSATI, tanto esteroles finales como
cicloartenol en forma libre, que los esterificaria para neutralizar su potencial toxicidad.
SIPSAT1 seria pues la responsable final del aumento de los niveles totales de SE
observado al inactivar SIASAT1. Como se ha indicado antes, SIPSAT1 también puede
esterificar cicloartenol y, de hecho, tanto en semillas como en hojas de los mutantes CR-
asat] los niveles de cicloartenol esterificado no se reducen sino que aumentan mucho
respecto a los de las plantas wild type (Figura 33 y Figura 36). Esta observacion
concuerda parcialmente con resultados previos obtenidos en Arabidopsis que indican
que los niveles de cicloartenol esterificado en el mutante asatl-1 se mantienen
constantes en lugar de disminuir (Lara et al, 2018). Queda por establecer si el
hipotético incremento de actividad PSAT1 se debe simplemente a un aumento de la
concentracion de sus sustratos, de hecho se ha propuesto que PSAT1 no es una enzima
limitante de flujo en el metabolismo de esteroles en plantas (Bouvier-Navé et al., 2010),
o bien a una activacion de la enzima que, de producirse, seria a mnivel
postranscripcional, ya que la pérdida de funcion SIASAT1 en los mutantes CR-asat1 no
induce un aumento de la expresion del gen SIPSAT1 ni en hojas ni en semillas (Figura
38). En conjunto, el andlisis de los perfiles de esteroles en los mutantes CR-psat1 y CR-
asatl apoya la hipotesis de que estas dos enzimas tienen una funcion parcialmente
especializada, esterificando preferentemente determinados esteroles libres, pero con
una especificidad de sustrato relativamente baja, hasta el punto de que la pérdida de
funcién de uno de ellos da lugar a cambios en el perfil de esteroles que no son los que
se esperarian si se tratase de enzimas con una alta especificidad de sustrato. En
cualquier caso, los mutantes generados en este trabajo presentan perfiles de esteroles
libres y conjugados diversos, que serdn de gran utilidad para abordar en el futuro
estudios orientados a analizar sus efectos sobre el desarrollo y la respuesta a estrés

biotico y abidtico en tomate.

Los SE representan una reserva de esteroles que contribuye a mantener la homeostasis
de esteroles en la membrana plasmatica durante las diferentes etapas del crecimiento y
desarrollo de las plantas. Cuando aumenta el flujo de la via de sintesis de esteroles,
éstos se esterifican y los ésteres resultantes se almacenan en LDs, cuya estructura
permite almacenar lipidos hidrofdbicos en el entorno hidrofilico del citoplasma
creando una emulsidon gracias a la monocapa de fosfolipidos anfipaticos que los
envuelven (Thiam et al, 2013). Ademds de contener SE y TAG, los LDs pueden
contener diversos tipos de proteinas como, por ejemplo, proteinas estructurales,
enzimas responsables de la sintesis o degradacion de los lipidos almacenados,
proteinas implicadas en su biogénesis, la fusion con otros LDs o la interaccion con
otros organulos, etc. (Huang, 2018). Estudios previos de localizacién subcelular han
permitido establecer que SIPSAT1-GFP se localiza en los LDs (Lara et al., 2018). En las

hojas de las plantas, el nimero y tamafio de los LDs depende de la cantidad de lipidos
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neutros que hay que almacenar, la cual varia en funcion del estadio de desarrollo de las
hojas (Zhou et al.,, 2019). En linea con lo anterior, la disminucion préxima al 25% del
contenido de SE observada en hojas de los mutantes CR-psatl se refleja en una
disminucion aproximadamente a la mitad del nimero de LDs respecto a las hojas wild
type, lo que sugiere que los LDs en las hojas del mutante pueden ser también mas
pequenos que los de las hojas wild type (Figura 37E y F). El menor nimero de LDs en
hojas de los mutantes CR-psat]l concuerda con la reduccion del nimero de LDs que
acumulan especificamente SEs observada en el mutante psatl-2 de Arabidopsis
(Shimada et al., 2019). Estos autores describen también que la sobreexpresion
deAtPSAT1 en el mutante de Arabidopsis hisel defectivo en el gen HISE1 esta asociada
a una hiperacumulacién de SE y SE-LDs (Shimada et al.,, 2019). Este gen codifica un
regulador negativo de la cantidad de proteina HMGR. Los autores proponen que
PSAT1 es determinante en la formacion de LDs y que el exceso de esteroles se
convierte en SE en microdominios del RE donde se sintetizan los LDs, y en los que
también se localiza AtPSAT1 (Shimada et al., 2019). Ello es compatible, ademas, con el
hecho de que el numero de LDs en los mutantes CR-asat1 sea similar al de las hojas de
plantas wild type, a pesar de que estos mutante acumulan cerca de 5 veces mas SE que
las plantas control. Asumiendo que los niveles de SIPSAT1 en los mutantes CR-asat1 se
mantienen constantes (Figura 38) y el papel determinante propuesto para PSAT1 en la
formacion de LDs (Shimada et al., 2019), se puede especular que esta es la causa del
mantenimiento practicamente constante del nimero de LDs en estas plantas que, por
otra parte, parecen tener incluso mayor tamano que los de las plantas control (Figura
37C y D). El mecanismo por el cual los LDs crecen es desconocido y puede diferir entre
tipos de células, pudiendo alcanzar su tamano final cuando atin se encuentran unidos a
la membrana del RE, o cuando una vez desprendidos del RE se siguen depositando
lipidos dentro de los LDs ya formados (Laibach et al., 2015).

La pérdida de funcion ASAT1 y el consiguiente aumento de los niveles de SE (Figura
34) no afectan significativamente ni al desarrollo ni a la productividad de las plantas de
tomate (Tabla 9; Figura 41 y Figura 42), de forma parecida a lo observado en el mutante
asatl-1 de Arabidopsis que tampoco muestra ningun fenotipo (Bouvier-Navé et al.,
2010). Estas observaciones confirman que la acumulacidon de ésteres de esteroles en
estructuras subcelulares especializadas es una forma de neutralizar la toxicidad de un
exceso de esteroles libres (Figura 10). En cambio, la pérdida de funcién PSAT1 en los
mutantes CR-psatl produce un fenotipo de enanismo moderado, debido
principalmente a una reduccién de la longitud de los tallos primario, principal y
laterales (Figura 41A y Tabla 9), y también una disminucién de la produccion de frutos
(Figura 42). Estos fenotipos pueden asociarse a la escasez de esteroles de reserva que
afectaria de forma particular a estos tejidos. Se ha descrito que los esteroles
glucosilados son predominantes especialmente en el tallo y las raices de plantulas de

tomate (Duperon et al., 1984), por lo que el fenotipo observado en los tallos podria
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deberse también a los cambios observados en la fraccion de esteroles glucosilados
(Figura 34), aunque habria que determinar el perfil de esteroles en estos tejidos para
poder establecer una asociacion mas solida entre ambos hechos. El area foliar en los
mutantes no se ve afectada por la sobreacumulacion o la reduccion de los SE (Tabla 9).
Sin embargo, la disposicion de los foliolos entre los dos mutantes CR-psatl y en
comparacion con las plantas wild type es distinta (Figura 41 B). No se puede descartar
que ello se deba también al moderado incremento de SGs observado en hojas de estos
mutantes (Figura 34), puesto que los niveles de SG en las hojas de los mutantes CR-
asatl son iguales a los de las hojas wild type y, ademas, el resto de fracciones de
esteroles de membrana (FS y ASG) en hojas de los mutantes CR-psat1 se mantiene en
niveles parecidos a los de las hojas de los mutantes CR-asatl, que no muestran

alteraciones en la disposicion de los foliolos.

La reduccién del contenido de SE en semillas de los mutantes CR-psatl (Figura 31)
afecta negativamente tanto a la germinacion de las semillas como al desarrollo inicial
de las plantas (Figura 43), a diferencia de lo observado en los mutantes CR-asat1, cuyos
niveles de SE son normales (Figura 31) y donde estos efectos son mucho menos
acusados, aunque perceptibles (Figura 43). Estas anomalias fenotipicas son coherentes
con la disminucion del contenido de SEs de las semillas, que en condiciones normales
se almacenan junto con TAG para luego movilizarlos durante la germinacion a fin de
sostener el crecimiento de la plantula durante las primeras etapas de desarrollo
(Athenstaedt & Daum, 2006). Durante la maduracién de las semillas de Nicotiana
tabacum L. y colza se ha descrito un incremento progresivo de la sintesis de SE, a
diferencia de los esteroles libres cuyos niveles se mantienen constantes (Harker et al.,
2003). La actividad responsable de esterificar esteroles en las semillas de tabaco alcanza
su maximo coincidiendo con el momento en que se alcanza el nivel maximo de SE,
para luego decrecer bruscamente cuando la semilla madura completamente. Se ha
descrito que los mutantes de Arabidopsis fk, smt1/cph e hyd1 con pérdida de funcion de
distintas enzimas de la biosintesis de esteroles (C-14 reductasa, C-24 metiltransferasa, y
C-8,7 isomerasa, respectivamente) presentan defectos en la division y expansion
celular, asi como defectos del patréon de embriogénesis (Clouse, 2002; Schaller, 2003).
Estos mutantes tienen niveles de sitosterol y campesterol reducidos, ademas de
acumular diferentes esteroles intermediarios, pero todos muestran el mismo fenotipo
embrionario. Se ha propuesto que la acumulacion de intermediarios es la causa de los
defectos encontrados en la embriogénesis de estos mutantes de Arabidopsis, ya que
posiblemente funcionan como moléculas de senalizacién (Schrick et al., 2002). Mas
recientemente, a partir del analisis del perfil de esteroles en semillas de Pisum sativum,
se ha planteado la posibilidad de que el intermediario biosintético isofucosterol
desempefie un papel importante en los procesos de division celular rapida y/o la
diferenciacién celular que se producen durante el desarrollo de la semilla (Schrick et

al., 2011). En las semillas de ambos mutantes CR-psatl los niveles del intermediario
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isofucosterol se encuentran elevados en comparacion con el contenido en las semillas
wild type (Tabla S1). Por lo tanto, es razonable atribuir directa o indirectamente la
responsabilidad de las alteraciones observadas en los embriones y la germinacion de
las semillas del mutante CR-psat1 (Figura 43) al contenido excesivamente bajo de SE en

las semillas de dichos mutantes CR-psat1.

Cuando las semillas secas y viables absorben agua, se inicia una cadena de eventos que
finaliza con la aparicion de la radicula, lo que significa que la germinacion se ha
completado con éxito. La respiracion, la actividad de enzimas y organulos, y la sintesis
de RNA vy proteinas son actividades celulares fundamentales intimamente
involucradas en la germinacion y la preparacion para el crecimiento posterior (Bewley
et al.,, 1994). El efecto contrastante de la inactivacion de SIASAT1 y SIPSAT1 sobre la
germinacion de las semillas también se manifiesta en forma de alteraciones en el
establecimiento de los cotiledones, que en un porcentaje significativo de semillas de los
mutantes CR-psat] emergen antes que la radicula (Figura 44), y un mayor porcentaje de
embriones no viables que se caracterizan porque la radicula no se tifie con sales de
tetrazolio (Figura 45), lo que indica que la actividad respiratoria en las células es baja

(Yurukova-Grancharova et al., 2011).

El estrés salino, es uno de los factores ambientales que tiene un impacto mas negativo
sobre el desarrollo y productividad de las plantas, limitando seriamente la produccion
de los cultivos (Flowers et al., 2010; Qadir et al., 2008). Estos efectos son debidos al
estrés osmotico producido como consecuencia de un déficit hidrico, y a un
desequilibrio en la homeostasis celular de iones, que se traduce un exceso de iones
sodio en el citosol, los cuales interfieren con procesos bioquimicos esenciales para el
correcto funcionamiento celular (Zhang & Blumwald, 2001). Ademas en condiciones de
estrés salino incrementa la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
dafian la célula por oxidaciéon de macromoléculas, como proteinas, acidos nucleicos o
lipidos de membrana (Mansour, 2013). Como consecuencia de todos estos efectos se
producen diversas alteraciones en la membrana que afectan a su permeabilidad
(Ashraf & Ali, 2008; Mansour & Stadelmann, 1994; Mansour et al., 1993), potencial
(Serrano et al., 1999), composicion de lipidos (Kerkeb et al., 2001; Mansour et al., 1994;
Salama et al., 2007; Wu et al., 1998), y actividad de las proteinas unidas a la misma
(Cosentino et al., 2010; Mansour et al., 2003; Qiu et al., 2007; Senadheera et al., 2009).
Por tanto, el mantenimiento de la integridad de la MP es esencial en el proceso de
adaptacién de las plantas a condiciones de estrés salino (Golldack et al., 2014). De
hecho, en algunos casos, la permeabilidad de la MP se considera un criterio para
seleccionar variedades vegetales tolerantes a sal. De forma que, en condiciones de
estrés salino, en las variedades sensibles a sal se observa un incremento en la

permeabilidad de la MP que no se detecta en las variedades resistentes (Ashraf & Ali,
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2008; Mansour & Stadelmann, 1994; Mansour et al., 1993; Mansour, 2013; Tuna et al.,
2007; Yang et al., 2009).

Como se ha mencionado en la Introduccion los esteroles libres y glicosilados son
componentes estructurales de la MP que regulan su fluidez y permeabilidad, y se ha
descrito que ambos tipos de esteroles desempefian un papel importante en las
respuestas adaptativas de las plantas a diferentes tipos de estrés abidtico (Beck et al.,
2007; Hugly et al., 1990; Kumar et al., 2015; Mishra et al., 2013; Mishra et al., 2015;
Pandey et al., 2014; Posé et al., 2009; Saema et al., 2016; Urbany et al., 2013; Wagatsuma
et al., 2015; Wang H. et al., 2012; Wang K. et al., 2012). Sin embargo, se conoce muy

poco sobre la posible funcion de los esteroles esterificados en este proceso.

Como una primera aproximacion para intentar conocer si los SE participan de alguna
manera en la respuesta de las plantas a estrés salino, se estudio la respuesta a este tipo
de estrés de los mutantes CR-psat]l y CR-asat1, tanto en plantas crecidas in vitro (Figura
46) como en cultivo hidropodnico (Figura 47), ya que en un trabajo previo realizado en
nuestro grupo de investigacion se habia observado que, en plantulas de tomate
crecidas in vitro, los genes que codifican las enzimas SIPSAT1 y SIASAT1 respondian
de forma diferencial al tratamiento con una concentracion elevada de sal en el medio
de cultivo durante 48 h. De forma que, mientras la expresion de SIASATI no
experimentaba cambios en respuesta al tratamiento, la expresion de SIPSATI
disminuia de forma significativa (Lara et al., 2018). Los resultados obtenidos en este
trabajo, aunque preliminares, sugieren que los mutantes CR-psatl, que presentan
niveles muy reducidos de SE (Figura 34), son mas sensibles a estrés salino que las
plantas wt, tanto in vitro (Figura 46) como in vivo (Figura 47). Sin embargo este fenotipo
no se observa en los mutantes CR-asat1, que presenta niveles de SE superiores a los de

las plantas wt (Figura 34).

Se ha descrito que, en diferentes especies vegetales, los niveles de esteroles
incrementan en condiciones de estrés salino, y se considera que una elevada relacion
FE/fosfolipidos en la MP incrementa la tolerancia a sal, debido a que incrementa la
rigidez de la membrana y, de esta forma, reduce la entrada de Na* al citosol. Por otra
parte, se ha observado que la sobreexpresion de la enzima SGT, responsable de la
sintesis de SG, incrementa la tolerancia a estrés salino y térmico en plantas de
Arabidopsis, tabaco y Whitania somnifera (Mishra et al., 2013; Pandey et al., 2014; Saema
et al., 2016). Aunque los resultados obtenidos en este trabajo son preliminares, puesto
que los SE son formas de reserva de FS que permiten mantener la homeostasis de los
mismos en la MP, se podria pensar que los niveles de SE en mutantes CR-psat1 no son
suficientes para realizar esta funcién y paliar los efectos deletéreos provocados por el
estrés salino en la MP, lo que explicaria también porque los mutantes CR-asatl no
presentan el fenotipo de sensibilidad a sal. Estos datos sugieren que, igual que se ha
observado en el caso de estrés biotico en Arabidopsis, la enzima SIPSAT1 tendria un
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papel mas prominente en la respuesta de las plantas a estrés salino que la SIASATI. Sin
embargo, se requieren mas datos experimentales para confirmar esta hipdtesis, entre
ellos conocer los niveles de las diferentes fracciones de esteroles en los mutantes y
plantas wild type expuestas a estrés salino. Por otra parte, cabe mencionar que, en este
trabajo, las determinaciones de esteroles se ha realizado en hojas de plantas wild type y
de los mutantes CR-psatl y CR-asatl; mientras que el exceso de sal es detectado
inicialmente en la raiz, por lo que se considera que los principales procesos implicados
en la adaptacion de las plantas a estrés salino tienen lugar en este organo. Debido a
ello, las raices tienen una elevada capacidad para controlar su concentracion de Na*y
Cl- (Basyuni et al., 2009). Ademas, la endodermis y, en menor medida, la exodermis,
son barreras apoplasticas de la raiz que controlan la toma y el transporte radial (corta
distancia) de agua y solutos hasta el xilema (Lux et al., 2004). Estudios muy recientes
realizados en nuestro grupo de investigacion han puesto de manifiesto que en plantas
de tomate wt expuestas a estrés salino, los niveles de SE en la raiz incrementan de
forma muy marcada, por lo que un analisis de la composicion de esteroles en las raices
de mutantes CR-psatl y CR-asatl, podria contribuir a entender el papel que
desempefian los SE en la respuesta de tomate a estrés salino y la participacion de
SIPSAT1 y SIASATI en este proceso. Ademas, la disponibilidad de dobles mutantes
CR-psatl x CR-asat1, que se han empezado a obtener durante el desarrollo de esta Tesis
Doctoral, puede contribuir a clarificar este ultimo aspecto, asi como la funcién e

importancia de ambas enzimas en el desarrollo de la planta y el fruto de tomate.

En conjunto los resultados obtenidos en este trabajo, aunque preliminares, apoyan la
idea de que los SE estan implicados en la respuesta a estrés abiotico, concretamente a
estrés salino, y que las enzimas de tomate implicadas en la sintesis de estos compuestos

(SIPSAT1 y SIASAT1) desempenian papeles diferenciados en este proceso.
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1.- Las enzimas SIASAT2, SIASATS5 y SIASATS son funcionalmente distintas a SIASAT1
porque, a diferencia de ésta, no son capaces de revertir el fenotipo bioquimico de las

semillas del mutante de Arabidopsis asat1-1 caracterizado por un aumento del nivel de
SE.

2.- La enzima SIASATS es también funcionalmente distinta a SIPSAT1 porque, a pesar
de su capacidad para esterificar esteroles finales en el fondo mutante asatl-1, no
restaura la capacidad del mutante de Arabidopsis psat1-2 para crecer en presencia de
mevalonato exdgeno tal y como hace SIPSATI.

3.- El bucle citosodlico de 18 aminodcidos que conecta la cuarta y quinta secuencias de
transmembrana de AtASAT1 es importante para que la enzima se distribuya
homogéneamente en la membrana del reticulo endoplasmatico, mientras que la region
equivalente de 101 aminoacidos que conecta la segunda y tercera secuencias de
transmembrana de SIASAT1 puede estar involucrada en la hipotética localizacion de
esta enzima en sitios de contacto entre el reticulo endoplasmatico y la membrana

plasmatica.

4.- El mutante de Arabidopsis psatl-2 presenta un fenotipo de sensibilidad a la
infeccidon con P.syringe pv. tomate DC3000 que no se observa en el mutante asat1-1, el
cual podria atribuirse a alteraciones en la permeabilidad de la membrana del mutante
psat1-2 como resultado de los cambios en el contenido de las diferentes fracciones de

esteroles descritos en este mutante, pero no en asat1-1.

5.- Se ha generado una amplia coleccion de semillas de mutantes nulos dobles y triples
de Arabidopsis afectados en la sintesis de las distintas fracciones de esteroles
conjugados, que permitira establecer el impacto de las diferentes combinaciones de
alelos mutantes sobre los niveles de esteroles libres, glucosilados y esterificados, y

estudiar su efecto en la respuesta de las plantas a diferentes tipos de estrés.

6.- Mediante edicion por CRISPR/Cas9 de la secuencia codificante de los genes
SIASAT1 y SIPSAT1 se han obtenido lineas mutantes de tomate cv. Micro-Tom con las
enzimas SIASAT1 o SIPSAT1 inactivadas, denominadas CR-asatl y CR-psatl,

respectivamente.

7.- La pérdida de funcion SIPSAT1 provoca una reducciéon muy marcada del contenido
de esteroles finales esterificados en semillas y hojas de tomate, y un aumento
moderado de los niveles de esteroles libres, mientras que la pérdida de funcién
SIASAT1 no altera de forma significativa ni los niveles de esteroles finales esterificados
ni de esteroles libres en semillas, a diferencia de lo que ocurre en las hojas, donde
provoca un incremento drastico de los niveles de esteroles esterificados y mucho mas

moderado de los esteroles libres.
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8.- La pérdida de funciéon de SIPSAT1 causa una disminucion de los niveles del
intermediario cicloartenol esterificado tanto en semillas como en hojas, mientras que la
inactivacion de SIASAT1 produce el efecto contrario, ya que en ambos tejidos los

niveles de cicloartenol esterificado aumentan de forma muy acusada.

9.- El andlisis de los perfiles de esteroles libres y esterificados en hojas y semillas de los
mutantes de tomate CR-asatl y CR-psat] sugiere que las preferencias para el sustrato

esterol de SIASAT1 y SIPSAT1 son distintas aunque parcialmente solapantes.

10.- La reduccién del contenido de SE en hojas de los mutantes CR-psat1 se correlaciona
con una disminucién del nimero de cuerpos lipidicos por unidad de area de tejido en
comparacion con las hojas de las plantas wild type, mientras que en hojas de los
mutantes CR-asat] el aumento de SE no se traduce en un aumento del niimero de LDs,
lo que sugiere que la formacion de cuerpos lipidicos en tejidos vegetativos de tomate

estd estrechamente relacionada con la esterificacion de esteroles mediada por SIPSATI.

11.- La pérdida de funcion SIPSAT1 retrasa la germinacion, altera el establecimiento de
las plantulas observandose un porcentaje significativo de semillas en que los
cotiledones emergen antes que la radicula, y se asocia a un mayor porcentaje de
embriones con tejidos no viables, mientras que los efectos de la inactivacion de
SIASAT1 sobre estos procesos son practicamente inexistentes, por lo que estos
fenotipos pueden atribuirse a los niveles reducidos de esteroles esterificados de las

semillas de los mutantes CR-psat1.

12.- La inactivacion de SIPSAT], a diferencia de la de SIASAT1, produce un fenotipo de
enanismo moderado, caracterizado por una reduccion de la longitud de los tallos
primario, principal y laterales, anomalias en la morfologia de las hojas y una
disminucion de la produccion de frutos cuyo peso no muestra diferencias significativas

con los frutos de las plantas wild type.

13.- La inactivacion de SIPSAT1, a diferencia de la de SIASAT1, produce un fenotipo de
sensibilidad a estrés salino, que podria deberse a que los bajos niveles de SE presentes
en los mutantes CR-psat1 no serian suficientes para mantener los niveles adecuados de
esteroles libres y/o glicosilados en la MP requeridos para paliar los efectos deletéreos

provocados en la misma por el estrés salino.

14-. Los mutantes nulos de tomate generados en este trabajo presentan distintos
perfiles cualitativos y cuantitativos de esteroles libres y conjugados que permitiran
abordar futuros estudios orientados a conocer la funcién de estos metabolitos en el

desarrollo y la respuesta a estrés bidtico y abiotico del tomate.
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6.1. Material vegetal

Las plantas utilizadas para la realizacion de este trabajo fueron tomate (Solanum
lycopersicum cultivar Micro-Tom), Nicotiana benthamiana y Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia 0 (Col-0).

6.1.1. Mutantes de Arabidopsis thaliana

Mutante asat1-1 (GB-056B09): Mutante para el gen ASAT1 (At3g51970). Fondo genético
Col-0 (NASC ID: N405301). La insercion de T-DNA se encuentra en la posiciéon +799
respecto a la primera base del codon ATG de inicio de la traduccion. El mutante

presenta resistencia a sulfadiazina.

Mutante psatl-2 (SALK_117091): Mutante para el gen PSATI (At1g04010). Fondo
genético Col-0 (NASC: N663767). La insercion de T-DNA le confiere resistencia a
kanamicina y se encuentra en la posicion +695 respecto a la primera base del codén

ATG de inicio de la traduccion (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress).

Mutante ugt80A2 (SALK_020939): Mutante para el gen UGT80A2 (At3g07020). Fondo
genético Col-0 (NASC ID: N25034). La insercion de T-DNA le confiere resistencia a
kanamicina y se encuentra en la posicion +175 respecto a la primera base del codon

ATG de inicio de la traduccion (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress)

Mutante ugt80B1 (SALK_103581): Mutante para el gen UGTS80B1 (Atlg43620). Fondo
genético Col-0 (NASC ID: N2105582). La insercion de T-DNA le confiere resistencia a
kanamicina y se encuentra en la posicion +29 respecto a la primera base del codon ATG

de inicio de la traduccion (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress)

Mutante ugt80A2B1: Doble mutante para los genes UGT80A2 (At3g07020) y UGT80B1
(At1g43620) en fondo genético Col-0 (Stuck et al., 2015). Poseen cardcter de resistencia
al herbicida BASTA.

6.1.2. Cultivo en tierra de tomate cv Micro-Tom

Se sembraron las semillas a 5 mm de profundidad en turba (Klasmann TS2)
previamente humedecida en macetas pequefias (5 cm x 5 cm x 6,5 cm) contenidas en
una bandeja con agua hasta 1 cm de altura y se cubrieron con pelicula plastica para
mantener una humedad relativa del 100%. Se llevaron a invernadero en condiciones de
dia largo (16 h luz/8 h oscuridad) a 26-28°C (dia) y 22-24°C (noche). Al cabo de una
semana, una vez que empieza la formacion de cotiledones, se perford la cubierta para
abrir la ventilacion y empezar la aclimatacion a las condiciones del invernadero, y una
semana después se retird por completo la cubierta (humedad relativa del 60-70%). Una
vez que las plantulas tuvieron los cotiledones completamente expandidos y dos pares

de hojas verdaderas (3 semanas después del sembrado) se transfirieron a macetas de
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mayor tamano (13 cm de didmetro x 10 cm de altura) y se sustituyd el sustrato por una
mezcla de turba (Klasmann TS2), perlita y vermiculita (2:1:1). Las plantas se
mantuvieron en invernadero en las mismas condiciones. Las semillas se extrajeron a
partir de frutos rojos maduros, se enjuagaron con abundante agua destilada en un
colador y se colocaron sobre papel filtro durante 3 a 4 dias hasta que se secaron lo
suficiente para después recolectarlas en tubos Eppendorf que se conservaron a

temperatura ambiente.

6.1.3. Cultivo in vitro de tomate cv Micro-Tom

Las semillas se esterilizaron enjuagandolas en agua estéril durante 30 min, seguido de
un tratamiento con anti fngico Captan (Bayer) a una concentracion de 3 g/L durante 5
min y 2 enjuagues con agua estéril de 5 min cada uno. A continuacién, se lavaron
durante 15 min con una solucién al 2% NaClO (40% lejia comercial) y 0,01% Tween 20,
y se enjuagaron 5 min con agua estéril 3 veces mas. Finalmente, se retir6 el agua y las
semillas estériles fueron sembradas en placas con medio s6lido 0,5 MSO (2,5 g/L de
sales basales Murashige-Skoog [MS], vitaminas Gamborg B5 [inositol 100 mg/L, 4cido
nicotinico 1 mg/L, piridoxina 1 mg/L y tiamina 1 mg/L], agar 8 g/L, pH 5,7-5,9). Las
plantas se dejaron crecer en condiciones de dia largo (16 h luz/8 h oscuridad) con una
irradiacion de 150 uE m?2s ' a 24°C.

6.1.4. Cultivo en tierra de Nicotiana benthamiana

Las semillas de N. benthamiana se sembraron en macetas pequenas con turba y se
cultivaron en invernadero en condiciones de dia largo, con una temperatura de 24-28°C
(dia) y 22-24°C (noche). Transcurridos unos 10 dias, cada plantula se trasplanté a una
maceta mas grande, donde se dejaron crecer entre 3-6 semanas hasta alcanzar el estadio
adecuado para la agroinfiltraciéon: 4 hojas totalmente extendidas y antes de la
formacion de inflorescencias. El cultivo de N. benthamiana fue realizado por el servicio
de invernaderos del CRAG.

6.1.5. Obtencion de semillas de Arabidopsis thaliana

Se sembraron semillas de A. thaliana sin esterilizar en macetas pequenas (6,5 cm x 5 cm
x 5 cm) conteniendo una mezcla de turba (Klasmann TS2), perlita y vermiculita (2:1:1)
previamente humedecida, se colocaron en una bandeja con agua hasta 1 cm de
profundidad y se cubrieron con pelicula plastica para mantener una humedad relativa
del 100%. Se estratificaron a 4°C en oscuridad durante 3 dias y se llevaron a
invernadero a 22-24°C en condiciones de dia largo (16 h luz/8 h oscuridad). Una vez las
semillas germinaron, se perford la cubierta para permitir la aclimatacion a las
condiciones del invernadero. Al cabo de una semana se retird la cubierta por completo
y las plantas se dejaron crecer con ayuda de tutores de madera. Una vez que se

produjeron las silicuas y éstas empezaron a virar a color marrén (aproximadamente 8

106



MATERIALES Y METODOS

semanas después de la germinacion) se cubrieron con sobres de papel y se suspendio el
riego. Cuando los tallos se encontraban completamente secos (aproximadamente 3
semanas después de poner los sobres), se cortaron y se recolectaron las semillas, que se
tamizaron hasta eliminar los restos de material vegetal seco. Las semillas se

almacenaron a temperatura ambiente en tubos Eppendorf.

6.1.6. Cultivo in vitro de Arabidopsis thaliana

Una cantidad de semillas equivalente de 100 pL se colocaron en un tubo Eppendorf de
1,5 mL, se anadieron 500 puL de etanol 70% (v/v) y se agitaron en vortex durante 30 seg.
Una vez retirada la solucion anterior, se realizd6 un lavado con 500 uL de etanol
absoluto. Para eliminar los restos de etanol, se colocaron los tubos abiertos en la cabina
de flujo laminar el tiempo necesario para que las semillas estuvieran secas. Las semillas
estériles se sembraron en placas con medio 0,5 MS (2,2 g/L de sales basales Murashige-
Skoog, 1 g/L. de MES [4cido 2-morfolinoetanosulfonico monohidrato], sacarosa 1% p/v
y 8 g/L de agar, pH 5,7-5,9). Las placas se envolvieron con papel de aluminio para crear
condiciones de oscuridad y se dejaron en la cdmara fria a 4°C durante 48 h para
estratificar. Posteriormente, se llevaron a la cdmara de cultivo donde las plantas se
dejaron crecer en condiciones de dia largo (16 h luz/8 h oscuridad) con una irradiacion
de 150 uME m?2 s 1 a 24°C.

6.1.7. Obtencion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana

El sistema de recombinacién Gateway se usd para transferir los cDNA SIASAT1 y
SIASATS8 de los pldsmidos pENT-SIASAT1 y pENT-SIASATS al vector binario de
expresion en planta pEarleyGatel00 (Earley et al., 2006) que confiere resistencia a
fosfinotricina (PPT, DL-Phosphinotricin) y fue obtenido del “Arabidopsis Biological
Resource Center” (ABRC; stock CD3-724). Los vectores resultantes pEG100-SIASAT1 y
pEGI100-SIASATS, se introdujeron en Agrobacterium tumefaciens GV3101 por
electroporacién y se usaron para transformar plantas mutantes de Arabidopsis psat1-2
por el método de inmersién floral (Clough & Bent, 1998) que se describe a

continuacion.

Se emplearon 6 macetas (J 10cm x 9cm) para cada evento de transformacion en las
cuales se sembraron de 6 a 10 semillas del mutante de Arabidopsis. El sustrato
contenido en cada maceta estd compuesto por mezcla de turba (Klasmann TS2), perlita
y vermiculita (2:1:1) previamente humedecida, que se cubrié con una malla de nylon y
se asegurd con una goma de plastico para prevenir que el sustrato caiga en el medio de
inoculacion. Las macetas se colocaron en una bandeja con agua hasta 1 cm de
profundidad y para mantener una humedad relativa al 100% se coloc una cubierta de
plastico. Las bandejas permanecieron durante dos dias a 4°C en oscuridad para

estratificar las semillas. Posteriormente, se llevaron a invernadero a 22-24°C en
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condiciones de dia corto (8 h luz/16 h oscuridad). Una vez iniciada la germinacién, se
perfor6 la cubierta plastica para permitir la aclimatacion a las condiciones del
invernadero y una semana después se retird la cubierta por completo. Después de 5
semanas, las plantas se trasladaron al invernadero en condiciones de dia largo (16 h
luz/8 h oscuridad) para dejarlas crecer durante 4 semanas mas. Para obtener mas
botones florales por planta, se cortaron las inflorescencias cuando en la mayoria de las
plantas se habia formado los tallos primarios, de tal forma que disminuye la
dominancia apical y se favorece la aparicion sincronizada de multiples tallos
secundarios. Las plantas se sumergieron en el medio de inoculacion con A. tumefaciens
cuando se contaba con el mayor numero de botones florales cerrados (8-10 dias

después del corte de los tallos primarios).

La cepa de A. tumefaciens GV3101 portadora del plasmido de interés se sembro en
medio solido YEB suplementado con antibidticos (rifampicina 100 pg/mL, kanamicina
25 pg/mL y carbenicilina 100 pug/mL) y se incubd a 28°C durante 48 h. Para la
preparacion del pre-cultivo, se inocularon con una colonia aislada de A. tumefaciens 3
mL de medio liquido YEB suplementado con las mismas concentraciones de los
antibioticos anteriores y el cultivo se incub6 a 28°C en agitacion durante 18 h.
Posteriormente, se tomaron 250 uL del pre-cultivo que se inocularon en 250 mL de
medio YEB suplementado con los mismos antibidticos que el cultivo anterior, y el
cultivo se incub6 a 28°C en agitacion (12-16 h) hasta obtener una densidad dptica de
0,6-1 (A=600 nm). El precipitado de células se recuper6 por centrifugacién a 5000 rpm
durante 15 min y se resuspendié en 150 mL de una solucién de sacarosa (5% p/v) y
Silwet L-77 (0,025%).

Las plantas de Arabidopsis en el adecuado estadio de desarrollo se sumergieron
durante un minuto en la suspension de A. tumefaciens previamente preparada. Las
plantas inoculadas se mantuvieron en horizontal sobre papel filtro en bandejas
separadas conforme al tipo de construcciéon usada en la transformacién y se colocé una
cubierta de plastico para mantener la humedad. Una vez las inflorescencias
comenzaron a curvarse hacia arriba, se retir¢ el plastico y las macetas se colocaron de
nuevo en vertical. Las plantas se llevaron al invernadero en condiciones de dia largo

(16 h luz/8 h oscuridad) para completar su desarrollo hasta producir semillas.
6.1.7.1. Seleccion de plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas

La seleccion de las semillas transformadas se baso en la capacidad de germinar y crecer
de las plantulas en placas con medio 0,5 MS suplementado con PPT (16 pug/mL), el
herbicida al que da resistencia el T-DNA del plasmido pEarlyGate100 empleado en la

transformacion.

El mutante asatl-1 presenta resistencia a sulfadiazina que le aporta el T-DNA del

plasmido pAC161, por lo que las semillas de este mutante se seleccionaron por su
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capacidad de germinar y crecer las plantulas en presencia de sulfadiazina en medio 0,5

MS con sacarosa 1% suplementado con sulfadiazina 2,5 pg/mL.

Se aplico el método de seleccion rapida en las plantulas de semillas Ti propuesto por
Harrison y colaboradores (2006), el cual permite la rdpida identificacion de

transformantes en placas con medio MS suplementado con PPT (Figura 48).

Método  Estratificacion 7a10 dias o Seleccién
Tradicional Luz

Método Estratificacion . 6 h 2dias 1dia Seleccion

ooc Luz Oscuridad Luz
Répido

Figura 48. Métodos de seleccion de plantulas transformantes de Arabidopsis. Adaptado de
Harrison et al., 2006.

Las semillas estériles se sembraron en placas con medio 0,5 MS con PPT (16 ug/L) o con
sulfadiazina (2,5 pug/mL), y se estratificaron durante 48 h en oscuridad a 4°C. Se
transfirieron a una cdmara de cultivo donde se mantuvieron durante 6 h a 22°C en
constante iluminacion (150 HE m s ') para estimular la germinacién. Para promover el
incremento de la longitud del hipocotilo y facilitar la posterior extraccion de las
plantulas resistentes, las placas se cubrieron con papel de aluminio y se incubaron
durante 2 dias a 22°C. Posteriormente las placas con las semillas se llevaron a la cdmara
de cultivo donde las plantas se dejaron crecer en condiciones de dia largo (16 h luz/8 h
oscuridad) con una irradiacion de 150 pE m?2 s 1 a 24°C. Después de 24 h los
transformantes ya son facilmente identificables. Las semillas de los transformantes
primarios resistentes al herbicida PPT obtenidos en la primera seleccién rdpida se
analizaron para la segregacion del caracter de resistencia a PPT, y las plantas de
semillas con una segregacion 3:1 se crecieron en tierra para obtener lineas homocigotas
Ts. La seleccion de lineas homocigotas independientes se realizé por el método
tradicional, con 2 dias de estratificacion de las semillas en medio 0,5 MS con PPT
seguido por un periodo de 7 a 10 dias de crecimiento en condiciones de dia largo
(Figura 48).
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6.1.8. Obtencion de dobles y triples mutantes de Arabidopsis thaliana

por polinizacién cruzada

Para cruces mas eficientes, se eligié como planta femenina la que tenia desarrolladas de
5 a 6 inflorescencias y como planta masculina la que habia iniciado la formacién de
silicuas. De la inflorescencia de la planta femenina, se eliminaron las silicuas maduras
asi como las flores abiertas y los botones florales maduros. El meristemo floral y los
botones que eran demasiado pequenos se eliminaron mediante unas pinzas finas
lavadas con etanol al 96%. Normalmente de 3 a 5 botones florales tienen el tamano
adecuado y son los que se emplean para el cruce. Los botones se abrieron insertando la
punta de las pinzas entre los pétalos y los sépalos, que se eliminaron cuidadosamente,
asi como las anteras inmaduras, dejando expuesto el estigma. El mismo procedimiento
se repitié con los botones restantes de la inflorescencia y la inflorescencia emasculada
se marco con un trozo de hilo alrededor del tallo. Los estigmas de las flores
emasculadas se cubrieron con el polen de una flor abierta y madura de la planta
masculina. Para ello, la flor se sujeta con unas pinzas y se acercan las anteras al estigma
para depositar tanto polen como sea posible. Las inflorescencias polinizadas se
cubrieron con plastico transparente para evitar la pérdida excesiva de humedad, que se
retird dos dias después. Las plantas se mantuvieron en el invernadero en condiciones
de dia largo (16 h luz/8 h oscuridad) y se vigilé6 constantemente la formacion de las
silicuas para recolectarlas justo antes que empezaron a abrirse. Cada silicua recolectada
se colocd en un tubo Eppendorf de 1,5 mL sin cerrar pero cubierto con Parafilm con
pequenias perforaciones. Las silicuas deben mantenerse de esta forma durante un par
de dias a temperatura ambiente para una mayor maduraciéon. Las semillas de las
silicuas obtenidas se sembraron en sustrato y se dejaron crecer en condiciones de dia
largo hasta que fue posible tomar una muestra de hojas de la roseta para genotipar las

plantas.

6.1.9. Cultivo de Arabidopsis thaliana para tratamiento con

mevalonolactona

Para evaluar el efecto del aumento de sintesis de esteroles libres causado por la adicion
externa de mevalonato en las plantas del mutante psatl-2 retransformadas con los
genes de tomate ASAT1 y ASATS se siguid el protocolo usado por Bouvier-Nave y
colaboradores (2010). Las semillas de las lineas de interés se germinaron en vertical en
placas con medio 1/3 MS (1,4 g/L de MS, 1 g/L de MES, sacarosa al 1% p/v, 8 g/L de
agar, pH 5,7-5,9) bajo condiciones de dia largo (16 h luz/8 h oscuridad). Después de 15
dias, se transfirieron 10 plantulas a matraces Erlenmeyer conteniendo 100 mL de medio
liquido 0,5 MS (2,2 g/L de MS, 1 g/L de MES, sacarosa al 1% p/v, 8 g/L de agar, pH 5,7-
5,9). Se agreg6 mevalonolactona (Sigma) en solucion etanélica 5 M al medio de cultivo

liquido, para obtener una concentracién final de 3 mM. Paralelamente, se crecieron las
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plantulas de las mismas lineas en medio liquido sin mevalonolactona para utilizarlo
como control de crecimiento. En estos matraces, se afiadio la cantidad correspondiente
de etanol al 95% el cual fue utilizado como disolvente de la mevalonolactona. Las
plantulas se cultivaron durante dos semanas bajo las mismas condiciones de luz y

temperatura con agitacion (120 rpm).
6.1.10. Infeccidon de Arabidopsis thaliana con Pseudomonas syringae

La inoculacion de las plantas de Arabidopsis se realiz6 de forma independiente por
infiltracién e inmersion (Katagiri et al., 2002) utilizando una solucién bacteriana del
patogeno P. syringae pv. tomate (Pst DC3000) en una concentracion de 1 x 10° ufc/mL
(DO600=0,002) 'y 2,5 x 107 ufc/mL (DOew=0,05), respectivamente. En ambos
procedimientos la solucion bacteriana de inoculacion se prepard a partir de un cultivo
de Pst DC3000 en medio sdlido King Agar B (K2PO:1,5 g/L, MgSOs - 7H20 1,5 g/L, agar
15 g/L, peptona 20 g/L, glicerol 10 ml/L, pH 7) con rifampicina (100 ug/mL) y
kanamicina (25 pg/mL). Para colectar las bacterias de la placa de Petri, se agregaron 5
mL de MgCl: (10 mM), se separaron las colonias del medio con un asa de cultivo y se
transfirieron a un tubo de plastico estéril de 15 mL. La densidad optica de la solucion
bacteriana se ajustd diluyendo con una solucion de MgCl. 10 mM + Sylwet L77 200

uL/L para obtener la concentracién deseada.

6.1.10.1. Inoculacion del patéogeno en hojas de roseta por infiltracion

Se emplearon 12 macetas (5 cm x 5 cm x 6,5 cm) para cada linea de Arabidopsis de
interés, con una sola planta por maceta. El sustrato contenido en cada maceta se
componia de una mezcla de turba (Klasmann TS2), perlita y vermiculita (2:1:1)
previamente humedecida. Hojas de roseta de plantas de 4 semanas de edad cultivadas
en condiciones de dia corto (8 h luz/16 h oscuridad) se infiltraron con una solucién
bacteriana de Pst DC3000. Para esto se empleo una jeringa de 1 mL sin aguja y se
infiltré la suspension bacteriana en la cara abaxial de diferentes hojas de una misma
planta, las cuales se marcaron con rotulador para su posterior identificacién. Como
control no infectado se utilizaron plantas infiltradas por el mismo procedimiento pero
sOlo con la solucion de MgCl: + Sylwet (Mock). Las bandejas que contenian las plantas
inoculadas y lasplantas control, se cubrieron con una cabina de mini-invernadero para

mantener el 100% de humedad relativa durante 48 h.

El crecimiento bacteriano en el tejido foliar se determind contando las unidades
formadoras de colonias (ufc) en diluciones seriadas, obtenidas a partir de muestras
recolectadas una hora post-infeccion (1 hpi) y 3 dias post-infecciéon (3 dpi). Para ello,
cuatro discos de 0,5 mm didmetro tomados de las hojas infectadas de una sola planta se
homogeneizaron con 500 pL de MgCl: + Sylwet. Del homogeneizado se tomaron 100
uL y se diluyeron en 900 uL de MgClz + Sylwet para realizar diluciones seriadas 1:10
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para cada muestra (hasta una dilucion 107). Una alicuota de 3 uL de cada dilucion se
inocul6 en medio solido LB con kanamicina y rifampicina por duplicado y después de
que las gotas se hubiesen embebido en el medio, se incubaron las placas durante 48 h a
28°C. La siguiente formula se utiliz6 para cuantificar la densidad bacteriana en cada

muestra.

ufc en la ultima dilucion factor de dilucion

log ufc /cm? = lo X
10 -
& 8104 olumen muestra uL " &rea muestra cm?

6.1.10.2. Inoculacion del patégeno en planta por inmersion

Se emplearon 6 macetas (5 cm x 5 cm x 6,5 cm) para cada linea de Arabidopsis de
interés, en las cuales se sembraron de 4 a 6 semillas. El sustrato contenido en cada
maceta se componia de una mezcla de turba (Klasmann TS2), perlita y vermiculita
(2:1:1) previamente humedecida, que se cubrié con una malla de nylon y se asegurd

con una goma de plastico para prevenir que el sustrato cayese al medio de inoculacion.

La inoculacion de la bacteria se realizd sumergiendo las plantas durante 60 segundos
en 100 mL de una suspension bacteriana de 2,5 x 107 ufc/mL. Para el control no
infectado se realizé el mismo procedimiento de inoculacidon pero sélo con la solucion
de MgCl: + Sylwet (Mock). Las bandejas que contenian las plantas inoculadas y las
plantas control, se cubrieron con una cabina de mini-invernadero para mantener el
100% de humedad relativa. Transcurridas 1 y 72 h de la inoculacion, se colectaron y
pesaron 10 hojas de la roseta de cada linea inoculada y control por triplicado. Este
material vegetal se homogeneizé con 500 pL de MgCl: + Sylwet y una vez

homogeneizado, se agregaron 500 pL mas de MgCl. + Sylwet.

La densidad de bacterias en el tejido vegetal (unidades formadoras de colonia por mg
de peso fresco de tejido; ufc/mg) se calculd a partir de diluciones seriadas (hasta 107)
del homogeneizado. Para ello, se inocularon 3uL de cada dilucién en una placa con
medio LB suplementado con kanamicina y rifampicina, por duplicado. Después de que
las gotas se habian embebido en el medio, se incubaron las placas durante 48 h a 28°Cy
se conto el nimero de colonias en cada placa. Para cuantificar la densidad bacteriana

en cada muestra se utilizo la siguiente formula:

# ufc en la ultima dilucion  factor de dilucion

log ufc /mg =1 X
og ufc/mg = logg volumen de muestra pL peso muestra mg
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6.2. Material microbiologico
6.2.1. Células competentes

E. coli TOP10. F- mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A (ara-leu) 7697 galU galK A- rpsL (S5trR) endAl nupG, y DH5a: F- ¢80lacZAM15 A
(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rx-, mx*) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl.
Empleadas para la transformacion con plasmidos recombinantes portadores de
productos de amplificacion por PCR y de productos de recombinacion entre plasmidos

del sistema Gateway.

E. coli DB3.1. F- gyrA462 endAl gIinV44 A (srl-recA) mcrB mrr hsdS20 (rs;, ms-) aral4
galK2 lacY1 proA2 rpsL20 (Smr) xyl5 Aleu mtll. Usada para la propagacion de
plasmidos conteniendo el gen letal ccdb utilizado durante la seleccidon de plasmidos del

sistema Gateway.

A. tumefaciens GV3101::pMP90. Cepa resistente a rifampicina y gentamicina portadora
del plasmido Ti pMP90 (pTiC58DT-DNA) que contiene los genes vir, esenciales para la
insercion del T-DNA en el genoma de la planta. Empleada en la transformacion estable

de plantas de A. thaliana y transformacion de cotiledones de tomate.

A. tumefaciens EHA105. Cepa resistente a Rifampicina y estreptinomicina portadora
del plasmido Ti pEHA105 (pTiBo542DT-DNA). Empleada en la expresion transitoria

de proteinas en plantas de N. benthamiana.

6.2.2. Medios de cultivo

LB (Luria-Bertani): 10 g/L de NaCl, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de triptona a
pH 7,4. El medio sélido se prepar¢ anadiendo 15 g/L de agar bacteriologico.

YEB (Yeast Extract Broth): 1 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de extracto de carne,
5 g/L peptona, 5 g/L de sacarosa y 0,5 g/L de MgSO4+7H:20 a pH 7,2. El medio sélido se
preparo afiadiendo 15 g/L de agar bacterioldgico.

Tabla 10. Antibidticos y suplementos utilizados en la preparacion de medios para cultivos
bacterianos.

Antibiotico Concentracion del stock Concentracion de trabajo
Kanamicina 25 mg/mL 25 ug/mL
Carbenicilina 100 mg/mL 100 pg/mL
Rifampicina 50 mg/mL 100 pg/mL
Gentamicina 100 mg/mL 25 ug/mL
Espectinomicina 50 mg/mL 100 pg/mL
IPTG 100 mM 0,5 mM
X-Gal 20 mg/mL 80 ug/mL
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6.3. Analisis de la expresion génica
6.3.1. Extraccion de RNA de plantas

Las muestras de tejido vegetal de las diferentes especies fueron congeladas en N:
liquido inmediatamente después de su recoleccion y luego se trituraron con mortero y
pistilo en presencia de N2 liquido. Se extrajo RNA total a partir de aproximadamente
100 mg de tejido mediante el kit Maxwell® 16 LEV Plant RNA (Promega) de acuerdo
con las instrucciones del proveedor. El RNA extraido se cuantificé por
espectrofotometria mediante NanoDrop y se midid la relacion de absorbancia
A260/A280 como un indice para valorar la pureza de la muestra (la relacion A260/A280
debe aproximarse a 2). Las muestras de RNA también se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa para comprobar la integridad del RNA y la ausencia de

DNA gendmico contaminante.
6.3.2. Extraccion de RNA de semillas

Se empleo el método descrito por Vicient y Delseny (1999) que se basa en el uso de LiCl
para la extraccion y precipitacion del RNA, seguido de diferentes extracciones
fendlicas. Se pesaron 150-200 mg de semillas de Arabidopsis y se trituraron en mortero
con N: liquido. El material triturado se colocé en un microtubo de 2 mL y se agregd 1
mL de buffer de extraccion (LiCl 8 M, B-mercaptoetanol 2%) previamente enfriado. La
muestra se homogeneizo y se incubd toda la noche a 4°C en agitacion suave. Se
centrifugo 5 segundos a 13000 rpm y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo de
2mL. El sobrenadante se centrifugé a 13000 rpm durante 30 min a 4°C y se recuperd el
precipitado que se lavd con etanol al 70% frio y se resuspendié en 0,5 mL de buffer de
solubilizacién (SDS 0,5%, NaCl 100 mM, EDTA 25 mM pH 8, Tris-HCI 10 mM pH 7,6,
-mercaptoetanol 2%). Se realizaron dos extracciones con el mismo volumen de fenol
equilibrado (pH 7,6), una extraccion con un volumen de una mezcla de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y una extraccion con un volumen de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). En todas las extracciones se mezclaron
manualmente la fase acuosa y la orgdnica, que posteriormente se separaron por
centrifugacion a 13000 rpm, a 4°C durante 15 min. A la fase acuosa extraida se le
afadieron 0,1 voliumenes de acetato de sodio 3 M y 1,5 volumenes de etanol absoluto
frio. Las muestras se incubaron a -20°C toda la noche y se centrifugaron a 13000 rpm, a
4°C durante 30 min. Se elimin6 el sobrenadante y al precipitado con el RNA se
anadieron 0,25 mL de acetato de sodio 3 M. Se agitd vigorosamente durante un minuto
para resuspenderlo y después se centrifugd a 13000 rpm a 4°C durante 10 min. El
precipitado obtenido se lavd con etanol al 70% y se resuspedié en 50-100 uL de agua
tratada con DEPC. El RNA se cuantificd por espectrofotometria mediante NanoDrop y

se midio la relacion de absorbancia A260/A280. Las muestras de RNA también se
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analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa para comprobar la integridad del

RNA vy la ausencia de DNA gendmico contaminante.

6.3.3. Sintesis de cDNA

La reaccion de sintesis de cDNA mediante transcripcion reversa (RT) se realiz6 a partir
de 1 pg de RNA total de cada muestra mediante el kit NZY First-Strand cDNA
Synthesis (NZYtech) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La mezcla de
reaccion, que estaba compuesta por 10 pL de NZYRT 2X Master Mix (incluye oligo
(dT)1s, hexdmeros random, MgCl> y dNTPs), 2 uL de NZYRT Enzyme Mix (incluye
NZY Reverse transcriptase y NZY Ribonuclease Inhibitor), 1 ug de RNA total y agua
tratada con DEPC hasta un volumen de 20 uL, se incubd en un termociclador a 25°C
durante 10 min seguido de 30 min a 50°C. Transcurrido este tiempo, se detuvo la
reaccion calentando la mezcla 5 min a 95°C y después se enfrié en hielo. Por altimo, se
agregd a la mezcla 1 uL de NZY RNase H y se incubd a 37°C durante 20 min. La
integridad del cDNA se comprobo amplificando un fragmento de un gen de referencia
en cada muestra mediante PCR semicuantitativa: El gen de actina (Solyc03g078400)
para muestras de tomate y el de ubiquitina UBC21 (At5g25760) para muestras de
Arabidopsis.

6.3.4. PCR semicuantitativa

Para la determinar la expresion de los genes SIASATI y SIASATS en el mutante de
Arabidopsis psat-2 se realizd una PCR semicuantitativa utilizando cDNA sintetizado
como se especifica en el apartado anterior. La mezcla de reaccion se prepar6 con 5 pL
de Green Taq Master mix (Promega), 1 uL de cada primer (10 uM), 1 uL de cDNA
diluido 1:10 y agua mQ hasta completar un volumen final de 10 uL. Las condiciones de
reaccion fueron: 5 min de desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 30 a 32 ciclos que
incluian 30 seg de desnaturalizacién a 94°C, 30 seg de hibridacién a una temperatura
3°C mas baja que la Tm menor de los primers, 1 min/kb de extension a 72°C, y una
extension final de 5 min a 72°C. En la Tabla 11 se presentan las secuencias de los
primers utilizados en cada caso. Los productos de amplificacién resultantes se

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 11. Primers para PCR semicuantitativa.

Gen Codigo gen Nombre Secuencia

SAT1 TRANS FW GACCAAGGTCCACTTTCTGATTC

SIASATL  Solycl1g012260 ¢ 1 TRANS RV GGGCCTAAGGATACGAGTGAC

ATATRANSFW  CGTGGATCGAAAATACGAGATT
SIASATS  Solyc12g089050 NS

SAT4 TRANS RV GAAATTCTTGCATCCATAATTAC
UBC21 At5e25760 AtUBC qPCRF TCAAATGGACCGCTCTTATC
& AtUBC qgPCR R CTTGGACGCTTCAGTCTGTG
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6.3.5. PCR cuantitativa (qPCR)

Se utiliz6 el equipo LightCycler480 (Roche) y el fluoréforo SYBRGreen (Roche). Los
primers se disenaron mediante el programa PrimerQuest de IDT

https://eu.idtdna.com/PrimerQuest (Owczarzy et al., 2008), seleccionando la opcién

para disefiar primers para qPCR empleando colorantes intercalados como SYBR®.
Cada pareja de primers se disefid siguiendo los siguientes criterios: hibridacion con la
secuencia del gen diana en una region cercana al extremo 3'; amplificacion de un
fragmento de cDNA separado por un intrén en el gen correspondiente; tamano del
amplicon entre 100 y 200 nucleoétidos; contenido de GC de 50 a 60%; longitud entre 18 y
24 nucleotidos; Tm comprendida entre 58°C y 63°C; minima probabilidad de formacion
de heterodimeros, homodimeros y horquillas. Se determin¢ la eficiencia de cada pareja
de primers para determinar la concentracion a la cual la amplificacion se produce de
forma lineal. Se realizé una recta de calibracion con los valores de Ct obtenidos en la
amplificacion a partir de diferentes concentraciones de cDNA (1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80,
1:160) con cada pareja de primers, representando el valor de Ct frente al logaritmo de
la concentracion de la pareja de primers. La eficiencia se calculé empleando la férmula:
Eficiencia = 2-10(/pendiente dela recta) [Jn valor igual a 2,0 equivale a una eficiencia del 100%
y se aceptaron valores de 2,0 + 0,2. Para normalizar la expresion de los genes diana
analizados se emplearon como genes de referencia, el gen de actina (Solyc03g078400)
en muestras de tomate y el gen de ubiquitina UBC21 (At5g25760) en muestras de
Arabidopsis. En la tabla 12 se muestran, respectivamente, los genes de tomate y
Arabidopsis cuya expresion fue analizada y las secuencias de los primers utilizados en

cada caso.
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Tabla 12. Primers para qPCR en muestras de tomate y Arabidopsis.

Gen Codigo gen Nombre Secuencia
qPCR. Actin.fw CCTTCCACATGCCATTCTCC
Actina  Solyc03g078400  qPCR.Actin.rev CCACGCTCGGTCAGGATCT

SIPSAT qPCR FW TGCTATTGGGATTACGGGAAAG

SIPSATL  Solyc09072710  g1ps AT gPCRRV ~ GTGTGACAGGATGTGAGATGTAG

SIASAT1qPCR-FW GAAGTTAGTTGAAAATGGTITCTAGTG

SIASATL  Solycl1g012260 g \GATIQPCR-RV ~ TTGACCTTTGTTGGACTTTGC

SIASAT3.1gPCR-FW  GCTAGCTCGCTTCAGGATTT

SIASATZ  Solycl1g012210 g \GAT31qPCR-RV  CGGGATCTGGTCCACAATAAC

SIASAT3.4qPCR-FW  TGGTGGCTAACCGGATTTC

SIASATS  Solycllg012240 g \GAT34qPCR-RV  ACATCATGACTTCACCATTAGGT

SIASAT4qPCR-FW ATGGAATCGATACTCATCGAAA

SIASATS  Solycl2g089050 ¢ \sAT4GPCR-RV ~ GAAACCACAAATGTACACACAA

AtUBC qPCRF TCAAATGGACCGCTCTTATC

uBc2l AER760  AUBC gPCRR CTTGGACGCTTCAGTCTGTG

Cada reaccion de amplificacion contenia 2 ul de una dilucion 1:10 de cada muestra de
cDNA, 0,25 ul de cada primer (10 pM), 5 ul de SYBR Green (Master mix 2X compuesta
por DNA polimerasa FastStart Taq y colorante SYBR Green I) y 2,5 ul de agua mQ
hasta un volumen final de 10 pl. Se realizaron tres réplicas técnicas para cada muestra
y los valores de Ct resultantes se promediaron aceptando una desviacion estandar
maxima de 0,3 unidades. La cuantificacion de los productos de amplificacion se realizo
a partir de los valores de Ct que se exportaron a una hoja de célculo estandar. El
calculo de los niveles de expresiéon de un determinado gen respecto al gen de
referencia se llevd a cabo de acuerdo al método comparativo de Ct o método 2 -24¢
(Livak & Schmittgen, 2001, Wong & Medrano, 2005). Este método asume la eficiencia
de amplificacion de los primers como 2 siempre que se esté trabajando en un rango de

concentracion de primer donde la amplificacion se produce de forma lineal.

2-[(Ct gen interés-Ct gen referencia) muestra problema-(Ct gen interés — Ct gen referencia) muestra control]
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6.4. Técnicas de clonacion

6.4.1. Amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR

El genotipado de plantas transgénicas y la comprobacion de los procesos de clonacion
se realizo por PCR utilizando la Green Taq Master mix (Promega) en una mezcla de
reaccion que contenia 1 uL. del DNA molde a una concentracién de entre 50-100 ng, 1
uL de cada primer (10 uM), 5 uL. de Green Taq Master mix (Promega) y agua destilada
estéril hasta completar un volumen final de 10 pL. Los primers utilizados para el
genotipado se muestran en la tabla 13. Las condiciones de reaccion fueron: 5 min de
desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 30 a 32 ciclos incluyendo 30 seg de
desnaturalizacion a 94°C, 30 seg de hibridacién a una temperatura 3°C mas baja de la
Tm menor de los primers, 1 min/kb de extension a 72°C, y una extension final de 5 min
a 72°C. Los productos de amplificacion resultantes se analizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 13. Primers utilizados para genotipar mutantes por insercion de T-DNA de
Arabidopsis.

Gen/secuencia diana Nombre Orientacion Secuencia
AtASAT Pr5 Directo GGCGAGTTTCATCAAGGCATGG
Pr6 Reverso AAGATATGCGGTCAGTTTCCTCCTGA
T-DNA LB asat1-1 08474 Reverso ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT
UGTS0A2 ugtA2 for Directo CTCTCCTTCACTTTCTGGGATTC
ugtA2 rev Reverso TGGGATTGGTCTCAAGTTCTTC
UGTS0B1 SGT81-LP Directo TGGGTAGAGCCATTTCATTTG
SGT81-RP Reverso ATGTAGGTGGTTTGTTGCTGC
T-DNA LB LBal Directo TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
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6.4.2. Amplificacion de fragmentos de DNA para clonaciéon

Para amplificar fragmentos destinados a ser clonados se utilizo la polimerasa de alta
fidelidad AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher Scientific)
en una mezcla que contenia 5 pL. de Tampon II 10X AccuPrime™, 1 puL de cada primer
a una concentracion 10 uM, el volumen correspondiente a 50 ng del DNA molde, 1.0
unidades (0,2 uL) de AccuPrime High Fidelity DNA polimerasa, y el volumen de agua
destilada estéril necesaria para un volumen final de reacciéon de 50 uL. Las condiciones
de reaccion utilizadas normalmente fueron: 5 min de desnaturalizacion inicial a 94°C,
seguido de 22 a 25 ciclos incluyendo 30 seg de desnaturalizacion a 94°C, 30 seg de
hibridacion a una temperatura 3°C mas baja que la Tm menor de los primers, 1 min/kb

de extensién a 68°C, y una extension final de 5 min a 68°C.
6.4.3. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de interés se separaron e identificaron por electroforesis en gel de
agarosa. Se aisld la porcion de gel que contenia los fragmentos con la ayuda de un
bisturi y se recolectaron en tubos Eppendorf. El DNA se purifico empleando el kit Gel

and PCR clean-up (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante.
6.4.4. Clonacion en el vector pGEM-T Easy

El vector pGEM®-T Easy (Promega) es un vector lineal con una desoxitimidina (T)
protuberante en ambos extremos 3’. Estas protuberancias T en el sitio de insercion
mejoran en gran medida la eficiencia de la ligacién de los productos de PCR ya que
evita la recircularizacion del vector y proporcionar extremos compatibles para
productos de PCR generados por algunas polimerasas termoestables. Es el caso de la
polimerasa de alta fidelidad (AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High Fidelity)
empleada, que afiade una sola desoxiadenosina (A) al extremo 3' del producto

facilitando la ligacion por complementariedad de bases.

El producto de PCR purificado (Apartado 6.4.3) se mezcld con en el vector pPGEM®-T
Easy con una relacion molar inserto-vector 3:1 y siguiendo las indicaciones del
fabricante. Este es un vector de rapida ligacion, donde las reacciones deben incubarse
un minimo de 1 h a temperatura ambiente, aunque este periodo puede extenderse para
incrementar la eficiencia de la ligacion. Generalmente, una incubacién durante toda la
noche a 4°C produce el nimero maximo de transformantes. Una vez completada la
ligacion, se utilizaron 1-5 pL de la ligacion para transformar células competentes
Top10.

La inactivacion por insercidon del fragmento clonado en la secuencia que codifica para
el péptido a de la enzima (3-galactosidasa en el vector pGEM®-T Easy, permite la

identificaciéon de recombinantes por seleccién de colonias azules o blancas en placas
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con IPTG y X-Gal. Es por esto que se utilizo como medio de seleccion LB sdlido
suplementado con IPTG (0,5 mM), X-Gal (0,08 mg/mL) y carbenicilina (0,1 mg/mL). Un
minimo de 10 colonias blancas se seleccionaron para comprobar mediante PCR de
colonia la presencia del plasmido recombinante. Partiendo de colonias positivas, se
prepar6 un cultivo liquido para purificar el plasmido de interés (Miniprep) y los
insertos se verificaron por secuenciacion empleando los primers M13 FW (5'-
GTAAAACGACGGCCAGT-3") y M13 RV (5'-AACAGCTATGACCATG-3").

6.4.5. PCR solapante para la construccion de secuencias quiméricas

codificantes para proteinas ASAT.

Las secuencias quiméricas ATA (Arabidopsis-Tomate-Arabidopsis) y TAT (Tomate-
Arabidopsis-Tomate) se generaron por PCR solapante utilizando fragmentos de DNA

obtenidos de forma paralela como se describe a continuacién.

A partir de los vectores pENTR-AtASAT1 y pENTR-SIASATI1 (Lara et al., 2018) se
amplificaron los fragmentos destinados a la construccion de las secuencias codificantes
para las proteinas quiméricas ASAT. La amplificacion se realiz¢ utilizando polimerasa
de alta estabilidad Pfx50™ (Invitrogen) en una mezcla de reaccion conteniendo 5 uL de
10X Pfx50™ PCR Mix, 1,5 pL del mix dANTP 10 mM, 1,5 puL de cada primer 10 uM, 1 uL
de MgSOs, el volumen correspondiente a 50 ng del DNA plasmidico molde, 1 uL de
polimerasa AccuPrime™ Pfx (5 U/uL) y el volumen necesario de agua destilada estéril

para llevar la reaccion a un volumen final de 50 pL.

Las condiciones de reaccion utilizadas normalmente fueron: 5 min de
desnaturalizacion inicial a 94°C, seguido de 22 a 25 ciclos: 30 seg de desnaturalizacion a
94°C, 30 seg de hibridacion a una temperatura 3°C mas baja que la Tm menor de los

primers, 1 min/kb de extension a 68°C, y una extension final de 5 min a 68°C.

Se generaron productos de PCR conteniendo sitios attB, utilizando los primers “A” y
“1 fw” que poseen 4 residuos de guanina en el extremo 5' seguidos del sitio attB1 de 25
pb y a continuacioén, la secuencia especifica del fragmento a amplificar incluyendo el
codén ATG de inicio de traduccion (indicado en negrita). Los primers “F” y “6 rv”
incluyen la secuencia attB2 y la secuencia especifica para amplificar la regién de interés
sin incluir el codén de parada (Tabla 14). Los productos de amplificacion resultantes se

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.
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Figura 49. PCR solapante. Los primers disefiados con colas sobresalientes de 9 nucledtidos se indican
en el cDNA del gen AtASAT1 y SIASAT1 (I). Los fragmentos destinados a la construcciéon de secuencias
quiméricas obtenidos se extendieron y amplificaron por PCR solapante (II). Representaciéon de las
secuencias quiméricas obtenidas ATA y TAT (III). Los primers para generar la quimera ATA fueron
disenados de tal manera que el extremo 3" del fragmento AB sea complementario en el extremo 5’'del
fragmento CD, y a su vez que el extremo 3’del fragmento CD sea complementario del extremo 5’del
fragmento EF. Los primers B, C, D y E contienen 18 nucleétidos complementarios a la secuencia molde y 9
nucleétidos como secuencia sobresaliente. La misma estrategia se siguio para generar la quimera TAT.

Para generar la quimera ATA, los fragmentos AB, CD y EF se mezclaron e hibridaron
por complementariedad de las colas sobresalientes, y se extendieron y amplificaron por
PCR (Figura 49) usando las parejas de primers A y F (Tabla 14). Para ello, se prepard
una mezcla compuesta por 5 L. de 10X Pfx50™ PCR Mix, 1,5 uL del mix dANTP 10 mM,
1,5 uL de cada primer 10 uM, 1 pL de MgSOs 10 ng de cada producto de PCR
purificado (AB, DC y EF), 1 uL de Pfx50™ DNA polimerasa (5 U/uL) y el volumen

necesario de agua destilada estéril para un volumen final de 50 pL.

Usando esta misma estrategia, pero partiendo de los fragmentos 1, 2 y 3, se gener?6 la
quimera TAT usando los primers 1 fw y 6 rv (Tabla 14). En ambos casos, los productos
de la PCR final se separaron en gel de agarosa al 1% y la banda correspondiente al
tamafio esperado de la quimera se purifico y se secuencié para descartar la presencia
de mutaciones. La secuenciacion se llevd a cabo en el servicio de secuenciacion del
CRAG, utilizando el kit “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied

Biosystems).
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Tabla 14. Primers para la generacion de las quimeras ATA y TAT.

Quimera ATA (Arabidopsis -Tomate— Arabidopsis)

61V

Fragmento Nombre Secuencia
AB A ‘ GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTITCATGGCGAGTTTCATCAAGG
B ‘ AGATTTTTGCTGAATCTTGATGGGCAAG
cD C | AAGATTCAGCAAAAATCTCAAATTITAT
D ‘ ATAAATCAACTTTTGACCTTTGTTGGA
E ‘ GGTCAAAAGTTGATTTATACCATAAAG
EF ‘ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAAAAAGATATGCGGTCAGTT
TCC
Quimera TAT (Tomate -Arabidopsis— Tomate)
Fragmento Nombre Secuencia
1 fw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGGGAAATATTAAA
1 GATG
| 2rv | TGGGCTCAGTTGAATCTTGATAGGTAAACA
2 ‘ 3 fw ‘ CAAGATTCAACTGAGCCCAAAACCTAC
| 4rv | GCCATAATTTAAAGGACCCTCTGTGGATCC
‘ 5 fw ‘ GAGGGTCCTTTAAATTATGGCATAAAG
"’

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCTCGAAAATGTTGATTTCAC
AGC

6.4.6. Clonacion empleando el sistema Gateway

La Tecnologia Gateway® usa el sistema de recombinacion del bacteriéfago lambda
para facilitar la clonacion y la transferencia de fragmentos de DNA entre vectores
(Hartley et al., 2000). Para la clonacién por recombinacién, los fragmentos de interés
deben estar flanqueados por sitios att modificados. Los vectores Gateway® contienen
dos sitios att que flanquean un casete que contiene el gen ccdB para la seleccion
negativa (presente en los vectores donador, de destino y de entrada) y el gen de
resistencia al cloranfenicol (CmR) para contraselecciéon (presente en los vectores
donador y de destino). Después de la reaccion de recombinacién BP o LR, el casete
ccdB es reemplazado por el fragmento de interés generando clones de entrada y clones
de expresion, respectivamente. Las células transformadas con vectores portadores del
gen ccdB no pueden crecer, permitiendo la seleccion eficiente de las colonias portadoras
de los plasmidos deseados.

Dos reacciones de recombinacion constituyen la base de la Tecnologia Gateway®. La
reaccion BP catalizada por la mezcla de enzimas BP Clonase™, permite la
recombinacion de un fragmento de DNA portador de secuencias attB (producto attB-

PCR o un clon de expresién attB linearizado) con un vector portador de secuencias attP
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(vector donador). Este producto de recombinacion genera la secuencia attL y se
denomina clon de entrada. La reaccion LR facilita la recombinacién de un vector
portador de secuencias attL (clon de entrada) con un vector portador de secuencias
attR (vector de destino), generando el producto con secuencias attB denominado vector

de expresion. Esta reaccion esta catalizada por la mezcla de enzimas LR Clonase™.

Los clones de entrada conteniendo los cDNA que codifican las quimeras ATA y TAT se
obtuvieron clonando los productos de PCR solapante en el vector pDONR207™ 1:1
empleando el kit Gateway® BP Clonase™ II Enzyme Mix (Invitrogen) con una relacién
molar inserto-vector. Se incubd la reaccion a temperatura ambiente 1 h y se
transformaron células competentes E.coli TOP 10, como se indica en el apartado 6.4.7.
Las colonias resistentes a gentamicina se confirmaron por PCR de colonia con las
parejas de primers A - Fy 1 fw - 6 rv. Las colonias positivas se inocularon en medio LB
liquido para purificar los plasmidos recombinantes mediante Miniprep. El correcto
mantenimiento del marco de lectura entre las secuencias codificantes para las quimeras
ATA y TAT, se confirmé mediante secuenciacion con los primers que se indican en la
tabla 15 (PDONR207-F y PDONR207-R). Para descartar especificamente mutaciones en
la region central de la quimera ATA, se secuenciaron también los plasmidos con
primers Arab ASAT1-Tomate FW y Arab ASAT1-Tomate RV (Tabla 15).

Para la obtencion de las quimeras ATA y TAT con la GFP fusionada en C-terminal, los
fragmentos ATA y TAT se transfirieron al vector binario pEarleyGate103, mediante el
kit Gateway™ LR Clonase™ II (Invitrogen). Células competentes E. coli Topl0 se
transformaron con 5 pL de la reaccion LR. Las colonias resistentes a kanamicina se
comprobaron por amplificacién de la region de fusion a GFP por medio de PCR de
colonia con los primers E/5 fw (Tabla 14) y GFP rev (Tabla 15). De las colonias positivas
se realiz6 un cultivo liquido suplementado con kanamicina, para después extraer DNA

plasmidico y enviar una muestra a secuenciar y asi descartar mutaciones.

Tabla 15. Primers para comprobacion de secuencias codificantes de las quimeras de ASAT.

Quimera Nombre Secuencia
ATA Arab ASAT1-Tomate FW CGCGGTCCTCTCTCTTCAAACC
Arab ASAT1-Tomate RV GGATCGCGTAGAGAGTCAGC
ATA / TAT PDONR207-F TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC
PDONR207-R GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC
ATA / TAT GEFP rev GTAGTGACAAGTGTTGGCCACGG
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6.4.7. Transformacion de E. coli por shock térmico

Alicuotas de 100 puL de células competentes almacenadas a -80°C se descongelaron en
hielo durante 10 min y enseguida se anadieron entre 5 y 10 ng de DNA plasmidico o
bien, 5-10 uL de las mezclas de ligacion o recombinacion Gateway. Se dejaron reposar
en hielo durante 5 min y se incubaron en bafo de agua a 42°C durante 30 seg.
Inmediatamente después se incubaron en hielo durante 2 min y se les anadieron 300
uL de medio LB sin antibiotico. Tras mezclar con suavidad, se incubaron a 37°C en
agitacion (180 rpm) durante un minimo de 1 hora. A continuacion, se sembraron 100
uL del cultivo por extensidon en superficie en placas de medio LB solido suplementado
con los antibidticos de seleccion a las concentraciones apropiadas, y se incubaron toda
la noche a 37°C. Las colonias transformadas con los plasmidos de interés se

identificaron mediante PCR de colonia.
6.4.8. Analisis de clones recombinantes por PCR de colonia

Se seleccionaron al azar 10 colonias bacterianas crecidas en placa que se transfirieron
con una punta de pipeta estéril a una nueva placa con el mismo medio que la original
para replicar la colonia y conservarla. Luego se frot6 con la misma punta el fondo de
un tubo para PCR a fin de transferir el resto de la colinia, cuyo material genético
serviria de molde en la reacciéon de PCR. A continuacién se afiadié a cada tubo una
mezcla de reaccion conteniendo 1 uL de cada primer (10 uM), 5 uL de Green Taq
Master mix (Promega) y 3 uL de agua mQ para tener un volumen final de 10 pL. Las
condiciones de reaccién fueron: 5 min de desnaturalizacién inicial a 94°C, seguido de
30 a 32 ciclos incluyendo 30 seg de desnaturalizacion a 94°C, 30 seg de hibridaciéon a
una temperatura 3°C mads baja de la Tm de los primers, 1 min/kb de extensién a 72°C, y
una extension final de 5 min a 72°C. Los productos de amplificacion resultantes se

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.
6.4.9. Miniprep para la extraccion de DNA plasmidico

Se inocularon 5 mL de medio LB con los antibidticos de seleccion apropiados (10 mL
para vectores de bajo nimero de copias) con una colonia aislada conteniendo el vector
de interés y se incubd a 37°C en agitacion a 180 rpm durante toda la noche. Las células
se recolectaron por centrifugacion a 14000 rpm durante 30 seg y se purifico el DNA de
los plasmidos mediante el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification systems

(Promega) siguiendo las indicaciones del fabricante.
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6.5. Expresion transitoria de proteinas en Nicotiana benthamiana
6.5.1. Transformacion de A. tumefaciens

Alicuotas de 100 puL de células competentes de A. tumefaciens (GV3101, EHA105)
almacenadas a -80°C se descongelaron en hielo durante 10 min y se les afadio el
volumen correspondiente a 500 ng de DNA plasmidico. Se mezclaron suavemente y se
incubaron en hielo durante 5 min. Enseguida se sumergio el tubo en nitrégeno liquido,
donde se mantuvo durante 5 min. La mezcla se incub6 a 37°C durante 5 min y, a
continuacion, se anadieron 300 pL de medio YEB, y el cultivo se incubd durante 4 h a
28°C en agitacion a 220 rpm. Alicuotas de 100 uL se sembraron en placas de medio YEB
sOlido con los antibidticos de seleccion adecuados (Tabla 10), que se incubaron a 28°C
hasta la aparicion de las colonias de células transformadas (durante 48 h

aproximadamente).
6.5.2. Agroinfiltracion de N. benthamiana

A partir de un cultivo en placa de A. tumefaciens portador del plasmido de interés, se
inocularon 3 mL de medio YEB suplementado con los antibidticos de seleccion
adecuados, y el cultivo se incubd a 28°C en agitacién a 180 rpm durante 16 h. A
continuacion, se inocularon 30 mL de medio YEB fresco suplementado con los
antibioticos de seleccion con 30 pl del cultivo saturado, y se incubd en las mismas
condiciones alcanzar una ODesw de 0,5 (aproximadamente 4 h). Este cultivo se
centrifugd a 5000 rpm durante 10 min y el precipitado de células se resuspendi6 en 8
mL del medio de agroinfiltracion (MES 10 mM pH 5,5, MgCl2 10 mM vy acetosiringona
150 uM), dejandose en reposo a temperatura ambiente entre 3 y 4 h. Simultdneamente,
se prepar6 el cultivo de Agrobacterium con el plasmido que codifica la proteina
supresora de silenciamiento HC-Pro (helper component proteinase), cuya expresion en
tabaco permite mitigar el silenciamiento post-transcripcional inducido por la
introduccidn de transgenes. Justo antes de la agroinfiltracion, se mezclaron volimenes
iguales de dos cultivos de Agrobacterium (cada uno con ODe = 0,5). A continuacion,
se empleo una jeringa de 1 mL sin aguja para infiltrar la suspensién de Agrobacterium
en la cara abaxial de las hojas de una misma planta, y se marcé con rotulador
permanente el contorno de las zonas infiltradas para su posterior identificacion.
Después de 3 dias, las regiones infectadas se analizaron mediante microscopia laser

confocal.
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6.5.3. Analisis de la localizacion subcelular

Los plasmidos recombinantes que codifican las proteinas quiméricas fusionadas a GFP
(pEG103-ATA y pEG103-TAT) bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S se
transformaron en Agrobacterium EHA105 y se agroinfiltraron en hojas de N.
benthamiana. Se recolectd un area de aproximadamente 1 cm? de las regiones de interés
de las hojas infiltradas con ayuda de un bisturi, se colocaron en un portaobjetos y se
cubrieron con una gota de agua y un cubreobjetos. Las proteinas de fusion expresadas
transitoriamente en N. benthamiana se observaron mediante microscopia laser confocal
empleando un microscopio Olympus FV1000 con un objetivo de inmersiéon en agua
60X apertura numérica 1.20. Se utilizd un ldser de argon para la excitacion a una
longitud de onda de 488 nm de las proteinas YFP y GFP. La ventana de emision para la
visualizacion de la fluorescencia se fijo entre 500-545 nm. Se utilizé el software FV10-

ASW (Olympus) para la captura de imagenes.

6.6. Generacion de plantas de tomate transgénicas con genes ASAT1 y
PSAT1 inactivados

6.6.1. Disefno de gRNA y vectores CRISPR/Cas9

La inactivacion de los genes de tomate (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) SIPSAT1
y SIASAT1 se llevo a cabo utilizando la tecnologia de edicion génica CRISPR/Cas9. Las
construcciones fueron disenadas para crear mutaciones en las secuencias codificantes
de los genes SIASATI1 y SIPSAT1 al expresar el correspondiente RNA guia (single
guide RNA, sgRNA) junto con la endonucleasa Cas9. Las secuencias de los sgRNA se
disenaron utilizando el servidor web Breaking-Cas

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas, Oliveros et al., 2016). Para el disefio de

los RNA guia se usaron como molde las secuencias de los genes SIASATI1
(Solyc11g012260) y SIPSAT1 (Solyc09g072710.2).

Los plasmidos CRISPR/Cas (Streptococcus pyogenes) fueron obtenidos del Instituto de
Tecnologia Karlsruhe (Karlsruhe Institute of Technology, KIT). El plasmido pDE-CAS9
es un vector que permite expresar la nucleasa CAS9 bajo el control del promotor
constitutivo Ubi4-2, contiene el gen ccdB, el gen SpecR que confiere resistencia a
espectinomicina en bacterias y el gen BAR que confiere resistencia a PPT en plantas. En
este plasmido el gen BAR se reemplazo por el gen de resistencia a kanamicina (NPTII)
mediante digestion con la enzima de restriccion HindIll y la subsecuente ligacion para
generar el vector pDE-Cas9-Kan®. El pldsmido pEn-Chimera es el vector que permite
expresar el sgRNA bajo el control del promotor U6-26 y contiene el gen AmpR que
confiere resistencia a ampicilina en bacterias. La hibridacion de las parejas de primers

correspondientes a cada construccion (Tabla 16) se realizd en una mezcla de reacciéon
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conteniendo 2 pL de cada primer (50 pM) y 46 uL de agua destilada estéril. Se incub6

durante 5 min a 95°C y se enfrio a temperatura ambiente durante 20 min.

Tabla 16. Primers para la generacién de sgRNAs.

Nombre Secuencia Gen diana
ASAT-1 CRISPR 1F ATTGGGCTTGGCCCGCGGGCTTCT SIASAT
ASAT-1 CRISPR 1R AAACAGAAGCCCGCGGGCCAAGCC

PSAT CRISPR-F3 ATTGGGCGATTACTCGAAGCTGTC SIPSAT

PSAT CRISPR-R3 AAACGACAGCTTCGAGTAATCGCC

El vector pEn-Chimera se digirié con la enzima de restriccion Bbsl para generar los
correspondientes extremos protuberantes. Para ello, se prepard una mezcla con 2 uL de
pEn-Chimera (3 pg), 6 pL de buffer G 10X, 3 puL de enzima BbsI (Thermo Scientific™,
10 U/uL) y 49 uL de agua destilada estéril, y se incub¢ la reaccion durante 2 h a 37°C.

El plasmido linearizado se purificd y su concentracion se ajusto a 50 ng/uL.

Para generar los vectores pEn-Chimera/ASAT y pEn-Chimera/PSAT, se mezclaron 2
uL del plasmido pEn-Chimera lineal (100 ng) con 6 pL de la soluciéon de primers
hibridados, 1 uL de T4 ligasa (1 U/uL), 2 uL de buffer T4 DNA Ligasa (Thermo-
Scientific) y 9 uL de agua libre de nucleasas, y la mezcla se incubd durante 1 h a
temperatura ambiente. La ligasa se inactivo a 70°C durante 5 min y se usaron 5 uL de
la reaccion de ligacién para transformar células competentes E.coli ToplO por el
método de shock térmico. Se comprobd presencia del inserto por PCR de colonia con
los primers ASAT-1 CRISPR 1F/PSAT CRISPR-F3 (Tabla 16) y S5129 REV (Tabla 17) en
un minimo de 10 colonias obtenidas en la transformacion. De las colonias que
contenian el inserto se realizd6 un cultivo liquido LB de 3 mL suplementado con
espectinomicina, que se incubo a 37°C en agitacion toda la noche. Se purificé el DNA
plasmidico de los cultivos liquidos tal y como se ha descrito anteriormente y se

confirmo la secuencia de los sgRNA mediante secuenciacion con el primer S5129.

Para la reaccion de recombinacion se utilizaron 3 uL del vector pEn-Chimera/ASAT o
pEn-Chimera/PSAT (50 ng/uL), 3 uL de pDE-Cas9-Kan® (50 ng/uL), 2 uL de buffer TE
(Tris-HC1 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8) y 2 uL de LR clonasa II. La mezcla se incub¢ a
temperatura ambiente durante un minimo de 2 h. Finalmente se agreg6 1 puL de
proteinasa K y se incubd a 37°C durante 10 min. Con 5 pL de la reaccion se
transformaron células competentes de E. coli Topl0 y en las colonias obtenidas se
comprobd la presencia de los plasmidos recombinantes por PCR de colonia utilizando
los primers que amplifican un fragmento del terminador y del promotor AtU6-26 (Seq
CRISPR FW y Seq CRISPR RV, Tabla 17). A partir de las colonias positivas se

realizaron cultivos liquidos en 3 mL de LB suplementado con espectinomicina para
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purificar los plasmidos pDE-Cas9 ASAT1 y pDE-Cas9 PSAT1. Los plasmidos
resultantes se utilizaron para transformar A. tumefaciens GV3101 y, posteriormente,

plantas de tomate.

Tabla 17. Primers para la comprobacién de construcciones CRISPR/Cas9.

Nombre Secuencia (5'- 3") Direccion
Seq CRISPRFW  ACAGTCTTTCACCTCTICTTTGG Directo
Seq CRISPRRV  GGCCTGCTTCTCTTCTTTCA Reverso
S$S129 REV CACAGGAAACAGCTATGAC Reverso

6.6.2. Transformacion de cotiledones de tomate

Los cultivos de Agrobacterium para la transformacion se prepararon como se ha
descrito para la infiltracion de hojas de N. benthamiana (Apartado 6.5.2) con los
antibioticos de seleccion adecuados (rifampicina 100 mg/L, gentamicina 30 mg/L y
kanamicina 25 mg/L), con la diferencia que el precipitado final de células se
resuspendi6é con 30 mL de medio KCMS liquido (4,3 g de sales MS con vitaminas,
sacarosa 20 g/L, KH:PO: 200 mg/L, pH 5,8 tiamina 0,9 mg/L, &acido 24-

diclorofenoxiacético 2 mg/L, kinetina 1 mg/L, acetosiringona 200 uM).

Las semillas de tomate cv Micro-Tom se germinaron en medio 0,5 MSO en jarras
estériles (Apartado 6.1.3). Luego de 10 dias a 25°C en condiciones de dia largo, los
cotiledones se cortaron por la mitad eliminando el apice, se colocaron en placas de
Petri con medio KCMS solido (agar 8 g/L) con el envés orientado hacia el medio de
cultivo, y se incubaron en oscuridad a 25°C durante 24 h. Los cotiledones se
transfirieron del medio KCMS sélido a una placa de Petri de vidrio estéril a la que se
anadio la correspondiente suspension de Agrobacterium y se agitd a 50 rpm durante 30
min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se elimind el medio con
Agrobacterium y los cotiledones se secaron sobre papel de filtro estéril, depositandose
de nuevo en medio KCMS solido. Se incubaron durante 48 h a 25 °C en oscuridad y se
transfirieron a medio de seleccion 2Z (sales MS 1x, sacarosa 30 g/L, vitaminas Nitsch
[biotina 0,05 mg/L, 4acido fdlico 0,5 mg/L, glicina 2 mg/L, inositol 100 mg/L, piridoxina
0,5 mg/L, tiamina 0,5 mg/L, acido nicotinico 5 mg/L], zeatina 2 mg/L, timentina 250
mg/L, kanamicina 100 mg/L y agar 8 g/L, pH 5,8). Tras 15 dias de incubacién a 25°C en
condiciones de dia largo, los cotiledones sanos se transfirieron a medio 2Z fresco. En
este punto empezo la formacién de callos. Cada 15 dias se repitié la transferencia a
medio 2Z fresco de los callos con potencial para desarrollar explantes: apariencia sana,
color blanco con dreas verdes y primeros indicios de diferenciacion de tejido. De ser

necesario, se eliminaron con un bisturi estéril las partes de tejido necrdtico antes de
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pasar los callos al medio nuevo. Una vez alcanzada la formacion de tallo y hoja, los
explantes se limpiaron para eliminar restos de callo y se transfirieron a jarras de cultivo
in vitro, colocando un méaximo de 5 explantes por jarra, conteniendo medio de
enraizamiento (sales MS 0,5x, sacarosa 10 g/L, vitaminas Nitsch, timentina 75 mg/L,
kanamicina 100 mg/L, pH 5,8, agar 8 g/L). En cuanto las plantulas desarrollaron raices
suficientes y la parte aérea media alrededor de 4-5 cm se extrajeron del medio, se lavo
la raiz con agua corriente para eliminar residuos de medio y callo, y se transfirieron a
macetas pequefas tal y como se describe en el Apartado 6.6.3. Seguidamente, las
plantas se transfirieron al invernadero y se sometieron al mismo proceso de

aclimatacion descrito en dicho apartado.

6.6.3. Aclimatacion de plantas de tomate procedentes de cultivo in
vitro

Las plantulas se extrajeron del medio y se lavo la raiz con agua corriente para eliminar
residuos de medio y callo. Enseguida se sembraron en sustrato (Klasmann TS2)
previamente humedecido y contenido en macetas pequefias, que se dispusieron en una
bandeja con 1 cm de agua y se taparon con una cabina de mini-invernadero cerrada
para mantener la humedad en condiciones de dia largo (16 h dia/8 h noche) a 26-28°C
(dia) y 22-24°C (noche). Una semana después se abrié una ventanilla de la tapa de la
cabina de mini-invernadero y una semana mas tarde se abrio la otra, y tras una semana
mas se levantd parcialmente la tapa para permitir la homogeneizacion gradual de las
condiciones de temperatura y humedad en el interior de la cabina con las del
invernadero. Luego se retir6 completamente la tapa y las plantas se transfirieron a

macetas grandes como se describe en el Apartado 6.1.2.

6.6.4. Extraccion de DNA gendmico de hojas de tomate

Cuando las plantas habian desarrollado dos pares de hojas verdaderas, se colecté un
foliolo de la primera hoja en tubos Eppendorf de 2 mL conteniendo un par de balines
de vidrio, se congelaron inmediatamente en N2 liquido y se triturd el tejido utilizando
el TissueLysser II (Qiagen). A cada muestra se le afiadieron 600 uL de tampdn de
extraccion frio (Tris-HCl 50 mM, EDTA 20 mM, pH 8) y 80 uL de SDS al 10% (p/v). Se
agitaron vigorosamente durante 4 min y se incubaron a temperatura ambiente durante
15 min. Se anadieron 180 uL de NaAc 3 M (pH 5,2), se agitaron las muestras de nuevo
y se incubaron en hielo durante 30 min. Las muestras se centrifugaron a 10000 rpm
durante 15 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo. Se afiadi6 el
mismo volumen de isopropanol, se mezcld y se incubd en hielo durante 30 min. Se
centrifug6 durante 10 min a 10000 rpm, se descarto el sobrenadante y el precipitado se
dejo secar a 65°C en un bloque térmico. A continuacién, se resuspendid en 375 uL de
Tris-HCl 10 mM (pH 8) y se le afiadié un volumen de solucion CTAB (CTAB 2% p/v,
NaCl 2 M, EDTA 0,05 M, Tris-HC1 0,2 M, pH 8), para luego incubarse durante 15 min a
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65°C. Se anadieron 375 uL de cloroformo, se mezclo y se centrifugd durante 5 min a
14000 rpm a temperatura ambiente. Se recuper6 la fase acuosa y se le afadid un
volumen de isopropanol. Se incubd a -20°C por un periodo minimo de 2 h,
transcurrido el cual se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min a 4°C. Se elimind el
sobrenadante y el precipitado se dejo secar a 65°C en un bloque térmico. Finalmente, el
DNA gendmico se resuspendié en 100 pL de agua mQ estéril y se determiné la

concentracion mediante un espectrofotometro NanoDrop.

6.6.5. Deteccion de mutaciones inducidas por CRISPR/Cas9

A partir de las plantas transformantes obtenidas se extrajo DNA gendmico siguiendo el
protocolo descrito en el Apartado anterior. La presencia del transgen se detectd por
PCR con los pares de primers que amplifican un fragmento del promotor AtU6-26
(Tabla 17). De muestras de DNA gendmico de aquellas plantas donde se detecto6 el
transgén, se amplifico por PCR una region de alrededor de 300 pb que incluye el sitio
diana del sgRNA con polimerasa de alta fidelidad (Apartado 6.4.2) con los primers que
se muestran en la tabla 14. Los productos de amplificacion resultantes se analizaron

mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 18. Primers para genotipado de plantas de tomate transgénicas generadas por
CRISPR/Cas9.

Gen Codigo gen Nombre Secuencia

ASAT crispr genotip FW GCAAAGTCCAACAAAGGTCAAAAG

SIASAT  Solycl1g01
Solycl1g012260 ) ot crispr genotip RV TATTCGCGGAGAGGCTTAGA

Crispr PSAT Genot FW CCAATTCCCAGCGGCAAAAAGTC

SIPSATL  Solyc9g072710 i pSAT Genot RV AGTGTCGAGCCAGACTAAATCG

Una vez comprobada la amplificacion por electroforesis, se purificaron los productos
de PCR y se clonaron en el vector pGEM®-T Easy (Promega). A partir de un minimo
de 10 colonias positivas de cada linea transgénica, se realizé un cultivo liquido y se
extrajo el DNA plasmidico (miniprep). Para identificar las mutaciones las muestras se
secuenciaron con los primers M13 FW y M13 RV (Apartado 6.4.4) y se analizaron los
resultados con el programa Serial Cloner version 2.6.1 (Perez, 2004).

Para estimar de forma rapida la eficiencia de edicion e identificar el tipo de indels
(inserciones y deleciones) predominantes producidas por CRISPR/Cas en plantas de
generaciones posteriores a las analizadas por clonacién en el vector pGEM®-T Easy, se
analizaron las secuencias de productos de PCR usando la herramienta bioinformatica
TIDE (Brinkman et al, 2014). Para este cometido, los productos de PCR
correspondientes a la region diana del sgRNA se enviaron a secuenciar con los primers
“ASAT crispr genotip FW” o “Crispr PSAT Genot FW” (Tabla 18).
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6.7. Analisis de embriones

Antes de la tincion con sales de tetrazolio, las semillas se pre-acondicionaron para
obtener una penetracion adecuada de la solucion y prevenir el dafio de los embriones.
Las semillas se hidrataron entre varias capas de papel secante humedecido con agua
destilada durante 18 h a 37°C. Posteriormente, la cubierta de las semillas se pinché con
una aguja hasta un tercio de la semilla, entre el micropilo y el embrion. Las semillas se
colocaron en una placa de 12 pocillos, se cubrieron con 5 mL de TZ 0,1% p/v (cloruro
de trifeniltetrazolio, Sigma) y se incubaron durante toda la noche en oscuridad a 37°C.
Por altimo, la solucién de TZ se elimind y las semillas se enjuagaron con agua fria. Para
la observacion de los embriones, las semillas se cortaron longitudinalmente con un
bisturi y el embrion se extrajo con unas pinzas finas y se observé al microscopio con un
objetivo de 40X. Los embriones se clasificaron como viables y no viables basandose en

la tincion.
6.8. Tincion de cuerpos lipidicos

Los cuerpos lipidicos en hoja de tomate se tifieron con TopFluor® Cholesterol para
visualizarlos in situ (Zhou et al., 2019) y se observaron mediante microscopia laser

confocal empleando un microscopio Olympus FV1000.

Se prepararon discos de 0,5 cm de didmetro a partir de hojas frescas, se transfirieron a
una jeringa de 20 mL conteniendo 2 mL de la solucién TopFluor® Cholesterol 10 uM
(Avanti Polar Lipids, diluido de una solucién stock 0,578 mM en DMSO) conteniendo
30 uM de metil-pB-ciclodextrina (diluido de una solucion stock 30 mM en etanol 95%) y
se infiltraron bajo presion negativa tirando del émbolo durante 30 s. Después de
recuperar la presion atmosférica, los discos de hoja se mantuvieron durante 4 h en

oscuridad antes de observarlos al microscopio.

Los discos tefiidos se colocaron en un portaobjetos y se cubrieron con una gota de agua
y un cubreobjetos. Los cuerpos lipidicos se observaron con un objetivo de inmersion en
agua 60X apertura numérica 1,20. Para detectar la sefial de la sonda TopFluor se utilizé
un laser de argon para la excitacion a una longitud de onda de 488 nm. La ventana de
emision para la visualizacion de la fluorescencia se fijé entre 490-520 nm. La captura de
imagenes se realizd con el software FV10-ASW (Olympus) en modo Z-stack. Los
cuerpos lipidicos se contaron en cada imagen con el programa Image] 1.48v y se

promedid por area de hoja.
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6.9. Evaluacion de la respuesta a estrés salino en plantas transgénicas

de tomate

Se germinaron semillas estériles de las plantas transgénicas y wild type en placas con
medio solido 0,5 MSO (Apartado 6.1.3). Plantulas de 8-12 dias se transfirieron a medio
de cultivo semisolido MSO (2,2 g/L de sales basales Murashige-Skoog [MS], vitaminas
Gamborg B5 [inositol 100 mg/L, acido nicotinico 1 mg/L, piridoxina 1 mg/L y tiamina 1
mg/L], agar 4 g/L, pH 5,7-5,9) y de dejaron crecer en condiciones de dia largo (16 h
luz/8 h oscuridad) con una irradiacién de 150 pE m?s' a 24°C durante una semana.
Posteriormente, las plantulas se transfirieron a jarras de vidrio con 50 mL de medio
liquido MSO. Para cada linea de estudio se utilizaron 3 jarras con 4 plantulas y con
medio de cultivo liquido MSO suplementado con NaCl 50 mM. Como control de
crecimiento se utilizaron 3 jarras con el mismo nimero de plantulas con medio liquido
MSO sin NaCl. Las jarras con las plantas se incubaron en condiciones de dia largo (16 h
luz/8 h oscuridad) a 24°C y cada 3 dias se reemplaz6 el medio del cultivo; primero con
MSO + NaCl 100 mM y luego con MSO + NaCl 150 mM. A su vez, el medio en las

jarras control se reemplazd con medio liquido fresco MSO sin NaCl.

Ademas de realizarse los experimentos in vitro, la respuesta a estrés salino se evaluo
también en plantas creciendo en condiciones hidropdnicas. En este caso se sembraron
las semillas a 5 mm de profundidad en vermiculita previamente humedecida en
macetas pequefias (5 cm x 5 cm x 6,5 cm), contenidas en una bandeja con agua hasta 1
cm de altura y se cubrieron con pelicula plastica para mantener una humedad relativa
del 100%. Las bandejas se llevaron a invernadero en condiciones de dia largo (16 h
luz/8 h oscuridad) a 26-28°C (dia) y 22-24°C (noche). Al cabo de una semana, una vez
que empieza la formacién de cotiledones, se perforéd la cubierta para abrir la
ventilacion y empezar la aclimatacion a las condiciones del invernadero, y una semana
después se retir6 por completo la cubierta (humedad relativa del 60-70%). Una vez que
las plantulas tuvieron los cotiledones completamente expandidos (7-10 dias post
germinacion) se comenzo la irrigacidon con solucion nutritiva Hoagland modificada (2
diluida en partes iguales con agua). Para realizar el ensayo de estrés salino, se
utilizaron 24 plantas wild type y de los mutantes CR-asat1 y CR-psat1 con el primer par
de hojas verdaderas formadas (aproximadamente 3 semanas post-germinacién). Cada
grupo fue dividido en dos, uno utilizado como control de crecimiento el cual fue
regado con la solucién %2 Hoagland, y el otro grupo de plantas, se regaron con solucion
nutritiva %2 Hoagland suplementada con NaCl cuya concentracion fue aumentando
progresivamente. Para evitar un shock osmotico, primero se regaron con %2 Hoagland +
50 mM y cada dos dias se aument6 50 mM la concentracion hasta llegar a 200 mM. Las
plantas se regaron por 33 dias con la solucién %2 Hoagland + NaCl 200 mM. Las

soluciones se cambiaron después de 5 dias para mantener su composicion.
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6.10. Analisis de esteroles
6.10.1.  Extraccion de esteroles de tejido vegetal

Para realizar la extraccion de esteroles a partir de tejido vegetal, se recolectaron 3 g de
tejido fresco que se congeld inmediatamente en nitrégeno liquido, se trituré en mortero
hasta obtener un polvo fino y se liofilizo. En el caso de la extraccion de esteroles de
semillas de tomate, se congelaron y trituraron 200-400 mg de semillas en nitrégeno
liquido y de la misma forma que para el tejido vegetal, el polvo fino obtenido se

liofilizo.

La extracciéon de los esteroles glucosilados (SG y ASG) y los esteroles libres y
esterificados (FE y SE) se realizo por separado, para lo cual se pesaron entre 25 y 30 mg
de tejido liofilizado en tubos de vidrio pyrex (10 x 15 mm). Antes de la extraccion de la
fraccién de FE y SE se anadieron 100 pl de una mezcla de colestanol y palmitato de
colestanilo (0,025 mg/mL y 005 mg/mL, respectivamente) disueltos en
cloroformo:metanol (2:1), y en el caso de la fraccion de SG y ASG se afiadieron 100 pl
del estandar interno compuesto por una mezcla de colestanol y colestanil-B-D-
glucosido (0,05 mg/mL de cada uno) disueltos en cloroformo:metanol (2:1). En ambos
casos, se afadieron 3 mL de cloroformo:metanol (2:1) a las muestras y se agitaron
vigorosamente durante 2 min. Seguidamente, las muestras se sonicaron en un bano de
ultrasonidos (Selecta Ultrasons-H) durante 15 min a temperatura ambiente y se dejaron
reposar durante 1 h para asegurar la completa liberacion de los esteroles. A
continuacion, se afiadieron 1,5 mL de una soluciéon de NaCl 0,9% (p/v) para conseguir
una mejor separacion de las dos fases, que se llevd a cabo centrifugando durante 5 min
a 5000 rpm y a temperatura ambiente. Se recuperd la fase organica (inferior) que
contiene los esteroles, con una pipeta Pasteur de vidrio y se transfirié a un tubo de
vidrio Pyrex pasandolos por otra pipeta Pasteur con filtro de algodén previamente
lavado con metanol. El filtrado se evapord a sequedad en Speed-Vac. El proceso de
extraccion se repitié anadiendo otros 3 mL de cloroformo-metanol (2:1) a la fase acuosa
remanente, repitiendo la centrifugacion y la recuperacion de la fase organica, la cual se
afadié al tubo que contenia el primer extracto. Los extractos se evaporaron a sequedad

en Speed-Vac y se resuspendieron en 100 pl de cloroformo-metanol (2:1).

Los extractos obtenidos como se ha descrito, se separaron mediante cromatografia en
capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC). Como fase estacionaria, se utilizaron
placas de silicagel 60 F254 20 x 20 (Merk, Darmstadt) que fueron previamente
marcadas con lapiz para indicar el origen de la cromatografia (1 cm del borde inferior
de la placa) y el frente del disolvente (2 cm del borde superior de la placa). Sobre el
origen se marcaron los carriles para la siembra de muestras con 1 cm de separacién
entre los mismos, incluyendo carril para sembrar los estandares internos

correspondientes. Las placas fueron activadas durante 30 min en horno a 80°C. A
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continuacion, se colocaron sobre un bloque térmico a 60°C ubicado dentro de la
campana de extraccion para favorecer la evaporacion del solvente y con una pipeta
Pasteur de vidrio se sembraron los 100 uL de extractos obtenidos. En cada placa se
sembraron también 40 pL de la mezcla de los estandares internos disueltos en
cloroformo-metanol (2:1 v/v) a una concentracion de 0,25 mg/mL; colestanol y
palmitato de colestanilo para la determinacion de los FS y SE, y colestanil-p-D-
glucosido y palmitoil-glucosilcolestanol para determinar los SG y ASG. Los 3 ultimos
compuestos fueron sintetizados en el laboratorio del Dr. Rodolfo Lavilla (Facultad de

Farmacia y Ciencias de la Alimentacién, Universidad de Barcelona).

La separacion de los SE y FE se realizo mediante una cromatografia en dos etapas
(Schmidt et al., 2013). La primera, empleando como fase movil una mezcla de éter de
petrdleo-dietiléter-acido acético (35:15:1 v/v), se dejé migrar hasta llegar a una tercera
parte de la placa. En este punto, la placa se retir6 de la cubeta y se dejo secar
completamente antes de continuar con la siguiente cromatografia, en la que la fase
movil fue una mezcla de éter de petroleo-dietil éter (49:1 v/v) que se dejo migrar hasta
2 cm por debajo del borde superior de la placa. La cromatografia para fraccionar los SG
y ASG se llevd a cabo con una mezcla de diclorometano-metanol (98:2 v/v). Una vez
que el frente de la fase mdvil alcanzo el limite fijado, se sacd la placa de la cubeta de

cromatografia y se dejo secar en la campana de extraccion en posicion vertical.

Una vez que las placas estuvieron secas, se rociaron uniformemente con una solucién
de primulina (Sigma-Aldrich) 0,01% (p/v) y se secaron con aire caliente usando un
secador de mano de uso doméstico. Las bandas correspondientes a las diferentes
fracciones de esteroles (SE, FS, SG y ASG) se visualizaron mediante una ldmpara de luz
UV y con la ayuda de una hoja de bisturi se rasparon las placas para recuperaron un

tubo de vidrio pyrex (10 x 15 mm) la silicagel que contenia los esteroles.

Las fracciones que contenian SE se hidrolizaron con 1,5 mL de KOH 7,5% en metanol,
incubando 2 h a 85°C en bafio de agua. Posteriormente se agregaron 1,5 mL de NaCl
0,9% (p/v). Las fracciones que contenian los FS se resuspendieron en 1,5 mL de metanol
y se incubaron a 85°C durante 2 h. Transcurrido este tiempo, se anadieron 1,5 mL de
solucion 0,9% NaCl (p/v) y se procedio a extraer los esteroles libres mediante la adicion
de 3 mL de n-hexano seguida de agitacion vigorosa y centrifugacion a 5000 rpm
durante 5 min a temperatura ambiente. La fase hexanica (superior) que contenia los
esteroles se recuperd con una pipeta Pasteur de vidrio y se filtré pasandola por otra
pipeta Pasteur con algoddn lavado con n-hexano previamente. El filtrado se recolectd
en un tubo de vidrio Pyrex (10 x 13 mm) y se evapor6 a sequedad en Speed-Vac a
temperatura baja. Se reservd el tubo con la silicagel para realizar una segunda
extraccion de los esteroles que pudieron quedar retenidos. La segunda fase hexanica

extraida, se afiadio al tubo conteniendo el primer extracto y se evapor6 a sequedad.
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Las fracciones de polvo de silicagel conteniendo los SG y ASG se trataron con 1,5 mL
de una solucion metanolica de HCl 2N para hidrolizar los esteroles glucosilados.
Después, se agitaron en vortex y se incubaron en bafio de agua a 85°C durante 2 h.
Luego se anadieron 1,5 mL de soluciéon de NaCl 0,9% (p/v) y en ambas fracciones se
realizo la doble extraccion con n-hexano. Los extractos se filtraron través de una pipeta
Pasteur con algoddn previamente lavado con n-hexano y se evaporaron a sequedad en
Speed-Vac. Los esteroles en el extracto seco fueron silanizados afiadiendo 50 uL de
BSTFA (N, O-bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida, BSTFA-Regisil® Regis Technologies
Inc.) y 50 puL de tetrahidrofurano (CHROMASOLV Plus, Honeywell), seguido de
incubaciéon a 65°C durante 30 min y secado por evaporaciéon en Speed-Vac. Los
esteroles silanizados fueron resuspendidos en 100 uL de isooctano y se transfirieron a
viales de vidrio ambar de 1,5 mL (VWR) con inserto de vidrio de 0,1 mL (VWR).

6.10.2. Cuantificacion de esteroles por GC-MS

Las muestras fueron analizadas por cromatografia de gases acoplada a espectroscopia
de masas (Gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS) en un equipo Agilent
7890A acoplado a un espectrémetro de masas 5975C (Agilent) con una columna capilar
TEKNOKROMA TR-450232 (30 m x 0,25 pum de didmetro interno y 0,25 um de tamafio
de particula). El horno se programé de la siguiente forma: temperatura de inyeccion de
70°C con un incremento de temperatura de 70°C hasta 255°C a 20°C/min durante 40
min, de 255°C hasta 300°C a 3°C/min durante 5 min. El tiempo total del programa fue
de 69,75 min. Se utilizé helio como acarreador a una presion de 8,8085 psi. Con una
jeringa de 10 uL, se realizaron inyecciones de 1 uL en modo “Split” (5:1) para las
fracciones de FS y SE, y “Splitless” para SG y ASG a una temperatura de 270°C. El
espectrometro de masas se oper6 en modo “scan” con una fuente de impacto de
electrones operada a 70 eV. La temperatura de la fuente de iones fue de 230°C y 280°C

en la interfase.

La identificacion de los picos obtenidos en los perfiles cromatograficos se realizd en
base a los tiempos de retencion relativos y la comparacion de los espectros de masas de
los distintos picos con los de estandares conocidos y/o los disponibles en la base de
datos incorporada en el propio software del equipo. El célculo del contenido de cada
esterol se realizo integrando el area de los picos de interés mediante el programa MSD
Productivity ChemStation (Agilent), que se normalizé con respecto al area del pico
correspondiente al patrén interno de 5a-colestanol. La concentracion de los distintos
esteroles se expreso en ug de esterol por mg de peso seco de tejido, de acuerdo con la

férmula:

ug esterol area pico esterol concentracion estandar pug

=- . X
mg peso seco  area pico colestanol peso muestra mg
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ANEXO

>AtASAT1
MASFIKAWGLVIISLCYTFFIAKLVPKGIKRLILFFPVFLIFFIVPFLIYSLHLLGITAFFIAWLANFKLLLFALG
RGPLSSNHKPLSLPIFLAVSCLPIKIQLSPKPTKTHSHEGSTEGPLIYTIKAVFVVLIKAYEYSTKLPEKVVLT
LYAIHIYFALEIILAATAAAVRAMSDLELEPQFNKPYLATSLODFWGRRWNLMVTGILRPTVYEPSLQLES
VLGPNYSQILAAFGTFVVSGIMHELIFFYMGRLRPDWKMMWEFFLINGFCTTVEIAIKKTINGRWRFPKAIS
QVLTLTFVMVTALWLFLPEFNRCNIVEKALDEYAAIGAFAVEVRRKLTAYLF*

En amarillo, el motivo de unioén a los acil-CoAs y en azul los aminoacidos cataliticos.

>SIASAT1
MEGNIKDVIIYWIEGEIENFIKVWLLIYVSLCYCYLSSKILPKGLFRLSSFLPVILFFLYVPLKINSVHLCGNT
GFFISWLCNFKLILLAFDQGPLSDSSLSIIKFVFLACLPIKIQQKSQIYVENRDKFHONNHFQETPSNEKKDF
AKNDHEFQETQFPSSIDKIENNPFQDGYFYETPSKKLVENGSSVONGKDFAKSGYFKESSVPSFAKSNKGQ
KLNYGIKTLIFALIIRVYDYSDYIHPYIIMVIYCFHIYLSLDIILAIVSGLARGLLGLQLEPQFNEPYLSTSLQDF
WGRRWNLIVTRILRPTIYKPVLSLSANILGRKWAPIPAVMATFVVSGLMHELIFYYLGRVKPTWEITWFFL
LHGVCLNLEIYAKKVINGRFKLPRIGTILTVGFVMITGLWLFFPQLLRCNSDVRALAEYEAIGAFFKDFTR
AVKSTFSR*

En amarillo, el motivo de unioén a los acil-CoAs y en azul los aminoacidos cataliticos.

>S]IASAT1 proteina inactiva CR-asat1 34-2
MEGNIKDVIIYWIEGEIENFIKVWLLIYVSLCYCYLSSKILPKGLFRLSSFLPVILFFLYVPLKINSVHLCGNT
GFFISWLCNFKLILLAFDQGPLSDSSLSIIKFVFLACLPIKIQQKSQIYVENRDKFHONNHFQETPSNEKKDF
AKNDHFQETQFPSSIDKIENNPFQDGYFYETPSKKLVENGSSVONGKDFAKSGYFKESSVPSFAKSNKGQ
KLNYGIKTLIFALIIRVYDYSDYIHPYIIMVIYCFHIYLSLDIILAIVSVSGFS*

> SIASAT1 proteina inactiva CR-asatl lineas 35-2, 35-3, 35-5
MEGNIKDVIIYWIEGEIENFIKVWLLIYVSLCYCYLSSKILPKGLFRLSSFLPVILFFLYVPLKINSVHLCGNT
GFFISWLCNFKLILLAFDQGPLSDSSLSIIKFVFLACLPIKIQQKSQIYVENRDKFHQNNHFQETPSNEKKDF
AKNDHFQETQFPSSIDKIENNPFQDGYFYETPSKKLVENGSSVONGKDFAKSGYFKESSVPSFAKSNKGQ
KLNYGIKTLIFALIIRVYDYSDYIHPYIIMVIYCFHIYLSLDIILAIVSGLARGLSRASARATVQ*

>SIPSAT1
MRGGHVGFVVIFILLATAGNLGGEFAGDYSKLSGIIIPGFASTQLRAWSILDCPYSPLDFNPLDLVWLDTT
KLLSAVNCWLKCMMLDPYNQTDHNECKSRPDSGLSAITELDPGYITGPLSSVWKEWIKWCIEFGIEANA
ITAVPYDWRLSPSKLEERDLYFHKLKLTFETALKLRGGPSIVFAHSLGNNVFRYFLEWLKLEIAPKEYGRW
LDDHIHAYFAVGAPLLGAIETVKATLSGSTFGLPVSEGTVRLMFENTEFGSSIWMLPFSKYCTTDNVYRRHFS
GGNRKYHHAYHCDEHELKSKYSGWPTNIINIEVPSNRGNEVYPSVVETPQTNLSGKECGFPTQLSFSARE
VSDGTFFKAIKNYDPDSERLFHLLKKSYHDDPILNPLTPWERPPLKNIFCIYGVDSKTEVGYYFAPSGKPYP
DNWIITDVIYEIEGSLYSRSGNLVEGNPGATSGDETVPYHSLSWCKNWLGPKVNITRTPQSEHDGSDVQV
HLNIEHQHGEDIIPNMTKLPTMKYITYYEDSESFPGTRTAVWELDKANHRNIVRSPALMRELWLEMWH
DIHPDKKSKFVTKAKRGPLRDEDCYWDYGKARCAWAEHCEYRYVFGDVHLGQSCRLKSSTSHILSHYV*

En amarillo las regiones conservadas en las proteinas tipo LCAT. En verde, los aminoacidos de la triada
catalitica (Ser-Asp-His).

> SIPSAT1 proteina inactiva CR-psat1 31-19
MRGGHVGFVVIFILLATAGNLGGEFAGDYSSPELLSQDSRLHN*

> SIPSAT1 proteina inactiva CR-psat1 28-3-2
MRGGHVGFVVIFILLATAGNLGGEFAGDYSKLVRNYYPRIRVYTTESMVNIRLPLFSSRFQSSRFSLARHY*
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ANEXO

>Quimera ATA

MASFIKAWGLVIISLCYTFFIAKLVPKGIKRLILFFPVFLIFFIVPFLIYSLHLLGITAFFIAWLANFKLLLFALG
RGPLSSNHKPLSLPIFLAVSCLPIKIQ
IDKIENNPFQDGYFYETPSKKLVENGSSVQNGKDFAKSGYFKESSVPSFAKSNKGQKLIY TIKAVEVVLIK
AYEYSTKLPEKVVLTLYAIHIYFALEIILAATAAAVRAMSDLELEPQFNKPYLATSLOQDFWGRRWNLMVT
GILRPTVYEPSLQLFSVLGPNYSQILAAFGTFVVSGIMHELIFFYMGRLRPDWKMMWEFFLINGFCTTVEIAI
KKTINGRWRFPKAISQVLTLTFVMVTALWLFLPEFNRCNIVEKALDEYAAIGAFAVEVRRKLTAYLF*

En verde se indica la secuencia de 101 aminodacidos intercalada en las regiones N y C terminal de
AtASATI en la quimera ATA.

>Quimera TAT
MEGNIKDVITYWIEGEIENFIKVWLLIYVSLCYCYLSSKILPKGLFRLSSFLPVILFFLYVPLKINSVHLCGNT
GFFISWLCNFKLILLAFDQGPLSDSSLSIKFVFLACLPIKIQIS PRI HOHEGONEGE N Y GIKTLIFALIIR
VYDYSDYIHPYIIMVIYCFHIYLSLDILAIVSGLARGLLGLQLEPQFNEPYLSTSLQDFWGRRWNLIVTRILR
PTIYKPVLSLSANILGRKW APIPAVMATFVVSGLMHELIFYYLGRVKPTWEITWFFLLHGVCLNLEIY AKK
VINGRFKLPRIGTILTVGFVMITGLWLFFPQLLRCNSDVRALAEYEAIGAFFKDFTRAVKSTFSR*

En magenta se muestra la secuencia de 18 aminodcidos intercalada entre las regiones N y C terminal de
SIASATI en la quimera TAT.
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Tabla S1. Perfil de esteroles en extractos de semillas de tomate.

ANEXO

Wild type
Lg esterol/ mg peso seco
FS SE SG ASG
Colesterol 0,075 0,014 0,345 +0,071 0,019 +0,002 0,019 +0,005
Latosterol 0,005 +0,003 0,045 +0,006 nd nd
24-metilen-colesterol 0,005 +0,002 0,035 +0,007 nd nd
Campesterol 0,060 +0,014 0,060 +0,003 0,033 +0,005 0,010 +0,002
Campestanol 0,005 +0,000 0,007 +0,000 0,002 =+0,000 nd
Estigmasterol 0,091 +0,009 0,048 +0,007 0,015 +0,000 0,007 +0,001
A7 - Campesterol (Ergost-7-en-33-ol) 0,010 +0,002 0,132 +0,034 nd nd
Clerosterol 0,005 +0,002 0,008 +0,002 nd nd
B-Sitosterol 0,686 +0,112 0,748 +0,058 0,334 +0,046 0,105 +0,019
Sitostanol (Estigmastanol) 0,007 +0,003 0,009 +0,002 0,005 =+0,001 nd
A5 - Avenasterol (Isofucosterol) 0,029 +0,006 0,103 +0,012 nd nd
Cicloartenol 0,042 +0,010 0,036 =+0,007 nd nd
Citrostadienol (al-Sitosterol) 0,005 +0,004 0,025 +0,005 nd nd
ESTEROLES MAYORITARIOS 0,901 +0,147 1,202 +0,115 0,401 0,052 0,141 +0,021
ESTEROLES TOTALES 1,028 +0,161 1,593 +0,158 0,408 +0,052 0,141 +0,021
CR-asatl 34-2
ug esterol/ mg peso seco
FS SE SG ASG
Colesterol 0,047 +0,005 0,550 +0,149 0,008 +0,003 0,010 =+0,002
Campesterol 0,035 +0,005 0,058 +0,013 0,020 +0,004 0,009 =+0,003
Estigmasterol 0,089 +0,010 0,043 0,004 0,026 +0,009 0,020 +0,001
p-Sitosterol 0,623 +0,052 0,760 +0,075 0,193 +0,043 0,059 +0,011
AS - Avenasterol (Isofucosterol) 0,068 +0,026 0,270 +0,005 nd nd
Cicloartenol 0,024 +0,012 0,129 +0,014 nd nd
ESTEROLES MAYORITARIOS 0,794 +0,063 1,411 +0,117 0,248 +0,057 0,098 +0,015
ESTEROLES TOTALES 0,901 +0,104 1,756 +0,087 0,248 +0,057 0,098 +0,015
CR-asatl 35-3
ug esterol/ mg peso seco
FS SE SG ASG
Colesterol 0,047 +0,003 0,317 +0,018 0,013 +0,004 0,013 +0,001
Campesterol 0,042 +0,001 0,037 +0,001 0,018 +0,002 0,014 =+0,002
Estigmasterol 0,083 +0,010 0,030 +0,003 0,023 +0,005 0,025 +0,003
B-Sitosterol 0,665 +0,035 0,756 +0,059 0,214 +0,036 0,152 +0,017
A5 - Avenasterol (Isofucosterol) 0,034 +0,001 nd nd nd
Cicloartenol 0,048 +0,021 0,076 +0,019 nd nd
ESTEROLES MAYORITARIOS 0,837 +0,047 1,140 +0,053 0,267 +0,041 0,205 +0,022
ESTEROLES TOTALES 0,899 +0,013 1,216 +0,053 0,267 +0,041 0,205 +0,022
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ANEXO

Tabla S1. Continuacion.

CR-psatl 31-19

g esterol/ mg peso seco

FS

SE

SG

ASG

Colesterol

Campesterol

Estigmasterol

B-Sitosterol

Sitostanol (Estigmastanol)

A’ - Avenasterol (Isofucosterol)
Cicloartenol

ESTEROLES MAYORITARIOS
ESTEROLES TOTALES

0,033
0,048
0,147
1,251
0,012
0,094
0,005

1,479
1,590

+ 0,002
+0,006
+0,010
+0,150
+0,003
+0,020
+0,003

+0,166
+0,180

nd
nd
nd
0,067
nd
nd
nd

0,067
0,067

+0,030

+0,030
+0,030

0,014
0,020
0,016
0,224
nd
nd
nd

0,271
0,271

+ 0,001
+0,007
+ 0,004
+0,034

+0,038
+0,038

0,008
0,006
0,010
0,048
nd
nd
nd

0,073
0,073

+ 0,003
+ 0,001
+ 0,002
+0,017

+0,016
+0,016

CR-psatl 28-3-2

ug esterol/ mg peso seco

FS

SE

SG

ASG

Colesterol

Campesterol

Estigmasterol

B-Sitosterol

Sitostanol (Estigmastanol)

A’ - Avenasterol (Isofucosterol)

ESTEROLES MAYORITARIOS
ESTEROLES TOTALES

0,051
0,073
0,124
0,858
0,013
0,047

1,107
1,167

+ 0,001
+ 0,002
+0,001
+0,008
+0,001
+ 0,006

+0,007
+0,012

0,083
0,037
0,008
0,382
nd
nd

0,509
0,509

+0,011
+0,010
+ 0,004
+0,088

+0,112
+0,112

0,012
0,023
0,045
0,302
nd
nd

0,381
0,381

+0,001
+0,002
+ 0,004
+0,014

+0,019
+0,019

0,013
0,013
0,025
0,157
nd
nd

0,207
0,207

+ 0,001
+0,002
+0,002
+0,015

+0,016
+ 0,016

La extraccion de las 4 fracciones de esteroles se realizé a partir de material vegetal liofilizado de un pool

de semillas de tomate. Los resultados se expresan como el promedio con desviacion estandar (n=4). nd, no

detectado.

ESTEROLES MAYORITARIOS: suma del contenido de colesterol, campesterol, estigmasterol y sitosterol.
ESTEROLES TOTALES: suma de esteroles mayoritarios y minoritarios detectados.
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Tabla S2. Perfil de esteroles en extractos de hojas de plantas de tomate.

ANEXO

Wild type
ug esterol/mg tejido seco
FS SE SG ASG
Colesterol 0,026 +0,003 0,018 +0,004 0,037 +0,002 0,076 +0,010
Campesterol 0,011 0,002 0,010 +0,002 0,031 +0,005 0,051 +0,016
Estigmasterol 0,104 0,011 0,008 +0,002 0,077 +0,007 0,239 +0,033
Sitosterol 0,088 +0,010 0,059 +0,020 0,188 +0,025 0,213 +0,033
Colesta-7-en 3[3-ol nd 0,017 +0,007 nd nd
4o-metilergostadienol nd 0,050 +0,028 nd nd
24-metilencolesterol 0,003 +0,001 0,035 +0,014 nd nd
Isofucosterol 0,011 +0,002 0,012 +0,004 nd nd
Cicloartenol nd 0,054 +0,025 nd nd
ESTEROLES MAYORITARIOS 0,228 +0,024 0,097 +0,024 0,333 +0,028 0,578 +0,070
ESTEROLES TOTALES 0,240 +0,028 0,255 +0,089 0,333 +0,028 0,578 +0,070
CR-asatl 34-2
ug esterol/mg tejido seco
FS SE SG ASG
Colesterol 0,052 +0,009 0,098 +0,011 0,054 +0,014 0,107 +0,021
Campesterol 0,033 +0,008 0,036 +0,009 0,017 +0,007 0,027 +0,003
Estigmasterol 0,105 =0,013 0,038 0,009 0,080 +0,028 0,187 +0,040
Sitosterol 0,186 +0,032 0,271 +0,047 0,163 +0,047 0,199 +0,026
Colesta-7-en 33-ol 0,005 +0,001 0,059 +0,026 nd nd
4a-metilergostadienol nd 0,194 +0,054 nd nd
24-metilencolesterol nd 0,051 +0,014 nd nd
Isofucosterol nd 0,052 +0,014 nd nd
Cicloartenol nd 0,165 +0,044 nd nd
ESTEROLES MAYORITARIOS 0,377 +0,028 0,443 +0,038 0,314 +0,079 0,520 +0,073
ESTEROLES TOTALES 0,402 +0,039 0,998 +0,136 0,314 +0,079 0,520 +0,073
CR-asatl 35-3
ug esterol/mg tejido seco
FS SE SG ASG
Colesterol 0,041 +0,007 0,075 +0,004 0,055 +0,012 0,117 +0,021
Campesterol 0,029 +0,010 0,031 +0,004 0,015 +0,002 0,031 +0,007
Estigmasterol 0,085 +0,007 0,025 +0,004 0,092 +0,024 0,268 +0,038
Sitosterol 0,126 +0,019 0,233 +0,027 0,167 +0,009 0,268 +0,064
Colesta-7-en 3f3-ol 0,005 +0,001 0,046 +0,004 nd nd
4o-metilergostadienol nd 0,162 +0,031 nd nd
24-metilencolesterol 0,002 +0,001 0,057 +0,004 nd nd
Isofucosterol 0,013 +0,007 0,034 +0,008 nd nd
Cicloartenol nd 0,259 +0,044 nd nd
ESTEROLES MAYORITARIOS 0,281 +0,010 0,365 +0,037 0,329 +0,045 0,684 +0,100
ESTEROLES TOTALES 0,297 +0,019 0,924 +0,098 0,329 +0,045 0,684 +0,100
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ANEXO

Tabla S2. Continuacion.

CR-psatl 31-19

g esterol/mg tejido seco

FS SE SG ASG
Colesterol 0,027 +0,002 0,006 +0,003 0,050 +0,008 0,056 =+0,011
Campesterol 0,011 + 0,001 nd 0,064 +0,012 0,049 =£0,010
Estigmasterol 0,154 +0,014 nd 0,135 +0,017 0,258 =+0,046
Sitosterol 0,142 +0,021 0,020 +0,008 0,282 =+0,032 0,327 =+0,079
Colesta-7-en 33-ol 0,002 =+ 0,001 nd nd nd
4o-metilergostadienol nd nd nd nd
24-metilencolesterol 0,003 + 0,001 nd nd nd
Isofucosterol 0,010 +0,003 nd nd nd
Cicloartenol nd 0,023 +0,014 nd nd
ESTEROLES MAYORITARIOS 0,334 +0,033 0,027 +0,011 0,522 +0,060 0,690 =+0,138
ESTEROLES TOTALES 0,347 +0,030 0,049 +0,015 0,522 +0,060 0,690 +0,138
CR-psatl 28-3-2
g esterol/mg tejido seco
FS SE SG ASG
Colesterol 0,018 +0,001 0,004 +0,001 0,041 +0,006 0,038 +0,008
Campesterol 0,009 =+ 0,001 nd 0,039 +0,003 0,040 +0,013
Estigmasterol 0,114 +0,008 nd 0,094 +0,010 0,141 +0,019
Sitosterol 0,157 +0,019 0,016 +0,006 0,220 +0,036 0,219 +0,045
Colesta-7-en 33-ol 0,004 =+ 0,002 nd nd nd
4o-metilergostadienol nd nd nd nd
24-metilencolesterol 0,003 + 0,001 nd nd nd
Isofucosterol 0,013 =+ 0,006 nd nd nd
Cicloartenol nd 0,027 +0,012 nd nd
ESTEROLESMAYORITARIOS 0,298 +0,024 0,020 +0,006 0,393 +0,040 0,439 +0,059
ESTEROLES TOTALES 0,316 +0,022 0,047 +0,014 0,393 +0,040 0,439 +0,059

La extraccion de las 4 fracciones de esteroles se realizé a partir de material vegetal liofilizado de un pool

de hojas de 20 plantas de tomate por linea. Los resultados se expresan como el promedio con desviacién
estandar (n=7, wild type; n=8, CR-psat1 31-19; n=6, CR-psat1 28-3-2; n=5, CR-asat1 34-2; n=4, CR-asat1 35-3).

nd, no detectado.

ESTEROLES MAYORITARIOS: suma del contenido de colesterol, campesterol, estigmasterol y sitosterol.
ESTEROLES TOTALES: suma de esteroles mayoritarios y minoritarios detectados.
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