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RESUMEN

La es un proceso clave del desarrollo vegetal que incide directamente sobre la
arquitectura del tallo. En especies de gran interés ecologico y forestal, como Pinus pinaster,
el numero de ramas de la planta tiene una enorme influencia sobre la .
Por este motivo, comprender los mecanismos que regulan la ramificacién vegetal y su base
molecular es un paso clave a la hora de disefiar programas de mejora que aseguren un
mejor aprovechamiento de nuestros recursos naturales. Gracias al estudio de especies
modelo como A. thaliana, sabemos que la ramificacién esta controlada en gran medida por
las , un grupo de hormonas vegetales recientemente descubierto. Sin
embargo, poco se sabe acerca de la funcion de estas fitohormonas en coniferas, asi como
de los procesos que llevan a su percepcion y senalizacion. En este contexto, el objetivo
principal de este trabajo es profundizar en el mecanismo de percepcion de estrigolactonas
en coniferas e identificar el gen homologo a su receptor en P. pinaster. Todo ello permite
sentar una base molecular de cara al estudio de la arquitectura del tallo en especies de
interés forestal, un primer paso hacia el desarrollo de indicadores de madera de calidad.

ABSTRACT

In plants, is a key developmental process that has a direct impact on the shoot
architecture. This is especially important in Pinus pinaster, a species with a great ecological
and economic relevance, since the number of branches influences the

Due to this, understanding the mechanisms that control branching and their molecular baS|s
is a fundamental step in order to design plant improvement programs and assure a better
exploitation of our natural resources. Thanks to the study of model species such as A.
thaliana, we now know that branching is highly controlled by , @ novel group of
plant hormones. However, little is known about their role in conifers and the processes that
lead to their perception and signaling. In this context, the main objective of this project is to
deepen into the mechanisms that underlie strigolactone perception in conifers and to identify
the homolog of the strigolactone receptor in P. pinaster. All of this will create a molecular
basis for the study of shoot architecture in forest species, with the final goal of developing
indicators of high quality wood.
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1. INTRODUCCION

1.1. ESTADO DEL ARTE
1.1.17. ARQUITECTURA VEGETAL - ;COMO SE CONSTRUYE UNA PLANTA?

Las plantas son organismos sésiles, incapaces de desplazarse para obtener nutrientes,
defenderse de depredadores o hacer frente a condiciones adversas (Domagalska y Leyser,
2011). Sin embargo, esto no quiere decir que no posean estrategias para garantizar su
supervivencia (Leyser, 2018). Una de las herramientas mas poderosas que poseen es su
desarrollo post-embrionario, que les permite adaptar su crecimiento al ambiente que las
rodea. Cémo son las plantas capaces de integrar la informacion ambiental para tomar
decisiones acerca de su propio desarrollo y cuales son las sefiales que participan en este
proceso son solo algunas de las preguntas que trata de responder el estudio de la
arquitectura vegetal (Walker and Bennett, 2018).

Los organismos vegetales experimentan una gran cantidad de procesos que repercuten en
su morfologia, como la organogénesis o la senescencia. Cuando hablamos de la
arquitectura del tallo, algunos de los caracteres de mayor importancia son la altura de la
planta y su patron de ramificacion. Y, de hecho, la ramificaciéon del tallo es un proceso
extraordinariamente complejo que condiciona el numero, longitud, angulo y posicion de las
ramas laterales que desarrolla una planta (Kebrom, 2017).

Pero, ¢;como se produce exactamente esta ramificacion? La mayoria de organismos
vegetales presenta un tronco o eje principal que posee varias yemas axilares. Las yemas,
cargadas de ceélulas meristematicas, cuentan con toda la maquinaria molecular y celular
necesaria para desarrollar una nueva rama, siempre y cuando se den las condiciones
necesarias para liberarlas de su dormicién, un proceso denominado activaciéon de yemas
(Barbier et al., 2019). La salida de la dormicion, que ocurre tipicamente en las épocas mas
favorables del afio, esta regulada por sefiales tanto externas como enddgenas, y tiene una
enorme influencia sobre la estructura final del tallo.

A nivel mas aplicado, la ramificacién tiene un gran impacto sobre el rendimiento de los
cultivos agricolas y plantaciones forestales. En las especies de interés silvicola, incide
directamente sobre la cantidad y calidad de la madera producida (Calderon et al., 2016;
Hevia, Alvarez-Gonzalez y Majada, 2016). Todo ello hace que el estudio de la ramificacion
sea un proceso clave de cara a mejorar el rendimiento de las plantaciones forestales. Y en
el caso concreto de los pinos, en los que la explotacion se lleva a cabo afnos después de su
establecimiento, entender los mecanismos que modulan el crecimiento vegetal es aun mas
critico a la hora de disefar programas de mejora (Jordy, 2004).

1.1.2. ;COMO SE REGULA LA ARQUITECTURA DEL TALLO?

La ramificacion esta controlada por toda una serie de sefiales endégenas y ambientales
que son percibidas y procesadas por la planta, dando lugar a su patrén de crecimiento. Esta
regulacion esta coordinada tanto espacial como temporalmente por fitohormonas,
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compuestos de transporte sistémico que permiten (a) Modelo de la canalizacion de auxina
integrar los estimulos ambientales en el desarrollo
vegetal (Walker y Bennett, 2017). Como tal, las
fitohormonas son las principales encargadas de regular
la activacion de yemas axilares y la ramificacion
(Brewer et al., 2015). A lo largo de los afos se han
propuesto dos posibles modelos para explicar su
control de la arquitectura del tallo.

El modelo de la canalizacion de auxina

se basa en la idea de que una yema debe exportar
auxina para poder desarrollarse (Leyser, 2018). La
auxina, que es sintetizada principalmente en las yemas,
se transporta basipétalamente hacia la raiz. Puesto que
la capacidad de una yema para exportar la auxina que
produce depende de fuerzas relativas fuente-sumidero,
existe una competencia entre diferentes yemas axilares
para exportar su auxina. Como resultado de este
fendmeno, soélo algunas de las yemas terminan
desarrollandose y formando ramas.

SL<«IAA—

(b) Modelo del segundo mensajero

Activacién de yemas
(ramificacién)

El modelo del sggundo mensaje:-ro P4

propone que las auxinas, que de por si solas no pueden -
entrar en las yemas, actuan a través de oftras
fitohormonas como las citoquininas y las recientemente
caracterizadas estrigolactonas (Kebrom, 2017).

En la actualidad aun existen muchas dudas en relacion M
. . aa 2>
a este mecanismo de regulacion, aunque todo parece
indicar que gran parte de la regulacion es Modelos propuestos

independiente de las auxinas, como se ha observado  para el control de la ramificacion.

en trabajos con guisante (Brewer ef al, 2015). En  Modificado de Waters et al., 2017.

especies perennes no modelo, como las coniferas, los  /AA: Acido indolacético (auxinas). CK:

misterios que rodean el control de la ramificacion agn ~ Citoquininas. ~ SL:  Estrigolactonas.
. tabl dad ¢ . PIN1:  PIN-FORMED1.  BRCT:

son mas notables, dado que es. os orgaplsmos BRANCHED1.

experimentan unas etapas de dormicion adicionales

ausentes en plantas anuales (Barbier ef al., 2019).

1.1.3. ;QUE SON LAS ESTRIGOLACTONAS?

Las estrigolactonas (SL) son fitohormonas con estructura heterociclica derivadas del
caroteno (Vegh et al., 2017). Pertenecen al diverso grupo de los apocarotenoides, junto
con los isoprenoides, el ABA y otros compuestos volatiles (Lopez-Obando et al., 2015). Su
estructura quimica consta de dos regiones diferenciadas

a. Un nucleo de lactona triciclica (ABC), con residuos variables segun el compuesto.

b. Un anillo D, unido al nucleo triciclico mediante un enlace enol-éter. Se trata de una
region invariable de la molécula que se considera indispensable para los efectos de
las SL sobre la ramificacion.
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Las estrigolactonas se definen como un extenso grupo
de fitohormonas capaces de regular gran cantidad de
aspectos relacionados con el desarrollo vegetal, como
la ramificacion del tallo, la estatura de la planta y el
crecimiento radicular, entre otros (Bennett vy Leyser,
2014; Marzec y Brewer, 2019). En lo que respecta a la
arquitectura del tallo, actian inhibiendo Ila
ramificacion, de forma analoga a las auxinas y
antagonica a las citoquininas (Lopez-Obando ef al, ABC tricyclic . ;
2015). Aunque adn no existe un consenso acercade su | " T puenelee =
mecanismo exacto de actuacion, las SL se han Estructura quimica de la
integrado en los dos modelos propuestos hasta lafecha,  ggtrigolactona 5-deoxystrigol.

ya sea regulando el transporte de auxinas

0 actuando como segundos mensajeros

En afos recientes, trabajos con la conifera Pinus pinaster han confirmado que las
estrigolactonas juegan un papel importante en el desarrollo de gimnospermas,
concretamente en su patron de ramificacion (Meijon et al., 2016). Esto ha puesto en alza el
valor de estos compuestos como indicadores de calidad de la madera y ha remarcado la
necesidad de investigar sus mecanismos de sefializacion en pino.

1.1.4. PERCEPCION Y SENALIZACION DE ESTRIGOLACTONAS

La percepcion de estrigolactonas esta basada en la ubiquitinacion y degradacion de
represores, como se puede observar en la . Es un proceso muy similar al que se
observa en otras fitohormonas con la particularidad de que el receptor de SL, DWARF14,
presenta una funciéon dual muy poco convencional: por una parte la percepcioén y, por otra,
la hidrdlisis de su ligando (Marzec, 2016; Yao ef al., 2018; Marzec y Brewer, 2019).

strlgolactne ABC) @é \§

ail % . &

Modelo aceptado actualmente para la percepcion de SL. Modificado de

Waters et al., 2017. D14: DWARF 14, MAX2: MORE AXILLARY GROWTH2. SMXL: SMAX1-
LIKE family. SCF: Skp1-Cullin1-F-box Ubiquitin ligase complex.

El receptor DWARF14 (D14) codifica una a/B-hidrolasa que se une a la estrigolactona y
posteriormente la hidroliza, separando el nucleo ABC del anillo D, el cual queda
covalentemente unido al receptor (Marzec y Brewer, 2019). La unién de la hormona a D14
provoca un cambio conformacional en la proteina que posibilita su interaccion con MORE
AXILLARY GROWTH2 (MAX2), el cual forma parte de un complejo de ubiquitinaciéon de
tipo SCF (Skp1-Cullin1-F-box). La interaccién entre la estrigolactona, D14 y MAX2 pone en
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funcionamiento el complejo de ubiquitinacion, que marca para la protedlisis a represores de
la familia SMAX1-LIKE (SMXL) (Bennett y Leyser, 2014). Como consecuencia de todo este
proceso, tanto el receptor (D14) como el represor (SMXL) son degradados, y se pone en
marcha la maquinaria molecular que provocara la inhibiciéon de la ramificacion. Aun se
desconocen los procesos exactos que tienen lugar downstream, es decir, tras la
degradacion del represor, aunque se ha propuesto que podrian estar mediados por
factores de transcripcion como IDEAL PLANT ARCHITECTURE1 (IPA1) en
monocotiledoneas o BRANCHED1 (BRC1) en dicotiledéneas (Yao et al, 2018). Otra
posibilidad seria que los efectos en la planta se debiesen a cambios en el transporte de
auxinas, via la polarizacién de transportadores de auxina PIN1 (Bennett y Leyser, 2014).

1.1.5. LA EVOLUCION DE LAS ESTRIGOLACTONAS EN EL REINO VEGETAL

Las estrigolactonas son compuestos evolutivamente muy antiguos (Lopez-Obando ef al.,
2018). De hecho, trabajos con mutantes muy ramificados en distintas especies parecen
indicar que las rutas de sefalizacion de SL estan muy conservadas entre la mayoria de
organismos vegetales (Yao, Liy Xie, 2018), al menos en lo que se refiere a la percepcion
de la molécula por parte del complejo D14-SCFM™2, Sin embargo, la situacion cambia si
centramos la atencion en especies mas basales. En el bridfito Physcomitrella patens, en el
que ya se ha descrito la sintesis de SL, el mecanismo de percepcion no esta del todo claro.
La mayoria de autores coincide en que la ruta de sefializacion convencional de SL, mediada
por D14 , parece ser una innovacion relativamente reciente propia de plantas con
semilla (Walker y Bennett, 2017).

Por otra parte, es importante

Gymnosperms Angiosperms

tener en cuenta que la ruta de KL sL KL SL KL sL
sefializacién de las SL esta e ¥ e 4 e I'4
intimamente relacionada con la KA{ \/DM K’]_'z Dj“ or H2 DM
de’ . otros o compuestos SMAX1 SMAX1 SMXL7 SMAX1 SMXL7
quimicamente similares pero con | \ /

funciones fisioldgicas distintas, ? AM ? AM ? ? AM
las karrikinas (KR) (Waters et al.,

2012). Las unicas diferencias Modelo propuesto actualmente para la

residen en el receptor implicado, percepcién y sefalizacion de estrigolactonas (SL) y

que en este caso es KARRIKIN karrikinas y compuestos similares (KL) en gimnospermas

INSENSITIVE 2 (KAI2), y el en contraposicién a angiospermas. Extraido de Walker

represor degradado, en este caso and Bennett, 2017. KL: Karrikinas o con’g)ueztos similares. SL:
Estrigolactonas. KAI2: KARRIKIN INSENSITIVE 2. D14:

SUPRESSOR  OF MAXZ 1 DWAgRF14. SMAX1: SUPRESSOR OF MAX2 1. SMXL7:

(SMAX1). KR y SL tienen un  syax1.LiKE 7. AM: Arbuscular Mycorrhiza.

mecanismo de percepcién tan

similar que a menudo se ha propuesto que ambas podrian compartir un mismo origen
evolutivo (Bennett y Leyser, 2014). Ambas rutas podrian haber surgido a partir de una
unica ancestral que, a lo largo de la evolucion, se habria duplicado dando lugar a la ruta
D14-dependiente (SL) y KAI2-dependiente (KR) (Vegh et al., 2017).

La mayoria del conocimiento que se posee actualmente sobre la percepcion de SL deriva
del estudio de especies modelo angiospermas como Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) o
arroz (Oryza sativa). Por ello, aun no se ha determinado con exactitud el momento evolutivo
en que ambas rutas se diferenciaron (Bythell-Douglas et al., 2017) asi como tampoco la
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base molecular de la percepcion de SL y KR en gimnospermas. A causa de la intima
relacion entre ambos tipos de molécula y alta similitud entre sus receptores (D14 y KAI2,
respectivamente), el estudio de la sefializacién de estrigolactonas en gimnospermas pasa
inevitablemente por el estudio de la percepcion de las karrikinas. Y, de hecho, todo parece
indicar a que, en contraposicion a lo que ocurre en angiospermas, donde SL y KR provocan
la degradacién de represores distintos; en gimnospermas ambas moléculas podrian
compartir la misma diana, presumiblemente el represor SMAX1 (Walker y Bennett, 2017)

1.2. PLANTEAMIENTO

Teniendo en cuenta todo lo comentado anteriormente, este Trabajo de Final de Master se
plantea como una primera aproximacion al estudio de los mecanismos de percepcion de SL
en coniferas, con especial atencién al receptor DWARF14 de la especie Pinus pinaster
(PpD14). Identificar y clonar la secuencia candidata a D14 en pino podria suponer el primer
paso de cara a validar la funcion de dicho gen utilizando a la especie modelo Arabidopsis
thaliana como sistema heterdlogo, mediante la complementacién de mutantes d74.

Todo ello permitiria, en ultimo término, identificar el posible receptor de estrigolactonas en
coniferas, un hito indispensable para obtener marcadores de calidad de la madera, asi
como sentar la base de posibles programas de mejora genética en el panorama forestal.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Se plantea como objetivo principal de este trabajo identificar y caracterizar genes
implicados en la percepcion de estrigolactonas en coniferas, especialmente en la
especie de incuestionable importancia forestal Pinus pinaster.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Busqueda bioinformatica de genes candidatos para la sefalizacion de
estrigolactonas y karrikinas en coniferas.

2. Estudio filogenético de los receptores de estrigolactonas y karrikinas en coniferas.

3. Identificacion y clonaciéon del gen DWARF14 de P. pinaster.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. BUSQUEDA BIOINFORMATICA DE GENES CANDIDATOS
PARA LA PERCEPCION DE ESTRIGOLACTONAS EN CONIFERAS

2.1.1. OBTENCION DE SECUENCIAS CANDIDATAS

Con el objetivo de identificar posibles homodlogos para los genes responsables de la
percepcion de estrigolactonas en gimnospermas, se utilizaron varias bases de datos
publicas: Gymno PLAZA 3.0 (Proost et al., 2015), SustainPineDB (Fernandez-Pozo et al.,
2011) y 1,000 Plants (1KP) Project (Matasci ef al., 2014). En los tres casos, las secuencias
candidatas se obtuvieron mediante el algoritmo BLASTp a partir de la secuencia
aminoacidica ya identificada del gen D14 de Arabidopsis thaliana, ya a diferencia de la
secuencia nucleotidica las proteinas permiten una mayor conservacion entre especies
relativamente alejadas.

2.1.2. FILTRADO DE SECUENCIAS AMINOACIDICAS CANDIDATAS

El filtrado de las secuencias se realizé teniendo en cuenta tres criterios principalmente. En
primer lugar, solo se tuvieron en cuenta los resultados con una identidad superior al 50%
a nivel de aminoacidos. En segundo lugar, se consideré una posible homologia siempre
que el E-valor fuese inferior a 107,

Por otra parte, en los ultimos afios se ha avanzado mucho en la caracterizacion de las
interacciones que tienen lugar entre las estrigolactonas y las diferentes proteinas implicadas
en su percepcion . Es bien sabido que la actividad catalitica de las proteinas a/B-hidrolasa
D14 y KAI2 requiere una triada

catalitica Ser-His-Asp (S-H-D) muy Residuos aminoacidicos de la proteina
conservada (Waters et al., 2015; Yao et D14 de A. thaliana esenciales para la percepcion
al., 2018). Ademas, el trabajo de Yao et  d€ estrigolactonas.

al. (2016) identifica varios aminoaci dos

esenciales, necesarios  para la

. .. , S97 Triada catalitica Actividad enzimética D14
interaccion de D14 con la prOtema MAX2 D218 Triada catalitica Actividad enzimdatica D14
Ys por tanto, la sefalizacion de H247 Triada catalitica Actividad enzimatica D14
estrigolactonas. Como tal, se han E174 Esencial Contacto D14-MAX2
seleccionado sélo aquellas secuencias R177 Esencial Contacto D14-MAX2
candidatas que mantienen los P161 Esencial Contacto D14-MAX2
aminoéacidos criticos en las posiciones F180 Esendial Contacto D14-MAX2
descritas en la , dado que la G154 Esencial Interaccion D14-MAX2

. L. . .. A160 Esencial Interaccion D14-MAX2
interaccion con MAX2 es imprescindible Viea Ecencial nteraccion D1 4-MAYX

tanto para la sefalizacion mediada por
D14 como la mediada por MAX2.

Todas las secuencias candidatas fueron procesadas manualmente utilizando el software
Geneious 11.1.5 (http://www.geneious.com).
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Las proteinas ya caracterizadas D14 y KAI2 de la especie modelo A. thaliana, con los
residuos clave anotados, se afnadieron al conjunto de secuencias como referencia y se
utilizaron como grupo externo para la mayoria de analisis filogenéticos posteriores.

2.2. ESTUDIO FILOGENETICO DE LOS RECEPTORES DE
ESTRIGOLACTONAS EN CONIFERAS

2.2.1. ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS CANDIDATAS FILTRADAS

Tras el filtrado de secuencias aminoacidicas candidatas, éstas se alinearon utilizando el
algoritmo MAFFT implementado en Geneious (Katoh ef al., 2002; Katoh and Standley,
2013), con la matriz de sustitucion BLOSUMG62. Para analizar detalladamente el grado de
conservacion de los distintos residuos aminoacidicos, algunas de las proteinas también se
alinearon utilizando T-Coffee, un paquete en linea cuya herramienta M-Coffee permite
combinar el resultado de algunos de los algoritmos de alineamiento mas comunes (Mafft,
ClustalW, etc.) (Notredame, Higgins and Heringa, 2000). Los resultados de los
alineamientos se visualizaron mediante la herramienta en linea MView
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/) (Madeira et al., 2019).

En algunos casos puntuales se recurrid a alineamientos por parejas para comprobar la
similitud e identidad entre dos secuencias determinadas. Para ello se utilizo el algoritmo
Needleman-Wunsch (matriz de sustitucion EBLOSUM 62), implementado en la herramienta en
linea EMBOSS Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/) (Madeira et al.,
2019).

2.2.2. ESTIMACION FILOGENETICA

A continuacion, el alineamiento obtenido se utilizé como input para generar un arbol
filogenético usando dos algoritmos de estimacion de filogenias distintos:

a. UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean), que asume tasas
de evolucion idénticas en los distintos organismos analizados.

b. NJ (Neighbor-Joining), que si permite distintas tasas de evolucion entre organismos
a la hora de estimar la filogenia.

La fiabilidad de los arboles generados se evalué mediante la técnica iterativa bootstrap con
500 réplicas. Finalmente, ambos arboles filogenéticos se visualizaron mediante la
herramienta en linea TreeDyn 198.3 (Chevenet ef al., 2006; Dereeper ef al., 2008, 2010).
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2.3. IDENTIFICACION Y CLONACION DE PPD 14

2.3.1. AMPLIFICACION DEL GEN D14 DE P. PINASTER

Tal y como se describe en el apartado 2.1, la secuencia candidata para el homdlogo de D14
en P. pinaster se obtuvo utilizando las bases de datos Gymno PLAZA 3.0 (Proost et al.,
2015) y SustainPineDB (Fernandez-Pozo et al., 2011). Una vez confirmado a través de
diferentes aproximaciones bioinformaticas que dicha secuencia aminoacidica compartia
una gran cantidad de caracteristicas con el receptor caracterizado de A. thaliana (AtD14),
se obtuvo la secuencia nucleotidica correspondiente (PpiD14) de la misma base de datos.

A continuacion, se disefiaron cebadores especificos para la secuencia codificante (CDS)
del gen utilizando el software Geneious 11.1.5 (http://www.geneious.com)

Secuencia en sentido 5 a 3’ de los cebadores utilizados para
amplificar el gen DWARF 14 de P. pinaster.

Secuencia  ATG GGT GTT GGC TCT GGA C TCACTG CAACACGCGTITC

Para la amplificacion, se emple6 ADNc obtenido a partir de yemas apicales de plantulas
como molde para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando la polimerasa
de alta fidelidad Phusion (Thermo Fisher Scientific, #£3540). La mezcla de reactivos para
la PCR y el protocolo del termociclador se establecieron siguiendo las
instrucciones del fabricante.

() (b)

120

110 _—
Polimerasa (Phusion) 0.2 pl ) 100 —
5X Tamp6n (Phusion HF) 4.0 pl % 0=
Cebador F (10 pM) 1.0l 5 °F
Cebador R (10 pM) 1.0l e oy
60 — [
dNTPs (10 mM) 0.4 pl = E g
qE) 50 —
ADNC 2.0 pl —
H.0 1.4 0 |-

(a) composicion de la mezcla de reactivos utilizados para amplificar el gen candidato
(PpD14), (b) programa del termociclador empleado para la PCR.

El resultado de la PCR se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa. La banda
con el tamafo correspondiente al amplicén deseado (PpD74), de 804 pb, se recortdé con
bisturi, se purificé con el kit comercial GeneMATRIX Basic DNA Purification Kit (EURx
Molecular Biology Products, #£3545-01) y se cuantific6 mediante espectrofotometria con el
equipo Pico100 Picodrop Spectrophotometer (Picodrop, Ref. PICOPET).
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2.3.2. CLONACION DE PPD14 EN EL VECTOR PJET Mezcla de reactivos

empleados para la clonacion de

Una vez amplificada y purificada la CDS del gen D14 de PpD14 en el vector pJET1.2/blunt.

P. pinaster, se procedio a clonar dicha secuencia en E.
coli para contar con una mayor produccion del amplicén,
asi como para secuenciarlo y comprobar que la PCR

, . L, Vector pJET1.2/blunt 1.0 pl
habia tenido lugar sin ningun error. ] g

Tampon reaccidon 2X 10.0 pl

Para la clonacion, se escogio el kit comercial CloneJET Ligasa de ADN T4 1.0 pl

PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, #K1232) por Producto PCR 8.0 pl

su alta eficiencia y compatibilidad con las cepas de E.

coli competentes disponibles en el laboratorio.

Concretamente, el gen PpD14 se clond en el vector pJET1.2/blunt utilizando la mezcla de
reactivos indicada en la . La cantidad de producto de PCR a afiadir se determiné en
base a las recomendaciones del fabricante. El resultado de la reaccién fue un vector
pJET1.2/blunt al que se habia ligado la CDS del gen de interés, PpD14

El siguiente paso consistio en transferir dicho plasmido a células competentes de E. coli,
siguiendo un protocolo de transformacién mediante choque térmico de la siguiente forma:

Previa incubacion en hielo de 50 pl de E. coli competentes (4°C)
Adicion del plasmido (pJET1.2/blunt con el gen PpD14)
Incubacién en hielo (4°C, 30 min)

Choque térmico (42°C, 45 seq)

Incubacién en hielo (4°C, 2 min)

Adicién de 500 pl de medio enriquecido SOC

7. Incubacion en agitacion (37°C, 60 m in, 2 00 rpm)

oarwh =

Finalmente, las células ya transformadas se
plaquearon en medio nutritivo Luria Bertani
(LB) que contenia el antibiotico de seleccion
propio del vector pJET1.2/blunt, ampicilina, a
una concentracion de 100 ug/ml. Las placas se
incubaron durante 24 horas a 37°C.

Promotor T7
Promotor AmpR

pJET1.2/PpD14

2.3.3. SECUENCIACION DEL VECTOR
PJET1.2/PPID14

Tras la incubacion a 37°C, se seleccionaron
algunas de las colonias de E. coli crecidas en
la placa con ampicilina, ya que a priori serian
aquellas que habrian sido transformadas,
incorporando el vector pJET1.2/PpiD14 y, con
él, la resistencia a ampicilina. Una parte de
cada colon_la se }J.tlllzo para realizar una PCR Vector pJET1.2/PpD14 tras la
de colonia, utilizando los cebadores de . o

.. ) ) i , reaccion de ligacibn  del  vector
secuenciacion incluidos en el propio kit 0JET1.2/blunt y la CDS del gen PpD74.
CloneJET PCR Cloning Kit . Esta
PCR de colonia emplea la colonia seleccionada como molde para la amplificacion y permite,
de esta forma, determinar si las bacterias han incorporado el plasmido de interés.
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Secuencia en sentido 5’ a 3’ de los cebadores utilizados para la secuenciacion
del plasmido pJET1.2/blunt con la CDS de PpD14.

Secuencia  CGA CTC ACT ATAGGG AGAGCG GC  AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG

Una vez finalizada la PCR, se verific6 en gel de agarosa que a partir de las colonias
seleccionadas se amplificaba una banda de un tamafo similar al esperado en caso de haber
incorporado el plasmido con el gen PpD14, 804 pb de la CDS mas los primers propios del
vector. Para todas aquellas muestras positivas, se transfirid la mitad restante de la colonia
a 5 ml de medio LB liquido con ampicilina (100 ug/ml) y se dejo crecer a 37°C.

Transcurridas aproximadamente 24 horas, se purifico el vector pJET1.2/PpiD14 del cultivo
de E. coli transformadas utilizando el kit comercial GeneMATRIX Plasmid Miniprep DNA
Purification Kit (EURx Molecular Biology Products, #£3500-02), basado en la utilizacion de
columnas de silice. Para eluir el vector purificado se us6 un volumen final de 50 ul de agua.
Al finalizar el proceso se cuantifico la concentracion de plasmido y una parte de la muestra
se secuencio utilizando el servicio externo Stab Vida (Portugal) con ayuda de los cebadores
de secuenciacion incluidos en el propio kit CloneJET PCR Cloning Kit

2.3.4. CLONACION DE LA CDS DEL GEN PPD 1714 EN EL SISTEMA GATEWAY

Una vez comprobado, mediante secuenciacion del vector pJET1.2/PpiD14, que la CDS de
PpD14 carecia de errores derivados de la amplificacion, se procedidé a la construccion del
vector binario mediante la tecnologia Gateway (Thermo Fisher Scientific).

El sistema de clonacion Gateway se basa en la recombinacion sitio-especifica de los
denominados sitios att del fago lambda. Por consiguiente, el primer paso para clonar el gen
de interés PpD14 fue flanquearlo de las secuencias attB homodlogas (attB1 y attB2) a los
sitios attP del vector pPDONOR221 (attP1 y attP2) (Thermo Fisher Scientific, #12536017) para
generar un vector de entrada. Esto se llevo a cabo mediante PCR utilizando una nueva pareja
de cebadores que contenian las etiquetas attB1 y attB2

Secuencia en sentido 5" a 3’ de los cebadores con las etiquetas attB1 (F) y attB2
(R) utilizadas para introducir PpD14 en el sistema Gateway.

PpD14-attB1(F) GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTG C ATG GGT GTT GGC TCT GGA C
PpD14-attB2 (R) GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTATCA CTG CAACACGCGTTTC

Tras comprobar el resultado de la PCR en gel de agarosa, la banda deseada se recorto,
purificod y cuantificé utilizando la metodologia ya descrita previamente (apartado 2.4.1). Con
la secuencia de PpD14 flanqueada por los sitios att necesarios, se procedio a realizar la
primera reaccion de la tecnologia Gateway, denominada reaccion BP. Para ello se uso el
kit Gateway® BP Clonase™ Il Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific, #11789-020) siguiendo
las instrucciones del fabricante. En esta reaccion, la recombinacion entre los sitios attB del
gen de interés PpD14 y los sitios attP del vector pPDONOR221 da lugar a dos productos:

10
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e Por una parte, un derivado téxico que contiene la secuencia ccdB, que se
desprende del vector pPDONOR221.

e Por otra parte, el vector de entrada, pDONOR221/PpD14, que consta de los
elementos propios del pPDONOR221 (excepto la secuencia ccdB) mas el gen PpD14,
ahora flanqueado por los sitios attL1 y attL2.

Se utiliz6 este vector de entrada para transformar células de E. coli competentes mediante
choque térmico, tal y como se ha descrito previamente (apartado 2.4.2). Nuevamente, se
plaquearon las células transformadas en medio LB con el agente selectivo en bacteria, en
este caso kanamicina a una concentracion de 50 pg/ml, puesto que el vector pPDONOR221
incluye un gen de resistencia a kanamicina. Las colonias positivas se comprobaron
mediante PCR de colonia y se secuenciaron utilizando un servicio externo, tal y como se
explica en el apartado 2.3.3).

Una vez verificado el resultado de este primer paso, se procedié a llevar a cabo la segunda
reaccion del sistema Gateway, la reaccién LR, usando el kit Gateway® LR Clonase™ I
Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific, #11791-020). En este caso, la recombinacion tiene
lugar entre los sitios attL que flanquean al gen de interés PpD14 en el vector de entrada y
los sitios attR del vector de destino pMDC32, y la reaccién da lugar a:

e Un nuevo derivado téxico con la secuencia ccdB, que se desprende del vector
pMDC32.

e El vector de expresion, pMDC32/PpD14, que contiene: un promotor doble 35S, la
CDS del gen de interés (PpD14) y genes de resistencia a higromicina (planta) y
kanamicina (bacteria).

Como paso final del proceso de clonacién, se utilizd el vector de expresion generado
(PMDC32/PpD14) para transformar E. coli competentes siguiendo los mismos pasos que
se habian llevado a cabo tras la primera reaccion (BP) para verificar la construccion
mediante PCR de colonia y secuenciacion. Un esquema completo de toda la estrategia de
clonacion realizada puede consultarse en la

11
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Vector de destino
(pPMDC32/PpD14)

Subproducto téxico

Vector de entrada
(pPDONOR221/PpD14)

% A
o

Subproducto toxico
(1) Reaccion BP

attR1

attB2

%,
()
<

PpD14 CDS

\
pDONOR221

A
&

Producto de PCR con sitios attB
attB1

Figura 7. Esquema general de la estrategia de clonacion llevada a cabo para introducir el gen de interés,
PpD14, en el sistema Gateway (pDONOR 221) y generar un vector de sobre-expresion (pMDC32) apto
para la complementacion de mutantes de Arabidopsis thaliana.

12
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. IDENTIFICACION DE GENES HOMOLOGOS PARA LA
PERCEPCION DE ESTRIGOLACTONAS EN CONIFERAS

Tras la busqueda en las bases de datos Ndmero de secuencias candidatas
publicas mencionadas y el posterior filtrado KAI2/D14 de diferentes especies obtenidas
de secuencias aminoacidicas candidatas, se para cada grupo de coniferas.

terminaron seleccionando un total de 73

secuencias distintas de 37 especies de

gimnospermas diferentes, con Araucariaceae 3 3
representantes de los principales grupos de Cephalotaxaceae 2 2
coniferas . Todas las secuencias Cupressaceae 7 7
obtenidas poseen la triada catalitica Ser- Cycadaceae 5 1
His-Asp necesaria para la actividad de los Ginkgoaceae 2 1
receptores KAI2 y D14, asi como los R 2
aminoacidos descritos como criticos para Pinaceae 10 10
la interaccion entre KAI2/D14 y la proteina e 4 4
MAX2.

Sciadopityaceae 1

Un alineamiento preliminar de las secuencias Taxaceae 4 4

con el algoritmo CluscalW (BLOSUM) revela

una similitud elevada entre todas las secuencias obtenidas, con una identidad por parejas
promedio del 70.1% y un porcentaje de 25.8% sitios completamente idénticos. Por otra
parte, la matriz de distancias por pares que resulta de comparar las secuencias dos a dos
permite comprobar que el porcentaje de identidad (aminoacidos idénticos en ambas
secuencias) mas bajo es del 51%.

En conjunto, estos resultados demuestran el alto grado de conservacién que existe en la
familia proteica de a/B-hidrolasas D14/KAI2, al menos a nivel de estructura primaria. Como
se observa, las secuencias tienden a mantener residuos idénticos, especialmente en las
posiciones correspondientes a la triada catalitica Ser-His-Asp y el centro de interaccion con
la proteina MAX2, necesaria para la percepcion y sefalizacion de estrigolactonas vy
compuestos relacionados con la ruta de las karrikinas

3.2. ESTUDIO FILOGENETICO DE LOS RECEPTORES DE
ESTRIGOLACTONAS EN CONIFERAS

El analisis de las secuencias obtenidas y filtradas del apartado 3.1 mediante algoritmos de
estimacion de filogenias distintos permitio obtener dos estimaciones relativamente similares

que nos permiten arrojar algo de luz sobre los procesos que han podido dirigir la evolucion
de la percepcién de estrigolactonas en gimnospermas.

13
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LFDLICAGSVNPDYFDFQRYGCVEAYAEDLITILDELGVENCVFVGHSLS
IFDNMGAGTTNPDFFDFDRYSTLHGYAYDMLAILDELQIESCIFLGHSVS
IFDNMGAGTTNPEYFDFERYSSLYGYAFDLLAILEELQVDSCIFVGHSVS
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: \ . : AL
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MRGILKQVKVPCCVIQTSKDMAVPLAVAIYVOKNLGGKSTLEILDTEGHL
LRGILPHVIVPCHILOSSKDLAVPVVVSEYMOEHLGGKS IVEILPTEGHL
MRALLPHVIVPCHVLOSCKDLAVPIFVSEY IRONLGGKTIVEILPAEGHL

. . ] 273
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Alineamiento de las secuencias D14 y KAI2 de A. thaliana (angiosperma), P. pinaster
(gimnosperma pinacea), T. baccata (gimnosperma taxacea) y W. mirabilis (gimnosperma gnetal). Se
han resaltado los residuos aminoacidicos mas relevantes para la actividad proteica. @ Triada catalitica,

Aminoéacidos descritos como criticos para la interaccion con MAX2 y

Aminoacidos descritos como

esenciales para la interaccion con MAX2. COV = Cobertura del alineamiento, PID = Porcentaje de identidad.

El arbol filogenético resultante de aplicar el algoritmo UPGMA

muestra una clara

division de las proteinas analizadas en dos grandes grupos: el clado DWARF14 (D14), mas
similar al receptor de estrigolactonas (SL) descrito en A. thaliana; y el clado KARRIKIN
INSENSITIVE2 (KAI2), mas proximo al receptor de karrikinas (KR), también descrito en la
especie modelo A. thaliana.

14



GONZALEZ SUAREZ

MASTER DE BIOTECNOLOGIA APLICADA A LA CONSERVACION Y GESTION SOSTENIBLE DE RECURSOS VEGETALES

100

63.2

AtD14

e I o
DioonD14

PseudotsugaD14
LarixD14
PradiataD14
PponderosaD14
764 PjeffreyiD14

O |PtaedabD14

* PpinasterD14
PparvifloraD14
PseudolarixD14
95k AbiesD14
ChamaecyparisD14
PlatycladusD14
JuniperusD14

. TaxodiumD14
SequoiaD14
* = TaiwaniaD14
- AustrocedrusD14

PseudotaxusD14
TcuspidataD14
100'ThaccataD14
AmentotaxusD14
100, TorreyataxifoliaD14
TorreyanuciferaD14
SciadopitysD14

100 r WollemiaD14
AraucariaD14
AgathisD14
LagarostrobosD 14
AcmopyleD14
PodocarpusD14
NageiaD14

AtKAI2

100

0.1

GnetumKAI2
WelwitschiaKAl2
GinkgoKAI2|
StangeriaKAlI2|
DioonKAI2|
PseudotsugaKAl2
LarixKAl2
PparviflorakAl2
PradiatakKAI2
PpinasterkKAl2
PjeffreyiKAI2
PtaedaKAl2
PponderosaKAl2
PseudolarixKAI2
AbieskAl2
GinkgoKAI2J
CycasKAI2
StangeriaKAI2J
DioonKAI2J
LagarostrobosKAI2
AcmopyleKAI2
PodocarpusKAlI2|
NageiaKAl2
AustrocedruskAl2
TaxodiumKAI2
ChamaecyparisKAl2
PlatycladusKAlI2
JuniperuskAl2
TaiwaniaKAl2
SequoiakKAI2
SciadopitysKAI2I
WollemiaKAl2
AraucariakAl2

100! AgathisKAI2
PseudotaxusKAI2
100y TcuspidatakKAl2
ThaccataKAl2I
AmentotaxusKAI2
TorreyataxifoliaKAl2
100 Torreyanuciferak Al2|

69.4

I Angiosperms
Ginkgoaceae/Cycadales

Pinaceae

Conifer Il

I Angiosperms
| Gnetales

Pinaceae

Conifer Il

Ginkgoaceae/Cycadales (ll)

Ginkgoaceae/Cycadales (I)

UNIVERSIDAD DE OVIEDO

D14 (DWARF14)
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Filograma del arbol mas probable para los clados D14 y KAI2 en los principales grupos
de gimnospermas, implementado mediante el algoritmo UPGMA utilizando la familia D14/KAI2 al
completo (73 secuencias de 37 especies). Las secuencias caracterizadas de la especie
angiosperma modelo Arabidopsis thaliana se han afiadido para mayor claridad (AtD14, AtKAI2). Los
numeros asociados a ramas internas denotan fiabilidad del bootstrap (%); valores inferiores a 50%

estan indicados por *.
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3.2.1. D14 vy KAl2 SE AGRUPAN EN CLADOS TAXON-ESPECIFICOS

Al mismo tiempo, se puede observar una buena agrupacién de cada uno de estos dos
receptores, D14 y KAI2, en funcién del grupo de gimnospermas al que pertenecen:
gnetales, ginkgoaceas y cicadaceas, pinaceas y el supergrupo Coniferas Il, que ya ha sido
previamente descrito en los estudios filogenéticos mas recientes llevados a cabo sobre
gimnospermas y aglutina al resto de familias (Ran ef al., 2018). Como se puede comprobar
en la , este patrén de agrupacion se repite en la estimacion filogenética obtenida
con el algoritmo NJ, aunque en este caso el gen D14 de A. thaliana se ha utilizado como
grupo externo a la hora de construir el filograma. En conclusién, y al igual que ocurria en
otros analisis filogenéticos previos (Bythell-Douglas ef al., 2017), los miembros de la familia
D14/KAI2 tienden a colocarse en clados taxon-especificos.

Los principales modelos aceptados actualmente acerca del origen de la familia proteica
D14/KAI2 indican que ambos receptores surgieron por la duplicacion de un gen KAI2
ancestral. A continuacion, los dos genes resultantes de la duplicacion se habrian
especializado y adquirido especificidad hacia las estrigolactonas (D14) o karrikinas (KAI2)
(Waters et al., 2017). Sin embargo, aunque sabemos que D14 y KAI2 provienen de un
mismo gen ancestral, el momento exacto en el que esta duplicacién ocurrid aun es
desconocido. La agrupacion tan clara que observamos de D14 y KAI2 en clados taxon-
especificos apoya la idea general de que la separacion entre ambos receptores es ancestral
y habria ocurrido mucho antes del origen de las gimnospermas, dando asi tiempo evolutivo
suficiente para que ambos receptores siguieran patrones distintos segun el grupo de
organismos.

3.2.2. LA ESPECIFICIDAD DE LOS RECEPTORES D14 vy KAI2 PODRIA HABER
SURGIDO CON LAS GIMNOSPERMAS

La mayoria de las hipotesis que existen acerca de la evolucién de las estrigolactonas en el
reino vegetal sugieren que estas fitohormonas surgieron en organismos muy primitivos,
como en el grupo de los caridfitos (Delaux ef al., 2012). Este modelo afirma que las SL
podrian estar implicadas en la elongacién de rizoides, que incrementa la capacidad de
anclaje de los organismos al suelo, y por ende este grupo de hormonas podrian haber
jugado un papel clave en la colonizacién de la tierra por parte de las plantas.
Aproximaciones mas recientes como la de Bythell-Douglas ef al. (2017) respaldan esta idea,
situando la separacién entre los receptores KAI2 y D14 y, por tanto, el origen de la
percepcion de estrigolactonas, mucho antes del origen de las plantas con semilla.

En relacion a ello, uno de los aspectos mas relevantes de este analisis es la ausencia de
D14 en el grupo de los gnetales, algo muy similar a lo que se observa en grupos de plantas
basales como, precisamente, los cariéfitos. Con las herramientas bioinformaticas y los
criterios de filtrado empleados, no se ha podido identificar mas de una secuencia de la
familia D14/KAI2 en este grupo de gimnospermas. Esto podria ser debido a la pérdida del
gen D14 en este grupo de gimnospermas, o bien a que la que dio lugar a los receptores
D14 y KAI2 que conocemos hoy en dia podria haber surgido mucho después de lo que se
afirma en trabajos anteriores. Si este fuera el caso y la especificidad de D14 y KAI2 hacia
SL y KR, respectivamente, hubiera surgido con las gimnospermas, el papel de estas
hormonas en la evolucion del reino vegetal podria ser muy distinto al descrito anteriormente.
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Filograma del arbol mas probable para los clados D14 y KAI2 en los principales grupos
de gimnospermas, implementado mediante el algoritmo Neighbor-Joining utilizando la familia
D14/KAI2 al completo (73 secuencias de 37 especies). Las secuencias caracterizadas de la especie
angiosperma modelo Arabidopsis thaliana se han afiadido para mayor claridad (AtD14, AtKAI2). Los
numeros asociados a ramas internas denotan fiabilidad del bootstrap (%); valores inferiores a 50%
estan indicados por *.
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Toda esta discrepancia respecto a trabajos anteriores se debe a que aproximaciones como
la de Bythell-Douglas ef al. (2017) tratan de desvelar el momento en que D14 y KAI2 se
separaron sin considerar la especificidad y capacidad de estas proteinas para funcionar. Al
tener en cuenta los residuos aminoacidicos necesarios para desencadenar las respuestas
a karrikinas y estrigolactonas nos acercamos, no ya a conocer el origen de las proteinas,
sino el origen de la especificidad de dichas proteinas por sus respectivos ligandos.

En conclusién, aunque la divergencia que dio lugar a D14 y KAI2 pudiese ocurrir en grupos
de plantas basales, no existe evidencia experimental de que la especificidad de ambas
proteinas (y su preferencia hacia SL y KR respectivamente) se estableciese en un momento
tan temprano de la evolucion. Existe una gran incertidumbre acerca del papel que ambos
compuestos podrian jugar en organismos como las gimnospermas, asi cComo su mecanismo
de percepcion exacto. Esta aproximacion filogenética a la cuestion podria sugerir que la
especificidad hacia karrikinas y estrigolactonas hubiese surgido dentro de las
gimnospermas. No obstante, para confirmar esta hipétesis seria necesario llevar a cabo
un estudio posterior que se escapa del alcance de este trabajo.

No obstante, hay que tener en cuenta que las bases de datos relativas a gimnospermas son
escasas Yy la mayoria de especies no cuenta con un genoma secuenciado. Al mismo tiempo,
la mayoria de aproximaciones transcriptémicas tienen una baja cobertura, lo que dificulta la
recuperacion de transcritos completos. Todo ello impide afirmar irrefutablemente que el D14
de los organismos gnetales pudiera corresponder a un transcrito incompleto que no haya
superado los criterios de filtrado.

3.2.3. LAS ESTRIGOLACTONAS PODRIAN CONTRIBUIR AL ESTUDIO DE LA
EVOLUCION VEGETAL

De hecho, toda esta dificultad a la

A ‘Anthophyte’ B ‘Gnetifer’
hora de llevar a cabo analisis Angiosperm Angiosperm
gendémicos en gimnospermas ha
dado lugar a problemas a la hora Gnetales Gnetal
de evaluar su evolucion. En el
—— Pi — Pi
caso concreto de los gnetales, su Pinaceae mnaceae
gran parecido morfolégico a las
. . “—————— Cupressophyta “—— Cupressophyta
angiospermas les ha convertido en
un grupo polémico con varias c ‘Gnepine’ D ‘Gnecup'
hipotesis propuestas respecto a su Angiosperm Anglospem
posicion dentro de las
. . —— Gnetales ——— Gnetales
gimnospermas (Jiao and Guo,
2014) ~——— Pinaceae ‘——— Cupressophyta
Suponiendo que las bases de datos
“~—————— Cupressophyta Pinaceae

empleadas en este analisis sean
completas, la agrupacion de los
receptores KAI2 de gimnospermas
podria tener algo que decir al
respecto de la evolucion de las gimnospermas, aportando evidencia a favor de la
hipotesis Gnetifera, que ubica a los gnetales como clado hermano del resto de las
coniferas. Por otra parte, estos resultados son opuestos a lo que se sugiere en

Hipdtesis mas populares de la posicion
filogenética de los gnetales. Extraido de Jiao y Guo, 2014.
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aproximaciones filo-transcriptémicas recientes, mas partidarias de la hipétesis Gnepina
(Ran ef al., 2018), la cual posiciona a los gnetales como grupo hermano de las pinaceas,
mucho mas alejados del resto de coniferas

3.2.4. EL RECEPTOR KAI2 SE DUPLICA EN LA BASE DE LAS GIMNOSPERMAS

Otro aspecto remarcable de las estimaciones filogenéticas obtenidas para la familia
D14/KAI2 en coniferas es el hecho de que existen dos secuencias de KAI2 distintas en
las cicadaceas y ginkgoaceas. Esto coincide con observaciones de trabajos previos
(Bythell-Douglas et al., 2017) y es probablemente debido a una duplicacién del receptor
KAI2 que ocurrio en la base de las gimnospermas, puesto que estos son los Unicos grupos
en los que se observa.

Por este motivo, tanto cicadaceas como ginkgoaceas cuentan con un receptor D14 y dos
KAI2: uno de ellos mas proximo al KAI2 del resto de gimnospermas (KAI2J), y otro mas
alejado (KAI2l). Seria necesaria una aproximacion experimental a esta cuestién para
determinar si ambas secuencias mantienen la especificidad hacia el mismo ligando,
presumiblemente las karrikinas, o habrian divergido también a nivel funcional.

3.3. IDENTIFICACION Y CLONACION DE PPD 14

3.3.1. OBTENCION DE LA CDS DEL GEN PPD 14

La busqueda mediante BLASTp en las bases de datos Gymno PLAZA 3.0 y SustainPineDB,
utilizando la secuencia proteica del receptor D14 de A. thaliana permiti6 obtener una
secuencia homologa al gen AtD14 en la especie Pinus pinaster, PpD14.

El alineamiento de ambos genes mediante el algoritmo Needleman-Wunsch (matriz de
sustitucion EBLOSUM 62) permiti6 comprobar que existe una elevada similitud entre
ambos, incluso a nivel nucleotidico. Se observa una identidad del 61.9% (nucleétidos
idénticos entre ambas secuencias) y una similitud de también 61.9% (residuos similares
teniendo en cuenta posibles sustituciones, deleciones...). Todo ello apoya la homologia
entre estas secuencias y constituye un indicio de que ambas proteinas podrian tener
funciones conservadas incluso tratandose de especies evolutivamente muy distantes.

Para confirmar esta hipotesis, se utilizd la herramienta en linea InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Mitchell et al., 2019), que permite identificar y anotar los
principales dominios proteicos presentes en una secuencia aminoacidica. Tal y como se
puede observar en la , las anotaciones obtenidas corresponden a la familia
proteica de ao/B-hidrolasas o bien a dominios de pliegue atribuibles a la misma. Todo ello
coincide con la informacion de la que se dispone acerca del receptor D14, asi como los
dominios anotados en la proteina D14 ya caracterizada de A. thaliana.
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PpiD14 CDS

Alpha/Beta hydrolase fold (IPR029058)

Domain
Alpha/beta hydrolase fold-1 (IPR000073)

Alpha/Beta hydrolase fold (SUPERFAMILY)
SSF53474 (alpha/beta-Hydrolases)

Alpha/Beta hydrolase fold (GENE3D)
G3DSA:3.40.50.1820 (G3DSA:3.40.50.1820)

Alpha/beta hydrolase fold-1 (Pfam)
PF00561 (Abhydrolase_1)

S |  Detailed signature match
Unintegrated signature (PANTHER)
PTHR43039 (FAMILY NOT NAMED)

Detailed signature match
Unintegrated signature (PANTHER)
PTHR43039:SF4 (STRIGOLACTONE ESTERASE D14)

Representacion grafica de los principales dominios proteicos anotados en la secuencia PpD14
con la herramienta InterPro. Se detalla el tipo de dominio, su cédigo y la base de datos de la que se ha
extraido la anotacion.

Con el objetivo de seguir recabando indicios de que la secuencia candidata de P. pinaster
obtenida sea la homdloga al receptor de estrigolactonas D14 de A. thaliana, se llevo a cabo
una comparacion de la estructura tridimensional predicha de ambas proteinas. Para ello,
se utilizé la herramienta en linea Phyre 2.0 , que permite obtener una
prediccion del modelado 3D de una proteina a partir de su secuencia aminoacidica. Los
modelos generados para las proteinas PpD14 y AtD14 pueden observarse en la

PpD14 modelo ) Organismo: Arabidopsis thaliana
predicho Niamero de residuos: 261

4 PDB Header: ligase
Chain: B
Organismo: Pinus pinaster L ¥ PDB Molecule: d3-cth-d14-d-ring
Namero de residuos: 264 3 -
’ K

PDB Title: f-box protein cth with

hidrolase
PDB Header: ligase v v y I'
Chain: B v /\/’) (100% confianza, 98% cobertura)
\ \\

PDB Molecule: d3-cth-d14-d-ring
PDB Title: f-box protein cth with

N
hidrolase Y ‘ J
N7 Ph ‘ [ <+

(100% confianza, 99% cobertura)

AtD14 modelo
predicho

A la izquierda, modelo 3D predicho a partir de la secuencia aminoacidica de PpD14 (P.
pinaster). A la derecha, AtD14 (A. thaliana). Se indican el niumero de residuos y los principales datos del
modelo generado, asi como el porcentaje de confianza de la prediccion y el porcentaje de cobertura de la
secuencia primaria de la proteina. Las zonas diferenciales aparecen resaltadas sobre el propio modelo.

Tal y como se podria esperar dada la alta similitud de las proteinas a nivel de secuencia, la
estructura tridimensional es muy parecida entre ambas predicciones. La estructura
secundaria es practicamente idéntica, con el mismo numero de hélices alfa y laminas beta,
aunque en posiciones ligeramente distintas. Las diferencias mas notables aparecen en las
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posiciones relativas de estas estructuras secundarias a nivel tridimensional, asi como en el
extremo N-terminal, pero en ningun caso son apreciables en la parte central de la proteina,
que contiene la triada catalitica y la region de unién al ligando (estrigolactona).

Tomados en conjunto, todos estos resultados respaldan la hipétesis de que la secuencia
obtenida es homologa al gen D14 de A. thaliana y, por tanto, aportan un fuerte indicio de
que dicha secuencia muy probablemente ejerce las funciones de receptor de
estrigolactonas en especie P. pinaster.

3.3.2. CLONACION DEL GEN PPD74 Y CONSTRUCCION DE UN VECTOR BINARIO DE
SOBREEXPRESION MEDIANTE EL SISTEMA GATEWAY

A expensas de todo lo comentado anteriormente, una aproximacion bioinformatica no
equivale ni sustituye a una validacion funcional de un gen. Aunque existan abundantes
indicios de que la secuencia PpD 14 obtenida es el receptor de estrigolactonas en la especie
P. pinaster, es necesario un enfoque experimental, como la complementacion heteréloga,
para corroborar definitivamente la hipoétesis. Aunque es evidente que una complementaciéon
heteréloga excede con creces la temporalidad de este TFM, si se plante6 como objetivo del
mismo la clonacion del gen PpD14 y la construccion de un vector binario de
sobreexpresion que sirviese como base para futuros ensayos de validacion del gen a nivel
funcional.

Para generar el vector de sobreexpresion se escogio la tecnologia Gateway® (Thermo
Fisher Scientific) por su alta flexibilidad a la hora de crear distintos tipos de construcciones,
asi como por su alta eficiencia. El vector de destino escogido fue el pMDC32, que contiene
un doble promotor 35S (2X35S), asi como dos agentes de seleccion: una resistencia a
higromicina para la seleccion en planta y una resistencia a kanamicina en bacteria. Un
esquema completo del vector de expresion resultante (pPMDC32 con el gen completo de
PpD14) se puede consultar en la

Para confirmar la fiabilidad del proceso de clonacién del gen a partir de ADNc conseguido
de yemas apicales de plantulas, se realizaron secuenciaciones de control periodicas tras
cada nuevo constructo generado (como se comentd en los apartados 2.4.2 y 2.4.3). En
cada uno de los casos se comprob6 que la secuencia nucleotidica insertada en los vectores
correspondia a la CDS de PpD14 con un 100% de identidad.

Una vez introducido PpD14 en el sistema Gateway® y obtenido el vector de sobreexpresion
(pMDC32/PpD14), el siguiente paso sera utilizar esta construccion para transformar células
competentes de Agrobacterium tumefaciens. Esto servira como primer paso de cara a
validar experimentalmente la funcion de PpD14, utilizando Arabidopsis thaliana como
sistema heterdlogo a pino y mediante una estrategia de complementacion de mutantes. En
definitiva, los indicios recabados con el analisis bioinformatico de PpD14, asi como la
construccion de un vector de sobreexpresion permitira, en el futuro, arrojar luz sobre la
percepcion de estrigolactonas en P. pinaster, una especie de gran interés econémico y
ecoldgico.
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Figura 14. Vector de sobreexpresion generado a partir del plasmido pMDC32 y la secuencia
PpD14 tras la reaccion LR de la tecnologia Gateway.
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4. CONCLUSIONES

1. El receptor de estrigolactonas DWARF14 esta altamente conservado en el reino
vegetal, lo cual denota una alta conservacién del mecanismo de percepcion vy
sefalizacion de estrigolactonas.

2. La mayoria de grupos de gimnospermas cuentan con una proteina homologa al
receptor de estrigolactonas DWARF14 y otra homodloga al receptor de karrikinas
KAI2, aunque las funciones y especificidad de las mismas aun son desconocidas y
se escapan del alcance de este trabajo.

3. La ausencia de un receptor de estrigolactonas D14 funcional en gnetales podria
indicar que la especializacion de los receptores D14/KAI2 hacia sus respectivos
ligandos, SL/KR, surgié con las gimnospermas.

4. La clonacion del homélogo a D14 en P. pinaster constituye un primer paso hacia la

validacion funcional del gen PpD14 y la identificacion del hasta ahora desconocido
receptor de estrigolactonas en coniferas.
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