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INTRODUCCION

El cambio climatico y particularmente el aumento de la temperatura, afecta a los ecosistemas
en todo el mundo. Numerosas especies vegetales y animales corren un elevado riesgo de
extincion si el aumento de la temperatura media global supera los 1.5-3°C por encima del nivel
preindustrial [1]{2]. El cambio climatico estd asociado con la concentracion atmosférica de CO,,
de manera que, si las emisiones de gases de efecto invernadero contintan con la tasa actual o
por encima de ella, el efecto perjudicial del cambio climatico en los ecosistemas naturales sera
dramadtico. Probablemente, esto conducird a desplazamientos de poblacién y en consecuencia
a conflictos.

La agricultura es responsable de gran parte de las emisiones de gases de efecto invernadero, por
ello se debe adaptar y evolucionar para mitigar las emisiones, y asi reducir el impacto sobre el
cambio climatico. A su vez, la agricultura tiene que hacer frente al reto de alimentar de forma
sostenible a una poblacién mundial en crecimiento y reducir la hambruna. Segun Naciones
Unidas (Objetivo 2 para el desarrollo sostenible [3]), hay 821 millones de personas que padecen
hambre en el mundo y se estima que para 2050 habra dos mil millones mds de personas
desnutridas. Por ello es crucial aumentar la capacidad productiva agricola y tener sistemas
sostenibles de producciéon de alimentos.

Los fertilizantes de nitrato de amonio son responsables de la liberacién de 6xido nitroso (N,O).
El 6xido nitroso contribuye con el 6% al efecto invernadero, pues tiene un potencial global de
calentamiento 200-300 veces superior al didxido de carbono (CO;). Ademas, su conversion a
oxido nitrico (NO) le lleva a alterar la capa de ozono. Por otra parte, la produccién de nitrato
consume hasta el 2% del consumo mundial de energia, lo que también afecta el balance de
carbono. Reducir el uso de fertilizantes de nitrato es, por tanto, uno de los objetivos de la
agricultura. Sin embargo, reducir el uso de fertilizantes sin afectar el rendimiento y la calidad del
producto requiere de estrategias de mejora y nuevas técnicas de manejo de cultivos. Por todo
ello, una de las estrategias para alcanzar una agricultura sostenible y productiva consiste en el
estudio del reciclaje interno de las plantas y la movilizacion de nitrégeno [4].

La macroautofagia (seguidamente denominada autofagia) es un mecanismo intracelular comun
conservado evolutivamente en eucariotas para la degradacidon de los componentes celulares
dafiados o en desuso, que opera tanto en condiciones favorables como en condiciones de estrés.
Es decir, es un proceso esencial para la homeostasis celular y la adaptacién al estrés. La autofagia
se inicia con la formacion de una estructura denominada pre-autofagosoma (PAS) y luego de un
fagoforo, que se forma alrededor de los componentes que van a ser degradados. Una vez
cerrada la estructura se denomina autofagosoma y se caracteriza por ser una estructura de
doble membrana. Finalmente, cuando se trata de células animales, el autofagosoma se fusiona
con el lisosoma para depositar los componentes a degradar. Pero hay que tener en cuenta que,
en células vegetales el citoplasma representa un espacio altamente restringido en comparacion
con las células de mamiferos o levadura. Esto es asi porque las vacuolas de las células vegetales
son compartimentos altamente pleomarficos, que cambian de forma, funcién y contenido de
acuerdo con el desarrollo celular y la etapa de crecimiento. De manera que una de las
caracteristicas especificas de las plantas, es la capacidad de realizar una fusién directa de los
autofagosomas con las vacuolas liticas, sin la necesidad de compartimentos liticos intermedios,
como se ha descrito en células de mamiferos. De manera que, en plantas, la membrana externa
del autofagosoma se fusiona con el tonoplasto, entregando su contenido como un Unico
compartimento unido a la membrana (o cuerpo autofagico) en la luz vacuolar [Figura 1, [5]].



Las proteinas involucradas en el proceso de autofagia (ATG) se descubrieron inicialmente en la
levadura (Saccharomyces cerevisiae) [6]. Los genes ATG se pueden dividir en tres categorias con
respecto a su funcién [7]:

e ATG1-ATG13, constituyen un complejo quinasa, y se trata de un regulador aguas arriba
de la via de autofagia que inicia la formacién del autofagosoma.

e Los complejos ATG9 y ATG6/vps30 participan en el proceso de expansion del
autofagosoma. El complejo ATG9/vps30 interactia con ATG2 y ATG18, aumentando la
expansion de los fagoforos a través del sistema endomembranoso (reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y mitocondrias). Por otro lado, el complejo ATG6/vps30
interacciona con ATG14, que se localiza en el PAS y en la membrana vacuolar, para
acabar de formar los autofagosomas.

e Sistemas de conjugacién tipo ubiquitina: los complejos ATG5-ATG12 y ATGS8-PE,
esenciales para las etapas finales de la formacidn del autofagosoma y su fusion a la
membrana vacuolar. Se ha demostrado que el complejo ATG8-PE recluta la carga
citoplasmdtica para garantizar la maduraciéon y el cierre del autofagosoma y
posteriormente se transporta a la vacuola para su degradacién.
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Figura 1. Conservacion de la maquinaria principal de autofagia en Arabidopsis thaliana (Marion et al. 2018).

En su dia se observd mediante estudios gendmicos, que la mayoria de los genes ATG,
caracterizados inicialmente en levadura, estan bien conservados a lo largo de la evolucién y se
descubrio la existencia de genes homodlogos funcionales en mamiferos y plantas. En sistemas
animales, la autofagia cumple funciones importantes, desde el desarrollo hasta la participacion
en enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, la informacion sobre autofagia en plantas
es menor, pero en estos Ultimos afios la investigacion se ha focalizado sobre todo en la planta
modelo Arabidopsis thaliana, pero también en organismos eucariotas fotosintéticos acuaticos,
gimnospermas y angiospermas, incluidas monocotiledéneas y dicotileddneas. En plantas se ha
demostrado que este proceso de reciclaje estd involucrado en respuestas inmunes innatas [8],
en senescencia [9] y en condiciones de déficit de nutrientes [10]. Ahora bien, para comprender
la implicacidn fisioldgica de la autofagia se necesitan métodos de andlisis adecuados.



Se estan realizando esfuerzos para describir los componentes, el ensamblaje y los factores
reguladores de la maquinaria de autofagia en las plantas. En Arabidopsis thaliana se ha llegado
a caracterizar el complejo quinasa ATG1-ATG13. También se han descrito homdlogos de plantas
de ATG1, ATG13, ATG11, ATG17 y ATG101. ATG1 estd codificado por una familia de cuatro
miembros; ATG13 por un par de genes; ATG17 no se ha identificado como un gen separado, sino
como un dominio similar a ATG17 dentro de la proteina ATG11 [11]. Hay que tener en cuenta
gue la maquinaria de autofagia funciona de una manera especifica y esta muy finamente
regulada [Figura 2, [12]].

En condiciones de falta de nutrientes, la actividad quinasa de TOR (inhibidor de la autofagia) se
inhibe por accidn de la actividad quinasa AMPK (SnRK1 en plantas) y, por lo tanto, ATG1 y ATG13
se ensamblan, formando asi el complejo quinasa ATG1-ATG13. La adicion de fosfatidilinositol-3
al PAS permite que ATG9 agregue lipidos a la estructura y eventualmente se forme el fagéforo.
A continuacién, se da la lipidacién de ATGS8 con fosfatidiletanolamina (PE, un componente
lipidico de la membrana del autofagosoma) mediada por ATG5-ATG12. Esto hace que ATGS sea
una proteina particularmente atractiva como biomarcador para observar el proceso de
autofagia, ya que queda anclada a la membrana de una autofagosoma. La lipidacidn con PE de
ATGS8 ocurre después de la escision de una extension en C-terminal por una proteasa Cys-ATG4.
Como resultado se obtiene ATGS8 con un residuo Gly expuesto en C-terminal, que sera activado
mediante la enzima ATG7 a través de un enlace tioéster entre el residuo Gly de ATG8 y el residuo
Cys de ATG7, que posteriormente serd donado a la enzima ATG3. Finalmente, ATG8 queda
conjugado a PE a través de un enlace amida entre el residuo Gly de ATG8 y el grupo amino de
PE. Por tanto, la desconjugacion de ATG8 por ATG4 también resulta esencial para la regulacién
de los autofagosomas.

Los estudios sobre los mecanismos de regulacion de la autofagia han puesto de manifiesto la
conservacion de distintos mecanismos en eucariotas.

El complejo SnRK1 en Arabidopsis es una proteina quinasa que funciona como sensor
metabdlico detectando cambios en los niveles de energia e integrando respuestas que permiten
la supervivencia celular. Su ortélogo de mamiferos, AMPK, y el ortélogo de levadura, Snf-1,
activan la autofagia en respuesta a condiciones de baja energia. La activacion de la autofagia en
plantas también se da por SnRK1, ya que se ha visto que la sobreexpresién de la subunidad
catalitica de SnRK1 KIN10 en condiciones control aumenta la presencia de autofagosomas
mientras que el mutante kin10 bloquea la induccion de autofagia por estrés. En Arabidopsis la
inhibicidn de TOR conduce a la activacidon de la autofagia, pero la inhibicién de SnRK1 no bloquea
dicha activacion de la autofagia mediada por TOR. Asimismo, el aumento de la actividad SnRK1
no induce la autofagia cuando TOR permanece activo, por lo tanto SnRK1 actta aguas arriba de
TOR en la activacién de la autofagia [13].

La visualizacion en 3D de la morfologia del autofagosoma en las células epidérmicas de la raiz
de Arabidopsis ayudd a definir el papel de ATG5 en la determinacién de la estructura del
autofagosoma en crecimiento. Tras la induccidn de autofagia, se demostré que ATG5 se localiza
en la superficie externa del reticulo endopldsmico cortical (RE) y recluta ATG8 para el fagéforo
en crecimiento. Una vez cerrada la membrana del fagéforo, ATG5 abandona la estructura y el
autofagosoma recién formado se desplaza de la membrana del RE. Este proceso de formacion
del autofagosoma también estd regulado por la proteina 2 que contiene un dominio SH3 (SH3P2)
[11].
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Figura 2. Vias de sefializacion que regulan la autofagia (Modificada de Leidal et al. 2018).

Estudios recientes han demostrado una relacion directa entre enzimas metabdlicas y autofagia.
La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una enzima clave en la via glucolitica y,
en animales, participa en procesos de reparacion del ADN y la fusidon y transporte de
membranas. En Arabidopsis, se demostré que los mutantes knockout de GAPDH presentan
niveles elevados de especies reactivas de oxigeno (ROS), pero una mayor resistencia a la
enfermedad y autofagia constitutiva, lo que sugirié a sus autores que GADPH inhibe de alguna
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forma la autofagia. De hecho, un estudio paralelo en tabaco (Nicotiana benthamiana) reveld
gue GAPDH interactia directamente con la proteina ATG3 para regular negativamente su
actividad [14].

Por otro lado, en diversos organismos el envejecimiento se correlaciona con la pérdida o
reduccion de la autofagia, mientras que la induccién de la autofagia promueve la homeostasis
celulary funciona para prolongar la vida util y mejorar la salud. Por ejemplo, en ratas envejecidas
y células humanas primarias se ha detectado una reduccién de la protedlisis lisosémica
acompafiada de una menor presencia de autofagosomas y una expresién reducida de genes
ATG. En humanos, ATG5, ATG7 y BECN-1 (que codifica Beclin-1, también llamado ATG6) estan
regulados negativamente durante el envejecimiento, pero en enfermedades asociadas a la edad
como la neurodegeneracién, la osteoartritis y la cardiomiopatia también se muestra una
reduccion de la autofagia. Este vinculo entre la autofagia deteriorada y el envejecimiento ha
despertado el interés por encontrar compuestos que mejoren la funcidn autofagica para tratar
enfermedades relacionadas con la edad. Es decir, estas estrategias se centran en inducir la
autofagia a través de agentes que imitan los efectos bioquimicos vy fisioldgicos de la restriccion
caldrica (llamados CR mimetics, CRM) o compuestos que estimulan la autofagia a través de vias
alternativas. El resveratrol y la espermidina son suplementos nutricionales que pueden actuar
como CRM geroprotectores, ya que extienden la vida de diversos organismos y mejoran la
neurodegeneracion, la disfuncion metabdlica y la inflamacidn en ratones. La restriccion caldrica,
la espermidina y el resveratrol causan la desacetilacién de numerosas proteinas, incluidas las
moléculas que regulan la autofagia. Se ha demostrado que la espermidina inhibe Ia
acetiltransferasa EP300, que acetila e inhibe varias proteinas de autofagia [Figura 2]. Parece
claro que las funciones promotoras de longevidad del resveratrol y la espermidina requieren
autofagia debido a que su capacidad para extender la vida util se elimina tras la caida de los ATG
esenciales [12].

Ademads, se conoce que el contenido de poliaminas, como la espermidina, aumenta
significativamente en condiciones de estrés, lo que desencadena la activacion de mecanismos
de defensa y promueve la supervivencia celular. Las poliaminas exhiben propiedades
protectoras con respecto a los compuestos de alto peso molecular de la célula, como proteinas
y acidos nucleicos. Existen evidencias de que la exposicidén a la espermina de forma exdgena
aumento la vida util de levadura, nematodos y moscas, debido a la induccidon de autofagia en
sus células. En cambio, en plantas se sabe que las poliaminas juegan un papel importante en
defensa frente a situaciones de estrés bidtico y abidtico, pero hay pocos datos sobre la induccion
de autofagia por poliaminas en células vegetales. No obstante, se ha visto que el proceso de
induccion de autofagia mediante poliaminas va acompafiado de una mayor generacién de ROS
y 6xido de nitrégeno (NO) [15].

También cabe mencionar que la espermidina modifica a nivel post-traduccional el factor elF5A
(factor de elongacién de traduccién eucariota 5A), mediante la modificacidon por hipusinacion
de un residuo de lisina especifico (K*° en humanos). Para la formacién de |a hipusina se requieren
dos pasos enzimaticos secuenciales. En la primera reaccion limitante, la enzima desoxihipusina
sintasa (DHS) cataliza de forma reversible y dependiente del cofactor NAD (nicotinamida
adenina dinucledtido) la deshidrogenacidn de la espermidina y el consecuente corte y
transferencia del grupo 4-aminobutilo al residuo conservado de lisina del factor elF5A,
generando el intermediario desoxihipusina. En la segunda reaccidn, el residuo intermediario es
hidroxilado de manera irreversible, por accion de la enzima desoxihipusina hidroxilasa (DOHH),
generando el residuo de hipusina, para completar la maduracion y la activacion del factor elF5A



[Figura 3] [16]. Esta modificacién mediada por el metabolito espermidina es esencial para que
el factor sea funcionalmente activo.
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Figura 3. Modificacion del factor elF5A. Figura modificada de Park et al. (2010).

Previamente se habia demostrado que elF5A se une a los ribosomas y evita su estancamiento
durante la traduccidon de ciertos aminoacidos con impedimentos estéricos debido a su
geometria, como ocurre con los motivos poli-prolina. En un estudio reciente con animales, se ha
descrito el papel conservado evolutivamente para elF5A en el proceso de autofagia,
concretamente que elF5A media la lipidacién de proteinas de la familia ATG8 y la formacién de
autofagosomas a través de la traduccion de la proteina ATG3. La interaccién del factor de
traduccidon se da mediante un motivo particular en ATG3 y es necesaria para su traduccién
eficiente. Estos datos indican un requisito funcional para la hipusinacion de elF5A en autofagia
y sugieren un mecanismo atribuido a la espermidina para la traduccién de ATG3 [17].

Por otro lado, se ha visto que en ratones y humanos el factor de transcripcion TFEB es uno de
los principales reguladores de la autofagia. Este factor es una proteina de vida corta, contiene
un motivo de poli-prolina en ratén y dos en humanos y requiere de la participacion del factor
elF5A para su correcta traduccion [18]. Por tanto, la disminucidn de los niveles de poliaminas da
como resultado una pérdida de elF5A funcional por lo que TFEB no se traduce de manera
eficiente y como consecuencia los genes de autofagia no se transcriben correctamente [Figura
4, [19]].

Como se ha dicho anteriormente la autofagia es un proceso bioldgico que permite la adaptacion
al estrés, y las plantas como organismos sésiles estdn expuestos a muchas condiciones
ambientales desfavorables. Cabe destacar que muchos autores han descrito que ATGS8 juega un
papel importante en la sensibilidad de las plantas al estrés abiodtico. Particularmente, en
Arabidopsis se conocen nueve isoformas de ATG8 (ATG8a a ATGSi). Otras proteinas ATG también
estan implicadas en la respuesta al estrés, especialmente en condiciones de déficit de
nutrientes, como la falta de carbono y nitrégeno. Por ejemplo, dos de los mutantes clasicos
relacionados con la autofagia, atg5 y atg7, muestran hipersensibilidad al déficit de carbono y
nitrégeno, al igual que el mutante doble atg13 (atgl3a atgl13b) y el mutante atgi1 [7].
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Figura 4. Modelo del papel del eje espermidina-elF5A en la autofagia (Douglas R. Green).

OBIJETIVOS

Debido a la poca informacion descrita sobre el papel de las poliaminas en la regulacion de la
autofagia en plantas, en nuestro grupo hemos decidido utilizar plantas transgénicas de
Arabidopsis, que expresan la fusidon traduccional GFP-ATG8 como marcador in vivo para
autofagia, con la finalidad de observar si la aplicacion exdgena del metabolito espermidina
induce este proceso de reciclaje como ocurre en animales. También hemos utilizado para estos
estudios el analisis de estabilidad de la proteina sustrato de autofagia NBR1 mediante técnicas
de Western blot. Por tanto, nuestro objetivo es aclarar el papel de la espermidina en la autofagia
de las plantas y sus posibles aplicaciones biotecnoldgicas en la agricultura, ya que la ingenieria
de la autofagia mediada por espermidina podria mejorar la eficiencia del uso de nutrientes y asi
contribuir a la reduccién del uso de fertilizantes y en consecuencia de las emisiones de gases de
efecto invernadero.



RESULTADOS

1. Validacién de la construccién mRFP-ATG8e

Para poder obtener plantas transgénicas que nos sirvan de marcadores in vivo de autofagia,
previamente en nuestro laboratorio se diseiid la construccién de la fusion de la proteina RFP a
una de las isoformas de la proteina ATG8 (ATG8e), mediante el sistema Gateway de clonaciény
ensamblaje dirigido [Figura 5].

mRFP-ATG8e

11.067 kb

Figura 3. Esquema del vector de clonacion de la fusion traduccional mRFP-ATG8e.

Mediante un ensayo de expresidn transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana [Materiales y
métodos 1.2.2] se consiguid validar la construccion disefiada en el laboratorio del Dr.
A.Ferrando. Es decir, como se observa en la figura 6 la fusion traduccional disefiada se expresa
en células vegetales. De manera que la construccion se puede utilizar para la transformacion de
plantas y tras varias generaciones obtener plantas transgénicas homocigotas.

mRFP-ATG8e + ConcA mRFP-ATG8e - ConcA

Figura 6. Validacion de la construccion mRFP-ATG8e mediante su infiltracion en células de hoja de tabaco
(N.benthamiana). Escala = 20um.



2. Caracterizacion de lineas transgénicas GFP-ATGS8

Por otro lado, el Dr. Yasin Dagdas (Gregor Mendel Institute, Vienna) cedié amablemente a
nuestro laboratorio semillas de diferentes lineas transgénicas GFP-ATG8 de Arabidopsis
thaliana, Gtiles también para el seguimiento de la autofagia in vivo, ya que nos permite observar
la presencia de autofagosomas en células vegetales gracias a la fusion de la proteina
fluorescente verde (GFP) a la proteina ATGS8 (y sus diferentes isoformas) presente en la
membrana de los autofagosomas.

En primer lugar, se caracterizaron todas las lineas, y asi pudimos decidir con cual de ellas seguir
trabajando en los futuros ensayos para el estudio de la autofagia. Como se observa en la figura
7 todas las lineas expresan la proteina fluorescente GFP, es decir, todas ellas son validas para el
seguimiento y estudio de la autofagia en plantas. Ahora bien, tras varias observaciones en el
microscopio confocal, las lineas GFP-ATG8f y GFP-ATG8e presentaban una sefial mas intensa, y
ademas su tasa de germinacidn era mayor. Por ello, a partir de este resultado, se decidid seguir
estudiando la autofagia con ambas lineas.

GFP-ATG8a GFP-ATGSi

GFP-ATG8e GFP-ATG8f

Figura 7. Caracterizacion de todas las lineas transgénicas GFP-ATG8 mediante la observacion en el microscopio confocal
de células de la raiz en medio MS con sacarosa. Escala = 20um.
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3. Induccion de autofagia en condiciones de estrés

Como ya se ha dicho, la autofagia es un proceso esencial para la homeostasis celular y la
adaptacion al estrés [7][10]. Con la finalidad de comprobar si las lineas GFP-ATG8 se comportan
de igual forma, es decir, si el proceso de autofagia se activa en condiciones de estrés, las
plantulas transgénicas se sometieron a condiciones desfavorables y posteriormente se
observaron sus raices mediante el microscopio confocal. Concretamente, las plantulas GFP-
ATGS8 de Arabidopsis se sometieron a una restriccion de nutrientes, de nitrégeno y carbono
(sacarosa) [Materiales y métodos 1.3.1.4y 1.3.1.5].

Como se observa en la figura 8, las plantulas de la linea GFP-ATG8e presentan un nimero mayor
de autofagosomas en ausencia de sacarosa en las células radiculares, en comparacion con su
control. Por otro lado, con la linea GFP-ATG8f ocurre exactamente lo mismo en ausencia de
sacarosa. También estudiamos el efecto de ayuno de nitréogeno en la linea GFP-ATGSf,
mostrando induccién de autofagia en esas condiciones [Figura 9].

GFP-ATG8e

MS - sacarosa MS + sacarosa
GFP-ATGS8f

MS - sacarosa MS + sacarosa

Figura 8. Tratamiento ayuno sacarosa de la linea GFP-ATG8e y GFP-ATGSf. Escala = 20um.
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GFP-ATGS8f

MS - nitrégeno MS + nitr6geno

Figura 9. Tratamiento ayuno de nitrdgeno de la linea GFP-ATGSf. Escala = 20um.

4. Tratamiento con espermidina de plantas transgénicas GFP-ATG8f

El principal objetivo de este proyecto es determinar el papel de la espermidina en el proceso de
reciclaje interno de las plantas. Para poder observar el efecto de esta poliamina sobre la
autofagia, se aplicé de forma exdgena en el medio de crecimiento de plantulas de la linea GFP-
ATGS8f sin condiciones de estrés.

Para determinar la concentracion de espermidina con un mayor efecto de induccién de la
autofagia, pero que no sea perjudicial para el desarrollo correcto de las plantulas, se realizé un
ensayo preliminar aplicando diferentes concentraciones al medio de crecimiento. A partir de
este ensayo se determind que la concentracidn éptima de aplicacion exdgena de espermidina
era de ImM [Materiales y métodos 1.3.1.6], ya que a una concentracion de 2mM no se detecta
un mayor efecto de induccién, y ademds podria estar perjudicando a la plantula desde otro
punto de vista del desarrollo.

Como se observa en la figura 10 la aplicacién de espermidina de forma exdgena induce la
autofagia, ya que en un medio sin ningun tipo de restriccion nutritiva se observa un mayor
numero de autofagosomas en las células de la raiz de las plantulas tratadas en comparacién con
las plantulas no tratadas con espermidina y con sacarosa en el medio (control). Por otro lado, el
ayuno de sacarosa supone un aumento en la autofagia, pero si ademas las plantulas son tratadas
con espermidina el nimero de autofagosomas aumenta notablemente.

Por tanto, podemos confirmar: (i) la aplicacién exégena de espermidina aumenta la autofagia
en condiciones control, y (ii) se produce un efecto aditivo en el aumento de la autofagia cuando
se aplica de forma exdgena espermidina a plantulas GFP-ATG8f que crecen en ausencia de
nutrientes.
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GFP-ATGS8f

MS + sacarosa - Spd MS + sacarosa + Spd

MS — sacarosa - Spd MS — sacarosa + Spd

Figura 10. Tratamiento con espermidina de la linea GFP-ATGS8f. Escala = 20 um.

5. Estudios bioquimicos de la autofagia con la proteina NBR1

La autofagia puede ser tanto masiva de los contenidos citoplasmaticos como selectiva de
organulos dafados, microbios intracelulares, agregados de proteinas, estructuras celulares y
proteinas solubles especificas. Cabe destacar que la autofagia selectiva estd mediada por
adaptadores autofagicos como p62/SQSTM1 y NBR1. Por tanto, p62 y NBR1, ademas de ser
elementos adaptadores en el proceso de autofagia, ellos mismos son sustratos selectivos de
este proceso. Ademas, se conoce que los homadlogos de NBR1 se distribuyen por todo el reino
eucariota, mientras que p62 se limita al reino animal. Concretamente, la proteina NBR1 de
Arabidopsis thaliana (AtNBR1) es mas similar, en cuanto a la arquitectura de dominios y
secuencia de aminodcidos, a NBR1 de mamiferos que a p62, sin embargo, se homopolimeriza a
través del dominio PB1 como p62. Por tanto, AtNBR1 tiene propiedades hibridas de NBR1y p62
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de mamiferos. AtNBR1 tiene dos dominios UBA, pero sélo el que se encuentra en el extremo C-
terminal es el que se une a la ubiquitina y permite su degradacion. También se conoce que
AtNBR1 se une a AtATG8 mediante un dominio LIR conservador y que requiere de la coexpresién
de AtATG7. De manera que, AtNBR1 es un sustrato autofagico degradado en la vacuola
dependiente de la polimerizacién del dominio PB1 y de la expresion de AtATG7 [20].

Con la finalidad de corroborar que el metabolito espermidina estd implicado directamente en el
proceso de autofagia y la induce mediante la interaccidon con sustratos de la via de autofagia, y
no de forma indirecta mediante otros procesos bioldgicos, se ha realizado un ensayo Western
blot [Materiales y métodos 3.4] con un anticuerpo anti-NBR1 [Figuras 11y 12].

kbDa Mw 1 2 3 1 2 3
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25—

Figura 11. Andlisis de autofagia por Western blot de muestras de pldntulas de Arabidopsis thaliana ColO. El carril 1
corresponde a un extracto de pldntulas ColO crecidas en medio MS mds sacarosa. El carril 2 corresponde a un extracto
de pldntulas ColO crecidas en medio MS con sacarosa con adicion exdgena de 1ImM de espermidina y el carril 3
corresponde a un extracto de pldntulas ColO en medio MS sin sacarosa. Panel izquierdo tincion Ponceau-S mostrando
la banda correspondiente a Rubisco. Panel derecho Western blot de la misma membrana con anti-NBR1.

Como era de esperar en el control (carril 1) la cantidad de proteina NBR1 detectada es superior
en comparacion con las otras dos muestras, porque la autofagia no se ha activado, solo se da la
autofagia basal para mantener la homeostasis de las células vegetales. En cambio, después de
un tratamiento de restriccién nutritiva la autofagia se induce y la intensidad de la banda
correspondiente a la NBR1 en el gel del Western blot es menor que la del control indicando la
activacion de la autofagia. Por otro lado, cuando se aplica de forma exdgena espermidina en el
medio de crecimiento, la autofagia alin es mayor, ya que la cantidad de proteina NBR1 es mucho
menor [Figura 11].

También se realizé este mismo ensayo Western blot con el mutante atg5-1 de autofagia, el cual
no puede formar autofagosomas, por tanto, no realiza autofagia. Estas semillas mutantes
cedidas amablemente por el Dr. Yasin Dagdas se sometieron a las mismas condiciones que las
plantulas Col0, con la finalidad de demostrar la especificidad de la actividad de espermidina en
el proceso de autofagia que determina la estabilidad de NBR1. Como se observa en la figura 12
en todas las condiciones la cantidad de proteina NBR1 es igual o muy parecida, ya que estas
plantulas no son capaces de realizar autofagia y la proteina se acumula, lo que sugiere que la
degradacion de NBR1 inducida por espermidina tiene lugar mediante la activacion de autofagia.

No obstante, cabe mencionar que se necesitarian mas réplicas del ensayo para poder confirmar
los resultados obtenidos.
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Figura 12. Andlisis de autofagia por Western blot de muestras de pldntulas de Arabidopsis thaliana atg5s-1. El carril
1 corresponde a un extracto de plantulas mutantes crecidas en medio MS mds sacarosa. El carril 2 corresponde a
un extracto de plantulas mutantes crecidas en medio MS con sacarosa con adicion exdogena de 1mM de
espermidina y el carril 3 corresponde a un extracto de plantulas atg5-1 crecidas en medio MS sin sacarosa. Panel
izquierdo tincion Ponceau-S mostrando la banda correspondiente a Rubisco. Panel derecho Western blot de la
misma membrana con anti-NBR1.

6. Abordajes genéticos para el estudio de elF5A en autofagia

En animales se dispone de mucha informacion sobre la maquinaria y los reguladores de la via de
la autofagia, sin embargo, en plantas no es asi. Como se ha dicho anteriormente, uno de los
reguladores de este proceso de reciclaje en animales es el factor de traducciéon elF5A, que a su
vez estd regulado por el metabolito espermidina mediante la activacidn post-traduccional por
hipusinacion.

En nuestro laboratorio ya disponiamos de diferentes lineas mutantes de silenciamiento de la
enzima DHS (siDHS) de Arabidopsis thaliana [16], de manera que se realizé el cruce con la linea
transgénica GFP-ATGS8f para obtener una herramienta genética interesante para el estudio del
papel del factor elF5A en la via de la autofagia en plantas. [Materiales y métodos 1.3.2.3].

Figura 13. Seleccidn de semillas fluorescentes (GFP). Imagen realizada con el equipo LAS3000 del servicio del IBMCP.

El cruzamiento se realizé mediante la aplicacién manual de polen de dos lineas de silenciamiento
de la enzima DHS (siDHS H6 y M11) a partir de estambres aislados de plantas donantes sobre
ovarios de flores emasculadas en estadio previo a la fecundacion (pre-antesis) de la planta
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receptora GFP-ATGS8f con la finalidad de obtener una linea doble transgénica homocigota. La
linea de silenciamiento siDHS presenta como marcador genético la resistencia a higromicina
[Hyg®], mientras que la linea transgénica GFP-ATGSf presenta un marcador de transformacion
vegetal mediante la fusién transcripcional de la proteina GFP a un promotor especifico de
semilla. Por tanto, una vez obtenidas semillas del cruce se ponian a crecer en un medio MS con
higromicina, pero antes de ponerlas a germinar, se observaban con la lupa y se marcaba qué
semillas eran fluorescentes. De esta manera se consigue seleccionar las semillas dobles
transgénicas de interés [Figura 13].

Siguiendo el esquema de la figura 14, a partir de la segunda generacion se seleccionaron las
semillas que presentaban fluorescencia GFP y ademas eran resistentes a higromicina, pero tan
solo 1/16 seran homocigotas. Se cultivaron esas semillas seleccionadas para al final conseguir
que todas las semillas recogidas sean homocigotas, pero este trabajo sigue en proceso.

GFP-ATGSf siDHSx Hé
N M

J P\f’:t X 7’?‘%9

[GFP] — A [Hyg®] — B
AAbb aaBB
F1 AaBb ) AaBb  [GFP-HygR]
F2 AB AABB [GFP-Hyg"] AABb [GFP-HygR] AaBB [GFP-HygR] AaBb [GFP-Hyg"] 9/16 [GFP-HygR|
Ab  AABb [GFP-HygR] AAbb [GFP] AaBb [GFP-HygR] Aabb [GFP] 3/16 [GFP]
R
aB AaBB [GFP-HygR] AaBb [GFP-Hyg®] aaBB [HygR] aaBb [HygR] ?ﬂg {VVYTQ] ]
ab AaBb [GFP-Hyg®] Aabb [GFP] aaBb [HygR] aabb [WT]

Figura 14. Esquema genético y fenotipico del cruzamiento entre siDHS y GFP-ATGSf.

Por otro lado, en paralelo también se ha realizado la transformacion de Arabidopsis thaliana
ecotipo Col0 con la construccién generada en nuestro laboratorio mRFP-ATG8e [Materiales y
métodos 1.3.2.2], para tener mdas herramientas para el estudio de la autofagia en plantas. Hay
que tener en cuenta que durante el proceso de transformacion se pueden insertar mas de una
copia de la fusién traduccional disefiada y ademas no sabemos qué genes puede estar
afectando, ya que la insercidn puede causar el knock-out o silenciamiento de un gen. En este
caso, la seleccidon solo se hard con el uso del antibiético kanamicina (Kan®, resistencia del
plasmido Ti utilizado). Cabe mencionar que este trabajo también sigue en marcha.
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DISCUSION

En este trabajo hemos profundizado en el estudio de la autofagia en células vegetales,
concretamente para determinar si la poliamina espermidina también participa en la regulacion
de esta via de reciclaje interno como se ha descrito en animales [12]. Nuestros esfuerzos se han
centrado en la caracterizacién de las lineas transgénicas GFP-ATG8 de Arabidopsis thaliana
cedidas, en inducir este proceso fisiolégico mediante el ayuno de nutrientes como la sacarosay
el nitrégeno, y determinar el papel regulador de la espermidina en la autofagia.

En primer lugar, la caracterizacion de las lineas transgénicas fluorescentes era necesaria para
comprobar que realmente eran Utiles como biomarcadores de la autofagia, ya que previamente
en nuestro laboratorio se hicieron ensayos preliminares con el uso del colorante MDC
(monodansilcadaverina) para el seguimiento de la autofagia in vivo en plantas como se habia
descrito en muchos estudios de mamiferos, pero los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio no eran reproducibles e incluso a veces no se observaba nada en el microscopio
confocal. Esto es asi, debido a que los colorantes isotrépicos como el MDC no son especificos en
la tincion de estructuras relacionadas con la autofagia en plantas. Ademas, algunos autores
afirman que los colorantes LTR (Lysotracker Red) y MDC no son capaces de tefir los
autofagosomas en plantas [21]. Por otro lado, la expresion de la proteina ATG8 fusionada a la
proteina verde fluorescente (GFP) parece ser una herramienta mas fiable que las tinciones
fluorescentes a la hora de investigar la dinamica de los autofagosomas en las células vegetales
vivas [5] como se puede observar en las figuras 8 y 9. La proteina ATG8 es un buen marcador
para monitorizar cualquier etapa de la autofagia, ya que es detectable de del inicio hasta la
degradacion del autofagosoma en la vacuola. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
solo se pueden disefiar las fusiones N-terminales de ATG8 debido a su procesamiento en el
extremo C-terminal, la lipidaciéon y el anclaje a la membrana del fagéforo. También hay que tener
en cuenta, que al visualizar dicha construccion la forma modificada de ATG8 se asocia a la
membrana autofagosomal, mientras que la forma no lipidada permanece en el citosol y genera
una sefial de fondo.

Una vez caracterizadas las lineas transgénicas de A.thaliana, se realizaron estudios de induccién
de autofagia en condiciones de estrés, concretamente la restriccion de nutrientes en el medio
de crecimiento. Tanto en animales como en plantas, ya se habia descrito que en condiciones de
ayuno de nutrientes como la sacarosa y el nitrégeno, se produce un aumento de la autofagia,
pero era necesario comprobar que las lineas GFP-ATGS8 utilizadas también se comportaban
como marcadores fiables. Como se puede observar en las figuras 8 y 9 las lineas GFP-ATG8e y
GFP-ATG8f muestran una induccion de la autofagia bajo condiciones de ayuno de sacarosa y
nitrégeno, ya que se observa un mayor nimero de autofagosomas fuera y dentro de las vacuolas
vegetales.

Por otro lado, como se ha dicho anteriormente, el contenido de poliaminas aumenta
notablemente en condiciones de estrés y en consecuencia se activan vias de defensa vy
supervivencia celular, entre ellas la via de la autofagia. En animales, se ha descrito la
participacién del metabolito espermidina en la via de la autofagia como regulador del factor de
transcripcién TFEB asi como de la proteina ATG3 [Figura 2][17][19]. Este trabajo es, hasta la
fecha, el primer estudio sobre la implicacion de la espermidina en la autofagia de plantas. Hemos
demostrado, por primera vez, que la espermidina induce la autofagia vegetal tanto en
condiciones control como en condiciones de déficit de nutrientes y parece ser que lo hace
participando de forma directa con sustratos de esta via de reciclaje interno [Figuras 10, 11y 12].
La posible participacidn del factor traduccional elF5A en el proceso de autofagia vegetal serd
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abordado mediante el uso de las herramientas genéticas generadas en este trabajo con las
plantas dobles mutantes (siDHS x GFP-ATG8f) homocigotas [Figuras 13 y 14].

La finalidad de este proyecto es poder generar, en el futuro, una herramienta biotecnolégica
gue nos permita reducir el uso de fertilizantes y en consecuencia las emisiones de gases de
efecto invernadero a la atmdsfera y la contaminacion de aguas y suelos. Esto se podria llegar a
conseguir gracias al cultivo de plantas que potencien su método de reciclaje interno, es decir, la
autofagia y la movilizacién de nutrientes mediante la sobreexpresién de la ruta de biosintesis y
sefializacion de la espermidina.

Este proyecto contribuye con al menos 2 de los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible de las
Naciones Unidas: (i) poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la mejora de la
nutricion y promover la agricultura sostenible y (ii) adoptar medidas urgentes para combatir el
cambio climatico y sus efectos (tomando nota de los acuerdos celebrados en el foro de la
Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico).

CONCLUSIONES

Con los resultados de este trabajo, podemos concluir:

e La aplicacidn exdégena de espermidina en el medio de crecimiento en plantas de
Arabidopsis, aumenta la autofagia en condiciones normales, visualizada mediante el
marcador fluorescente GFP-ATGS.

e Se produce un efecto aditivo en el aumento de la autofagia cuando se aplica de forma
exogena espermidina a plantulas que crecen en ausencia de sacarosa.

e La aplicacién exdgena del metabolito espermidina induce autofagia de forma directa
sobre los sustratos de dicho proceso, como el caso de NBR1.

e La generacion de plantas transgénicas dobles homocigotas (siDHS x GFP-ATGSf)

permitird en un futuro estudiar el papel del eje espermidina/elF5A en la regulacidon del
proceso de autofagia en Arabidopsis.
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MATERIALES Y METODOS
1. Material bioldgico, manipulacion y condiciones de crecimiento

1.1. Agrobacterium tumefaciens
Se ha utilizado esta bacteria para la agro-transformacion de Arabidopsis thaliana y los
experimentos de expresion transitoria en Nicotiana benthamiana. Se utilizaron células
guimicamente competentes de la cepa de A. tumefaciens GV3101/pMP90. Para crecer A.
tumefaciens se ha utilizado medio LB (16mg/ml de triptona, 10mg/ml de extracto de levaduray
10mg/ml de NaCl, esterilizado mediante autoclave a 120°Cy 1 atmdsfera de presidn durante 20
minutos) a temperatura estandar de 28°C.

1.1.1. Transformacion de A. tumefaciens

Las células quimicamente competentes de la cepa GV3101/pM90 se prepararon segun el
protocolo de Chen et al. (1994) [22]. Se realizé la transformacién de dichas células con la
construccion mRFP-ATGS8E (generada en el laboratorio del Dr. A.Ferrando) en un vector de
clonacién de 11.1kb [Figura 4], concretamente con 1ug de dicha construccion. La mezcla se
incubd 10 minutos en hielo. Después, se congeld en nitrédgeno liquido durante 5 minutos y se
dejé descongelar durante 25 minutos a 37°C. Seguidamente, se afiadié 1ml de LB que contenia
1pg/ml de los antibidticos de seleccién (gentamicina, rifampicina y espectinomicina) y se
dejaron recuperar las células a 28°C durante 2-3 horas en agitacién. Finalmente se sembraron
las bacterias transformantes en el medio de seleccion compuesto por 40ug/ml de gentamicina,
100pg/ml de rifampicina y 50ug/ml de espectinomicina.

1.2. Nicotiana benthamiana

1.2.1. Cultivo y condiciones de crecimiento
Las plantas de N. benthamiana se cultivaron en el invernadero en una cdmara de crecimiento
bajo condiciones de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad con una intensidad luminica
de 100-110pmol-m2s?) y una temperatura de 22°C.

1.2.2. Expresion transitoria en N. benthamiana
Para la expresion transitoria de la fusién traduccional mRFP-ATG8E se utilizd la técnica de
agroinfiltracidn en plantas de N. benthamiana de entre tres y seis semanas de edad, como indica
el protocolo de Belda et al. (2012) [23]. Lo ideal es trabajar con plantas de tres-cuatro semanas,
cuando las hojas tienen un didmetro de entre 3 y 5cm desde la base de la hoja hasta la punta.

1.3. Arabidopsis thaliana
Como genotipo silvestre se utilizaron plantas de A. thaliana ecotipo Col-0, pero también se ha
trabajado con mutantes de silenciamiento siDHS (Belda-Palazon et al. (2016)[24]) y diferentes
lineas transgénicas GFP-ATG8: GFP-ATG8a, GFP-ATGS8i, GFP-ATG8e y GFP-ATGS8f, asi como la
linea mutante atg5-1, todas ellas cedidas amablemente por el Dr. Yasin Dagdas (Gregor Mendel
Institute, Vienna).

1.3.1. Cultivo in vitro

1.3.1.1. Medios de cultivo
Para el crecimiento in vitro de A. thaliana se utilizé el medio Murashige & Skoog (MS) de
composicion 2.45g/| de sales MS (Duchefa Biochemie), 1.03g/l de MES y 1% de sacarosa
ajustandose el pH a 5.7 con KOH. Para la solidificacidon del medio se afadié 1% de Phyto agar
(Duchefa Biochemie). El medio se esterilizd mediante autoclave a 120°Cy 1 atmdsfera de presion
durante 20 minutos. Cuando fue necesario (plantas siDHS), una vez atemperado el medio por

19



debajo de 50°C, se afiadid el antibidtico adecuado (higromicina). Para el cultivo in vitro de A.
thaliana se utilizaron placas de Petri de 14cm de didmetro.

1.3.1.2. Esterilizacion y siembra de las semillas
Se han seguido diferentes protocolos para la esterilizacién de semillas de A. thaliana:

e Esterilizacion mediante etanol

Se utilizé la solucién de esterilizacién | (etanol 70%, Tritén X-100 0.005%) y la solucién de
esterilizacidn Il (etanol absoluto, en su defecto al 96%). En primer lugar, se afiadié 1ml de
solucién | por cada 30-40ul de semillas en un tubo de 1.5ml, y se incubé durante 3-4 minutos
mezclandose por inversién continua. Las semillas se decantaron hacia el fondo del tubo
(manualmente o mediante un pulso de centrifuga a 12000g durante 30 segundos) y se eliminé
el sobrenadante. Posteriormente se afiadié 1ml de solucidn Il y se volvié a mezclar por inversidn
durante 3-4 minutos mas. Las semillas se decantaron hacia el fondo como se describe
anteriormente y se recogieron mediante la pipeta para depositarlas sobre papel de filtro
previamente autoclavado (120°C, 1atm de presidn, 20 min), donde se dejaron secar durante 15
minutos en la cabina de flujo laminar.

e Esterilizacion mediante hipoclorito sédico

Se utilizé una solucién de esterilizacidn compuesta por el 30% de hipoclorito sédico (NaClO) y
0.02% de Tween20. En primer lugar, se afiadié 1ml de la solucién de esterilizacién por cada 30-
40ul de semillas en un tubo de 1.5mly se incubd durante 10 minutos en agitacidn o mezclandose
por inversién continua. A continuacion, se realizd un pulso de centrifuga (maximo 5000
revoluciones por minuto). Seguidamente y en la cabina de flujo laminar se realizaron 5 lavados
con 1ml de agua miliQ estéril.

La siembra en placa de las semillas se realizé con ayuda de varillas de vidrio o puntas de pipeta
estériles. Las placas se sellaron con cinta y se dejaron estratificar durante 48 horas a 4°C en
oscuridad, tras los cuales se llevaron a la cdmara de cultivo in vitro.

1.3.1.3. Condiciones de crecimiento in vitro
El crecimiento estandar in vitro de A. thaliana se realizd en una cdmara de cultivo a temperatura
de 24°C en condiciones de dia largo, es decir, 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad con una
intensidad luminica de 100-110pumol-m2-s,

Para los tratamientos realizados y en posterior observacién de las raices en el microscopio
confocal las plantulas A. thaliana de 4 dias de edad germinadas en medio MS se transfirieron a
medio MS liquido de la misma composicidn sin afiadir el 1% de Phyto agar. A continuacion, las
plantulas se dejaron dos dias a 24°C para la adaptacién al nuevo medio liquido y después se
hicieron los tratamientos pertinentes.

1.3.1.4. Tratamiento sin sacarosa en lineas transgénicas GFP-ATG8
Una vez las plantulas se han adaptado al medio MS liquido, se cambia el medio de nuevo a medio
MS sin sacarosa liquido. Con un dia de tratamiento es suficiente para poder observar el efecto
de déficit de carbono en el microscopio confocal.

1.3.1.5. Tratamiento sin nitrégeno en lineas transgénicas GFP-ATG8
Una vez las plantulas se han adaptado al medio MS liquido, se cambia a medio MS + N (305mg/I
de MS-P-K-N, 825mg/| de NH4NO3, 950mg/| de KNOs, 46.55mg/| de KCl, 85mg/| de KH,PO4, 10g/I
de sacarosa y 1.3g/l de MES ajustandose el pH a 5.7 con KOH) para el control. Para las plantulas
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sometidas a estrés se cambia a medio MS — N compuesto por 305mg/I de MS-P-K-N, 46.55mg/I
de KCI, 85mg/| de KH,PO,, 10g/| de sacarosa y 1.3g/| de MES ajustandose el pH a 5.7 con KOH.
Para poder observar las plantulas al microscopio confocal se requiere de minimo 3 dias de
tratamiento.

1.3.1.6. Tratamiento con espermidina en lineas transgénicas GFP-ATG8
Una vez las plantulas se han adaptado al medio MS liquido y han sido estresadas por déficit de
carbono y/o nitrégeno, se aflade 1ImM de espermidina unas 16h aproximadamente antes de la
observacién en el microscopio confocal.

1.3.2. Cultivo en invernadero

1.3.2.1. Sustrato, siembra y condiciones de crecimiento
El cultivo de A. thaliana en el invernadero se realizd en alveolos de poliestireno rellenados con
una mezcla de 50% turba, 25% vermiculita y 25% perlita. Tras la siembra directa sobre el
sustrato, los alveolos se cubrieron de plastico transparente durante 2-4 dias para mantener
condiciones de humedad adecuadas. Una vez germinadas, las plantas crecieron en la cdmara de
dia largo con las mismas condiciones de crecimiento que en cultivo in vitro.

Cuando la intencién era la propagacién de semillas, las plantas que habian crecido durante 1
semana en condiciones de cultivo in vitro se trasplantaron a alveolos de plastico para el
crecimiento para el crecimiento en invernadero en las condiciones detalladas anteriormente.

1.3.2.2. Transformacion por agro-infeccion
La transformacion de A. thaliana Col0 y mutante siDHS, se realizd mediante A. tumefaciens por
el método “floral dip” segun el protocolo de Clough et al (1998) [25].

1.3.2.3. Cruzamiento la linea transgénica GFP-ATGS8f con el mutante siDHS
El cruzamiento se realizé mediante la aplicacion manual de polen de dos lineas de silenciamiento
de la enzima DHS (siDHS H6 y M11) a partir de estambres aislados de plantas donantes sobre
ovarios de flores emasculadas en estadio previo a la fecundacidn (pre-antesis) de la planta
receptora GFP-ATGSf.

2. Técnicas de microscopia

La observacién de la expresién transitoria de la construccion mRFP-ATG8E en hojas de N.
benthamianay la deteccion de autofagosomas en raices de las lineas transgénicas GFP-ATGS de
A. thaliana (cedidas por el Dr. Y. Dagdas) se realizd mediante microscopia confocal con el equipo
LSM 780 (Carl Zeiss, Jena, Germany). Las condiciones de visualizacidon fueron las siguientes:
objetivo C-Aprochromat 40X en agua; laser de argdn a 488nm; filtro tipo MBS 488/561; longitud
de onda entre 536 y 490nm. Las imagenes se capturaron y se procesaron mediante el programa
ZEN Imaging Software (Carl Zeiss) y posteriormente con el programa de libre distribucion FlJI
(Imagel).

Por otro lado, para la observacién del marcador YFP en las semillas obtenidas del cruce entre
plantas de A. thaliana siDHS y transgénicas GFP-ATGS8 se utilizé la lupa Leica MZZ16F (Objetivo
PLAN 0.5X con filtro GFP2).

3. Técnicas de andlisis y manipulacién de proteinas

3.1. Extraccion de proteinas de A. thaliana
El material vegetal se pulverizd con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino con la ayuda
de un mortero previamente autoclavado (120°C, 1 atm, 20 minutos). Las muestras recogidas en
tubos de 1.5-2 ml se mezclaron con 1 ml de tampdn extraccién por cada gramo de peso fresco
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pulverizado anteriormente. El tampdn de extraccion se compuso de 50 mM Tris-HCl pH 7.6, 10%
glicerol, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40 (Igepale CA-630, Sigma-Aldrich) y PIC para plantas
(Protein Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich) 30 pl por cada gramo de peso fresco. La mezcla se
incubd en hielo durante 30 minutos, mezclando ocasionalmente por inversion. Para eliminar los
restos vegetales se centrifugd 2-3 veces a 3000 g 10 minutos a 4°C, queddndonos con el
sobrenadante en cada uno de los pasos, y manteniendo la muestra en frio todo el tiempo. La
cantidad de proteinas en cada uno de los extractos obtenidos se cuantificé mediante el método
Bradford (Bio-Rad) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich). La cantidad
deseada del extracto (aproximadamente 60 pg de proteina total en el caso de las muestras Col-
0 y unos 30 ug de proteina total para las muestras extraidas de las lineas mutante atg5-1) se
mezclé con tampdn de carga LB 5x (7.5% SDS, 0.1% ditioeritritol y 0.3M Tris llevado a pH 6.8 con
CIH) para realizar la electroforesis SDS-PAGE.

3.2. Electroforesis SDS-PAGE
Las muestras mezcladas con el tampdn de carga adecuado se hirvieron durante 5-10 minutos a
95°C, se dejaron enfriar en hielo 2-3 minutos, y se centrifugaron durante 30 segundos a 12000g.

Se utilizé el sistema “Mini-Protean® Tetra handcast systems” de Bio-Rad. El gel separador se
compuso de 10% acrylamide-bis-acrylamide (Sigma-Aldrich); 375 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS,
0.2% TEMED y 0.08% persulfato amodnico. El gel empaquetador se compuso de 4% acrylamide-
bis-acrylamide, 125 mM Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.8% TEMED y 0.1% persulfato amdnico.

Tras la electroforesis los geles se utilizaron para tincién Coomassie o para realizar ensayos
Western Blot.

3.3.Tincién Coomassie
El gel de electroforesis se incubd durante al menos 1 hora con “Brilliant Blue R concentrate”
(Sigma-Aldrich), compuesto por 0.25% (w/v) Brilliant Blue R, 40% metanol y 7% acido acético.
Posteriormente se procedid al desteilido del gel mediante una solucién compuesta por 10%
metanol y 10% 4cido acético, con la que se incubd el gel hasta visualizar las bandas de la forma
deseada.

3.4. Analisis Western Blot (WB)

Tras la realizacion de la 1D-E se procedié a la transferencia en condiciones hiumedas de las
proteinas del gel a una membrana (de PVDF “Immun-Blot® PVDF Membrane”), utilizando el
sistema “Mini Trans-Blot® Cell” (Bio-Rad). El tampdn de transferencia empleado se compuso de
5g/| Tris base y 3.1g/I de acido bdrico. Previamente a la transferencia, la membrana de PVDF se
activé con metanol 100% siguiendo las instrucciones del fabricante. La transferencia se realizd
durante toda la noche a temperatura ambiente a baja intensidad con un voltaje fijo de 12 V. El
tampdn de transferencia se agitd suavemente durante toda la transferencia con ayuda de un
agitador magnético.

Tras la transferencia, la membrana se tifié con “Ponceau S solution” de Sigma-Aldrich durante
10 minutos, y se destifié con 4acido acético 1%. Se comprobd que las proteinas se habian
transferido correctamente, y se realizaron lavados sucesivos con TBS 1x (150mM CINa y 20mM
Tris-CIH a pH 7.6) hasta la completa eliminacidén del colorante.

Posteriormente se continud con la deteccidn inmunoldgica de las proteinas de interés. Todas las
incubaciones posteriores se realizaron a temperatura ambiente con ayuda de una plataforma
agitadora. Se realizé un primer paso de bloqueo de la membrana, incubando 1-2 horas con
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tampdn TBSTL (TBS 1x, 5% leche desnatada, 0.05% Tween20). Seguidamente se incubd como
minimo 1 hora con la disolucién adecuada del anticuerpo primario de interés (policlonal NBR1
1:4000, Agrisera) en TBSTL. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBSTL, y se procedio a la
incubacién durante al menos 1 hora con una disolucién del anticuerpo secundario adecuado
(mouse anti-rabbit 1gG-HRP 1:15000, Santa Cruz Biotechnology) en TBSTL. Posteriormente se
realizaron 3 lavados con TBSTL y un ultimo lavado con TBS. Finamente, se procedié al revelado
del WB.

El revelado se realizd utilizando el kit de deteccidon quimioluminiscente “Amershamm ECL
Western Blotting analysis system” (GE Healthcare) o, para detecciones que requirieron una
mayor sensibilidad, el sistema “Select” (GE Healthcare), siguiendo las intruscciones del
fabricante. La deteccion de la seial por quimioluminiscencia se realizd6 mediante el sistema de
imagen digital LAS3000 del servicio del IBMCP (Instituto de Biologia Molecular y Celular de
Plantas) siguiendo las instrucciones y recomendaciones del fabricante.
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