. VNiVERSiDAD
B4 D SALAMANCA

CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

Caracterizacion génicay funcional de cebada mutagenizada con
respuesta mejorada al aumento del CO, atmosférico.

Facultad de Biologia
Departamento de Microbiologia y Genética

Francisco Javier Cérdoba Jacoste

Memoria para optar al
Titulo de Doctor por la Universidad de Salamanca

Universidad de Salamanca

Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Salamanca
Instituto de Investigacién y Tecnologia Agroalimentarias

Julio, 2015






El Dr. LUIS ROMAN FERNANDEZ LAGO, Profesor titular de Microbiologia
y director del Departamento de Microbiologia y Genética de la Universidad de

Salamanca
CERTIFICA:

Que la presente Memoria titulada “Caracterizacion génica y funcional de
cebada mutagenizada con respuesta mejorada al aumento del CO,
atmosferico.” ha sido realizada en el Departamento de Microbiologia y Genética
(area de Fisiologia Vegetal) de la Universidad de Salamanca, bajo la direccion de
los Dres. José Luis Molina Cano y Rafael Martinez-Carrasco Tabuenca, por el
licenciado en Biologia D. FCO. JAVIER CORDOBA JACOSTE, y cumple las
condiciones exigidas para optar al Titulo de Doctor por la Universidad de

Salamanca.

Y para que asi conste, firma el presente certificado en Salamanca a 13 de Julio de
2015.

Fdo. Dr. Luis Roman Fernandez Lago






El Dr. JOSE LUIS MOLINA CANO, Dr. Ingeniero Agronomo, Investigador
del Area de Cultivos Extensivos del Centro IRTA de Lleida, en calidad de
director y el Dr. RAFAEL MARTINEZ-CARRASCO TABUENCA, Profesor
de Investigacion del CSIC en el Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia
de Salamanca, en su calidad de director,

CERTIFICAN:

Que la presente Memoria titulada “Caracterizacion génica y funcional de
cebada mutagenizada con respuesta mejorada al aumento del CO,
atmosférico.” ha sido realizada en el Instituto de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentarias (IRTA) y en el Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia
de Salamanca (IRNASA-CSIC) por D. FCO. JAVIER CORDOBA JACOSTE
bajo su direccion, y dicha memoria cumple las condiciones de originalidad
requeridas para optar al Titulo de Doctor por la Universidad de Salamanca.

Y para que asi conste, firman el presente certificado en Salamanca a 13 de Julio
de 2015.

L= p—

Fdo. Dr. José Luis Molina Cano Fdo. Dr. Rafael Martinez-

Carrasco Tabuenca






Agradecimientos

En primer lugar a mis directores, Dr. José Luis Molina y Dr. Rafael Martinez-
Carrasco, por su trabajo de formacidn cientifica durante estos afios. Igualmente, a mi
tutora Dra. Josefa Babiano por su labor.

Gracias a todos los miembros de mi grupo de trabajo, Dra. Rosa Morcuende, Angel
Luis Verdejo, M2 Angeles Boyero, Rubén Vicente y Fatima Valero y muy especialmente
a la Dra. Pilar Pérez. Y sin olvidarme de los antiguos compafieros la Dra. Ana M?
Mendez y el Dr. Diego Gutierrez.

Agradecimientos a los investigadores Dr. Juan Arellano, Dra. Monica Balsera,
Estefania Uberegui y demas integrantes del departamento de Estrés Abidtico y del
Instituto de Recursos Naturales de Agrobiologia de Salamanca.

Quiero agradecer también la labor del Dr. Nese Sreenivasulu y Mandy Pueffeld del
grupo Abiotische Stress-Genomik del Leibniz-linstitut fir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK) de Alemania por su colaboracion con la
transcriptomica de este trabajo y también al resto de comparfieros del departamento de
Molekulare Genetik.

Agradecimientos al Dr. Jordi Comadran y Nicola Uzrek, compafieros de The James
Hutton Institute en Reino Unido, del grupo Cell and Molecular Sciences, por tantas
buenas ideas y por su ayuda en el genotipado del material vegetal.

Mis agradeciminetos al Dr. Bjorn Usadel y resto de compafieros del Institut fir
Biologie | del RWTH Aachen Universitat de Alemania, por transmitirme algunas de sus
destrezas bioinformaticas.

Y muchas gracias tambien a los investigadores Dra. Marian Moralejo y Dr. Robert
Save, Universidad de Lleida e IRTA, que participaron activamente en generar el

material vegetal para poder llevar a cabo esta investigacion.






Indice

F o | o L=Tod 0 a1 T=] 01 (oSSR i
13T 10T PP iii
LiSta de TADIAS ....cveieeeeieeee e Vi
LiSEA & FIQUIAS ....veitiiiit ittt vii
LiSta 08 ECUACIONES. ... ... ettt ettt ettt e s ee et e e e saeeneeseeeneeneesee e iX
ADTEVIBLUIES ...ttt bbb bbbttt Xi
1. INTRODUCCION ..ottt sttt 1
1.1. La cebada como planta modelo Y CUILIVO...........ccccoiiiiiiiecc e 2
1.1.1. Boténica y taxonomia de la cebada..........c.ccooveviiiciiiiic 2

1.1.2. Caracteristicas del desarrollo de la cebada .........cccoovreiiiiiniiiieicecee 4

1.1.3. El genoma de la cebada y Su eVOIUCION .........coviviiiiiiiiiiniceeeee s 7

1.1.4. Impacto socioecondmico de la cebada..........ccccovviiiiiinciiiicce 10

1.2. Lamejora de CUIIVOS.......cocoieieciece ettt st 12
1.2.1. Los mutantes COmO herrami@nta.........cocvoveieeeennnieee e 13

1.2.2. MUtagéNeSIS €N PIANTAS ........ceviiiiiiiieiice s 16

1.2.3. Mejora vegetal y demanda de alimentos con el cambio global ........................ 19

1.3. Las plantas ante una atmosfera cambiante: el COs.......ccoevvvvveviiiiicic e, 19

I T I 0 (01 [ (= [ SR SSS 21

1.3.2. Respuesta de las plantas al CO, elevado: 10S eStomas.............cccccevveveveivennnn 27

1.3.3. Respuesta de las plantas al CO, elevado: 1a Rubisco...........c..cccocvvveiivecvennenn, 33

1.4. Aumento de la eficiencia fotosintética en CO, elevado............ccoeevveveeiiricieeiieeennns 35
1.5, ODJEBUIVOS ...ttt 37

2. MATERIAL Y METODOS .......oiiiiiieteieiieteeieses s, 39
2.1, Material VEQELal ........ccveiiiece e 40
2.1.1. ODtencion de MULANTES.........ceierieieieieeee e eneas 40

2.1.2. CondicioNes A& CUITIVO........ccueiiiiiiiiciiic e 42

2.2. Fluorescencia de 12 Clorofila..........ccoooiiiiiiicics s 44
2.3. INtErCaAMDIO QASEOSO. ......c.veeireieiieie ettt 46
2.4. Determinacion de ClOrofilas.........ccoeviiiiieieecc s 49
2.5. Determinacion de carbONIdratos ..........ccocvveieriireiniis s 50
2.5.1. GIUCOSA Y TIUCTOSA .....cveiiiiiiiese et 51

2.5.2. SACAINDSA ...ttt ettt bbb b e b naee s 53



2.5.3. FIUCTANOS ... 55

2.5.4, AIMIAON ..ot 55
2.6. Determinacion de nitrato, aminOacidos Y ATP ..o 56
LG T8 I AN 11 Lo USSR 56
2.6.2. AMINOACIHODS .....ovvevieiieiisiisie ettt sttt b sr et 56
2.6.3. ATP ottt ettt nas 57
2.7. Determinacion de ProteiNas.........cccu ciieirieiireiiseresesese s 58
2.7.1. Proteina total, soluble y de membrana...........ccocoeceveverieiiniiein e 59
2.7.2. Electroforesis, densitometria e inmunodeteccion de proteinas..........c.ccccvenenee. 61
2.7.4. Ensay0s enZiMatiCoS iN VITIO........cccciiiiiiiiiecic e 65
2.8. Analisis de expresion génica y el transSCriptoma ..........cccoovereeneineiencesee e 68
2.8.1. Analisis paralelo de la expresidon génica: MiCroarray..........ccocevevveevvesveseernenne 68
2.8.2. Retrotranscripcion y PCR cuantitativa...........ccccveveveieeieve s 74
2.9. Determinacion de pardmetros de CreCimiento ...........coovereeneeneeneesee s 84
2.9.1. ANALOMIA TOHAT .. .oveiiiee et 84
2.9.2. Densidad de estomas e€n 1as N0jas ........c.cccevveveiiiieie s 85
2.9.3. Peso, superficie verde y produccion de grano...........ccoeeererirerinensenisenenennns 86
2.10. ANaliSiS ESTATISTICOS .....viveieierierieeei ettt eneas 86
3. RESULTADOS ... oottt ettt sttt b et ne st s et ene st e nentenennens 89
3.1. Caracterizacion del mutante de cebada G132 .........ccocvviieiiieiiinn e 90
3.1.1. Identificacion de la variedad de cebada y segregacién del caracter
eI MULANTE ...ttt sr et ne e 90
3.1.2. Fluorescencia de 1a Clorofila ..........ccooeveiiiiiiiiiicceeee e 91
3.1.3. INErcambio QASEOSO. ........cviuiriiriiriiite ettt 93
3.1.4. Densidad y conductancia de 10S StOMaS ..........cccvevveriiiereiieie e 95
3.1.5. Contenido de ClOrofilas ...........coeiireiiieieiee s 102
3.1.6. Contenido de carbohidratos...........cccvviveieiiiiiiecee s 103
3.1.7. Contenido de nitrato Y aminOACIAOS. ........cccevvuerirerieirieiseeseese e 104
3.1.8. Contenido de proteinas y actividades enzimaticas............ccooceveveeveeieseennenne. 105
3.1.9. NIVEIES 08 ARNIM ...ttt 109
3.1.10. Crecimiento y producCion de gran0 ...........ccceeeerieerieieseninenesesesiesese s 118
3.2. Respuesta al CO, elevado de la cebada Graphic y su mutante G132.................... 119
3.2.1. Fluorescencia de 1a Clorofila ... 119
3.2.2. INtErcambio QASEOSO. .....c..cueiiiiririiriiteieee ettt 121
3.2.3. Densidad y conductancia de 10S StOMaS .........cccceereieeieneniee e 126
3.2.4. Contenido en ClOrofilas ..........ccuviiiiiiiic s 132
3.2.5. Contenido de CarbONIAratos. ..........overieieieiiire e s 133

3.2.6. Contenido en nitrato aminOACidoS Y ATP ......cccciiiiiiririiniieeeeese e 134



3.2.7. Contenido de proteinas y actividades enzimaticas...........ccccevvevriererereereenan. 135

3.2.8. Anaélisis paralelo de la expresion génica: mMiCroarray ........ccocceveveevveseseernenns 140
3.2.9. Abundancia de ARNIM ......ccooiiiiiieeee e 167
3.2.10. Anatomia foliar y CreCimiento .........ccveveviinineneseeeee e 171
A, DISCUSION .....ooiiiieetceeee ettt sttt 175
4.1. Caracterizacion del mutante GL32........cccovviiiiiiniie e 176
4.1.1. Eficiencia cuantica del mutante G132 .......c.ccoceverrieieiieisese e 176
4.1.2. Capacidad de carboxilacion y contenidos de compuestos
nitrogenados del Mutante G132 .........ccoveiiiiieiiii e 178
4.1.3. Movimientos estomaticos del mutante G132.........cccceovvriniininienenereieeniens 181
4.1.4. Contenidos de carbohidratos €N GL32........ccccevviiieieieere e 185
4.1.5. ReSPIraCion €N GL32.......c.coeiiiieie ettt st sne e 186
4.1.6. Crecimiento y produccCion €N GL32........ccccveveiviiieie i 187
4.2. Efecto del CO, ClEVAUD .........ooveeecieeecte et 190
4.2.1 Condiciones de CUIIVO..........coviieii i 190
4.2.2. Efecto del CO, sobre la fijacion del diéxido de carbono en ambos
0 T=] T ] oo 191
4.2.3. La eficiencia cuantica €n CO5 altO......cceoveiiiciieiiie e 193
4.2.4. Conductancia de 10s estomas en CO, Alt0........ceevvveeeiiiiiieeieieee e 194
4.2.5. Rubisco y compuestos nitrogenados en CO, alto .......cccccvvvevevviveicii e, 195
4.2.6. Carbohidratos en COu altO .......c.eeevviiiciiiiciec e 199
4.2.7. Metabolismo secundario en CO, alto: compuestos fenolicos.............c..c.c...... 200
4.2.8. Efecto del CO, en la anatomia de la hoja y el crecimiento de la
8 gL VPSSR 201
5. CONCLUSIONES ..ottt sttt a et sn e n s snene e 205
6. BIBLIOGRAFIA ..ottt 209
APENDICE ..ottt ee ettt sttt an et ne et n s 231
A.1. Resultados del MICTOAITAY .........ccciieierieiiici s 232
A.1.1. Resultados de las diferencias entre genotipos.........ccccevvvvevieveieciese s 232
A.1.2. Resultados de las diferencias entre concentraciones de CO, en
€] 0] ] oSS 243
A.1.3. Resultados de las diferencias entre concentraciones de CO, en
7SO RSPRSTTSTSP 245



Lista de Tablas

Tabla 1.1. Clasificacion taxondmica de la cebada ............ccovrererereiciieiieiese e 2
Tabla 2.1. Anticuerpos empleados para la identificacion de proteinas ............ccoceceeveinenee 65
Tabla 2.2. Genes de referencia y cebadores para la amplificacion..............cccocoeveveiviienenn, 82
Tabla 3.1. Distribucion de frecuencias de segregacion en la generacion BC1F2.................. 91
Tabla 3.2. Fluorescencia de la clorofila en hojas de Graphicy G132.........cccccociiieiciennn. 93
Tabla 3.3. Intercambio gaseoso en hojas de GraphiCy G132 ..........cccevevveieveieeie e, 95
Tabla 3.4. Regresiones gs-tiempo y probabilidades en Graphicy G132.........c..cccccvvvenenee. 101
Tabla 3.5. Contenido de carbohidratos en hojas de Graphicy G132.........ccccoeieriiviinnnnns 103
Tabla 3.6. Contenido de proteinas en hojas de Graphicy G132 .........cccccoveveviiivieveseennen, 106
Tabla 3.7. Lista de genes y cebadores para gRT-PCR .......cccccoveviiiiiiie i 110
Tabla 3.8. Nivel de expresion génica en hojas de Graphic y G132 (fase 13-14

ZAAOKS) ...t 112
Tabla 3.9. Nivel de expresion génica en hojas de Graphic y G132 (fase 15-17

ZAAOKS) ...ttt 115
Tabla 3.10. Peso seco y componentes de la produccion de grano de Graphicy G132 ....... 119
Tabla 3.11. Fluorescencia de la clorofila en CO, ambiente y elevado............cccevvrvvennnnen. 120
Tabla 3.12. Intercambio gaseoso en CO, ambiente y elevado .........c.ccceeveveiiiiccciiecienns 122
Tabla 3.13. Efectos directo, de aclimatacion y neto del CO, elevado en la velocidad

0 [= (0] (S]] (5] OSSP TSTRP 122
Tabla 3.14. Regresiones gs-tiempo y probabilidades en CO, ambiente ..........c..ccccevvvvenenee. 131
Tabla 3.15. Contenido de carbohidratos CO, ambiente y elevado..........c..ccoccovvveiercnennnn 134
Tabla 3.16. Contenido en nitrato, aminoacidos y ATP en CO, ambiente y elevado........... 135
Tabla 3.17. Contenido de proteinas CO, ambiente y elevado ...........cccccvvveveveicicneseeen, 136
Tabla 3.18. Western Blots en CO, ambiente y elevado...........c.cccooveveveiicviiiecccce e 138
Tabla 3.19. Nivel de expresion génica en CO, ambiente y elevado............ccccceervvrcnnne 169
Tabla 3.20. Pardmetros de la anatomia foliar en CO, ambiente y elevado ............c............ 171

Tabla 3.21. Pardmetros de crecimiento en CO, ambiente y elevado...........c.ccccevevvrrennnn. 172



Lista de Figuras

Figura 1.1. Morfologia de la espiga y la planta de cebada.............ccccooereiieirniiiienieieieieenns 3
Figura 1.2. EScala de ZadOCKS...........coveieiiiiiiiiiesieeeeces e 5
Figura 1.3. Panoramica del genoma de cebada..........ccocvvveviiiiiiiiii i 9
Figura 1.4. Fenotipos de mutantes afectados morfoldgicamente y en el desarrollo.............. 15
Figura 1.5. Proteinas y complejos de proteinas del aparato fotosintético .............c.ccevveuennee 21
Figura 1.6. Etapas del ciclo de Calvin-Benson y acoplamiento con las reacciones

luminicas de la fotosintesis y con la difusion del CO, desde la atmosfera..........cccccevvenenee. 25
Figura 1.7. Mecanismos de apertura y CIerre eStOmMAatiCO...........cccerveveirirereresesreseeieeeniens 29
Figura 2.1. Esquema del procedimiento de obtencion del mutante G132 de la cebada

€] To] AT Tol (123 N TSSO 41
Figura 2.2. Cultivo en invernadero de plantas de cebada de la variedad Graphic y el

MULANTE GL32. ..ottt et b e sb e e s h e e e b e be e ebe e sbeesbeesanas 43
Figura 2.3. Cultivo en camara de crecimiento de plantas de cebada de la variedad

GraphiC y el MUEANTE GL32. ..o 44
Figura 2.4. Cinética de la fluorescencia de la clorofila en la tercera hoja de Graphic.......... 45
Figura 2.5. Medida del intercambio gaseoso en hojas de cebada cultivadas en camara

A8 CrECIMIENTO. ...ttt bbbttt sttt 47
Figura 2.6. Espectrofotometro-fluorimetro-luminémetro para placas Synergy 2. ................ 54
Figura 2.7. Esquema de la reaccidn acoplada para medir ATP.......ccccccevvvvevvieiviese s 58
Figura 2.8. Equipo de electroforesis y transferencia de geles de poliacrilamida.................. 59
Figura 2.9. Gel de poliacrilamida tras la electroforesis de proteinas solubles de

GrapiC Y GL32..... et 63
Figura 2.10. Cascada de reacciones para el ensayo in vitro de la actividad Rubisco............ 66
Figura 2.11. Flujo de la preparacion de muestras y procesamiento del array. ............c......... 71
Figura 2.12. Disefio balanceado de las muestras en chip de formato 8x60k de

o 1] =] o ST SRRSSSN 72
Figura 2.13. Gel & AQAr0Sa.........cccviieiuiiiieieiiciesie et be e sresre e anas 78
Figura 2.14. Curva de disociacion de un producto de PCR, emision de fluorescencia

por ciclo de amplificacion, y perfil termico utilizado.............ccovieiiiiiiiiiii 80
Figura 2.15. Electroforesis en gel de agarosa para comprobar la formacion de un

amplicon UNICO €N 12 PCR........coiiiii e 82
Figura 2.16. Detalle de estomas en lupa binocular ... 85
Figura 3.1. Distribucién en centimorgans de los 384 marcadores (SNPs) en los siete

cromosomas del genoma de Cebada. ..........ccviieiiiicicie e 90
Figura 3.2. Plantas de ambos genotipos de Cebada...........c.cooerereieiiiiniiesescceeeee 91

vii



Figura 3.3. Recuento estomético en hojas de Graphic y G132.........ccccevvviviviineneneieeiennns 96

Figura 3.4. Respuestas a corto plazo de la conductancia de los estomas a la

concentracion atMOSTENICA B COy ...uvuiiiiiiiiie ittt r et e e et e e s et e e s retr e e e s erees 97
Figura 3.5. Cambio con el tiempo en Ay Ci tras un aumento de CO;.........coovvvervivcivcnnnnnn 99
Figura 3.6. Conductancia de los estomas (gs) tras un aumento de COs...ccvevevvvcivevieiieeiennne 99
Figura 3.7. Conductancia de los estomas en respuesta al DCMU Y COj....ccoevvevevivcnrenene 100
Figura 3.8. Contenido en clorofilas en hojas de Graphicy G132 ..........ccccoiiiiiieiciene. 102
Figura 3.9. Contenido de nitrato y aminoacidos en hojas de Graphicy G132............c....... 105
Figura 3.10. Polipéptido de 33 kDa como porcentaje de la subunidad grande de

RUDISCO €N GraphiC Y GL32 ....c.eiiieciie ettt ae e 107
Figura 3.11. Actividad y estado de activacion de Rubisco en Graphicy G132.................. 108

Figura 3.12. Actividad y estado de activacion de nitrato reductasa en Graphic y G132.....109

Figura 3.13. Curvas de respuesta al CO, de la fotosintesis en CO, ambiente y

elevado en el primer eXPEerimMENTO. .......cooiuiii et see e 124
Figura 3.14. Curvas de respuesta de la fotosintesis en CO2 ambiente y elevado en el

SEQUNAO EXPEIMENTO......eviiiieieite ettt ettt e e be s e e e s te e e e sressaesresreeneesrens 126
Figura 3.15. Cuantificacién de estomas y su conductancia en CO, ambiente y

2] 377 o [0 USRS 127
Figura 3.16. Respuestas a corto plazo de la conductancia a la concentracion de COs......... 128
Figura 3.17. Cambio con el tiempo en Ay C; tras un aumento de COs .......ccccovevevvirennene 130
Figura 3.18. Conductancia de los estomas tras un aumento de COy. .....coccvvvvveiirieveeennnn. 130
Figura 3.19. Contenido en clorofilas en CO, ambiente y elevado ............ccccevvevveinivennnnn, 132
Figura 3.20. Polipéptido de 33 kDa como porcentaje de la subunidad grande de

Rubisco en CO, ambiente Y eleVado ........cc.oiiiiiiiiie e 137
Figura 3.21. Detalle de membranas de hibridacion.............c.ccoieiiiiiinneiinecec s 138

Figura 3.22. Actividad y estado de activacion de Rubisco en CO, ambiente y elevado.....139
Figura 3.23. Actividad y estado de activacion de nitrato reductasa en CO, ambiente y

2] 377 o [o USRS 140
Figura 3.24. Representacion del andlisis transcriptémico del microarray de los cuatro

tratamientos EMPIEAUOS ..........ccveiieierie et re e st besreeeeans 141
Figura 3.25. Gréfico circular del porcentaje de abundancia de transcritos anotados........... 142

Figura. 3.26 Diferencias de expresion de genes involucrados en el metabolismo entre
el mutante y Graphic cultivados en CO, ambiente..........ccoccvvieeieiiiiieieceee e 162

Figura 3.27. Diferencias de expresion de genes involucrados en el metabolismo entre
el mutante y Graphic cultivados en CO; elevado............ccooovvieeiiiiiieiiceee e 163



Lista de Ecuaciones

Ecuacion 2.1. Formula Chi cuadrado para determinar la distribucién de frecuencias.......... 41
Ecuacion 2.2. Respuesta neta de la fotosintesis (A) al CO2 elevado............cccccovevrrvrennen. 48
Ecuacion 2.3. Ecuaciones para la determinacion de la concentracion de clorofila............... 50
Ecuacion 2.4. Reacciones enzimaticas para la determinacion de glucosa ...........cccccovveunnnee. 52
Ecuacion 2.5. Reacciones enzimaticas para la determinacion de fructosa...........ccccceeveenene 52
Ecuacion 2.6. Determinacion de la concentracion del NADPH...........ccocviieneniicicieins 53
Ecuacion 2.7. Concentracion de NADPH ... 54
Ecuacion 2.8. Reacciones para el ensayo in vitro de la actividad nitrato reductasa.............. 67
Ecuacion 2.9. Tasa de cambio en expresidn génica entre muestras normalizadas................ 84






Abreviaturas

A: velocidad de asimilacion fotosintética

Aa: aminoacidos

ABA: &cido abscisico

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNasa: desoxirribonucleasa

ADNCc: ADN complementario

ARN: 4cido ribonucleico

ARNasa: ribonucleasa

ARNc: ARN complementario

ARNm: ARN mensajero

ATP: adenosina trifosfato

BSA: seroalbimina bovina

C: carbono

CDPK: proteina quinasa dependiente de calcio

Chl a: clorofila a

Chl a:b: razon de clorofila a entre clorofila b

Chl a+b: clorofila total

Chl b: clorofila b

Chl: clorofila

C;: concentracion intercelular de CO, del mesofilo foliar
DCMU: 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea

DEPC: dietileno pirocarbonato

DTT: dicloro difenil tricloroetano

E: velocidad de transpiracion

EC: enzyme commission numbers, cédigos del sistema de nomenclatura de enzimas
EDTA: &cido etilendiamino tetraacético

FACE: free air CO, enrichment, sistemas de enriquecimiento en CO, al aire libre
Fv/Fm: eficiencia fotoquimica maxima del PSII

Fv’/Fm’: eficiencia fotoquimica en la luz

gs: conductancia estomatica

IPCC: panel intergubernamental de cambio climatico de la ONU
IRGA: analizador de gases en el infrarrojo

LHC: light harvesting complex, antenas o complejo de captacion de luz del PSII

LMA: peso seco por unidad de superficie foliar

Xi



msd: diferencia minima significativa

NAD™,NADH: nicotin-adenin dinucleétido

NADP™,NADPH: nicotin-adenin dinucledtido fosfato

NPQ: calor disipado por mecanismos de foto-proteccion
PGI: fosfoglucosa isomerasa

PMSF: fluoruro de fenilmetil sulfonilo

PS: fotosistema

gL: fraccion de centros del PSII en el estado abierto

Rubisco: ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
RuBP: ribulosa-1,5-bisfosfato

SAUR: proteina de pequefia respuesta positiva a auxina

SDS: dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
SuSy: sacarosa sintasa

TEA: trietanolamina

Dypq: rendimiento cuantico de la extincion no fotoquimica
®yo: rendimiento cuantico del decaimiento basal no radiativo

@qL: rendimiento cuantico del transporte de electrones en el PSII

Xii









1. INTRODUCCION



Introduccion

1.1. La cebada como planta modelo y cultivo

La cebada (Hordeum vulgare L.) es uno de los cereales (Tabla 1.1) mas
importantes en el mundo. Fue una de las primeras plantas domesticadas (Badr et
al., 2000) y se empled durante siglos para la alimentacion humana. En la
actualidad, la cebada es el cuarto cereal en cuanto a produccion mundial, y se
emplea para la alimentacion de ganado, fabricacion de malta para cerveza y whisky
y consumo humano (Akar et al., 2004). Ademas es un cultivo de facil adaptacion,
crece desde los 330 metros sobre el nivel del mar cercanos al mar Muerto hasta los
4200 metros de altura en los Andes bolivianos y es cultivado en suelos y climas
desfavorables (FAO, 2009). La cebada es bien conocida por su uso como planta
modelo empleada en mejora de cultivos, genética, citogenética, patologia, virologia

y estudios biotecnoldgicos (Heneen, 2010).

Tabla 1.1. Clasificacion taxondmica de la cebada

CATEGORIA NOMBRE
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Pooideae
Tribu Triticeae
Genero Hordeum
Especie Hordeum vulgare L

1.1.1. Botanica y taxonomia de la cebada

Las caracteristicas morfoldgicas y anatdmicas son normalmente las bases para
distinguir las distintas variedades dentro de esta especie (Tabla 1.1) y pueden ser
caracteres morfoldgicos, fisiologicos, bioquimicos o marcadores moleculares
neutros, o estar asociadas con la productividad. Como ejemplo, la longitud de la

paja y su tenacidad (resistencia al encamado), componentes del rendimiento,
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respuesta a diversas enfermedades, la fotosintesis, el tiempo y la cantidad de
requerimientos hidricos, fertilizantes y pesticidas aplicados y los efectos de los
estreses ambientales como la sequia, deficiencias del suelo y toxicidades. Todas
estas caracteristicas estdn relacionadas en parte con la anatomia y morfologia

vegetal y todo afecta a la productividad (Reid, 1985).

La cebada se compone de raices fasciculadas, de tallo tipo cafia y con un nimero
variable de entrenudos, las hojas son alternas y estdn conformadas por la vaina y la
lamina. La espiga se encuentra en la parte superior del tallo, es una inflorescencia
compuesta de espiguillas sentadas compuestas de una o tres flores hermafroditas,
de las que cada una posee dos glumas y dos glumillas llamadas lema y pélea. El eje
de la inflorescencia, llamado raquis, es articulado y con forma de zigzag y tiene
tres espiguillas en cada articulacion. Todas ellos son fértiles en los cultivares de
seis carreras, mientras que en los cultivares de dos carreras las dos espiguillas
laterales son normalmente estériles. Al igual que en otros cereales, el fruto es de
tipo cariopside (Molina Cano et al., 1989; Wiebe and Reid, 1961), (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Morfologia de la espiga y la planta de cebada. Adaptacion de las ilustraciones de Otto
Wilhelm Thomé (1885).
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1.1.2. Caracteristicas del desarrollo de la cebada

La cebada es una especie herbacea anual que puede ser de invierno o primavera, 0
también de tipos intermedios. Las etapas de crecimiento de la cebada son:
germinacion, desarrollo de plantulas, ahijamiento, elongacion del tallo, espiga en la
vaina (zurron), emergencia de la espiga, antesis, desarrollo del grano y maduracion
(Figura 1.2). La duracion de las diferentes etapas del desarrollo varia dependiendo
del clima, la disponibilidad hidrica, la fertilidad del suelo, el grado de competencia
con otras plantas, la presencia de plagas y patdgenos, y el momento de la siembra,
todo ello modulado por factores genéticos. El tiempo total hasta la madurez
depende de la variedad, el lugar y la fecha de siembra, oscilando entre los 130-270
dias (Molina Cano et al., 1989).

Después de la germinacién, el coledptilo, que es una vaina que encierra a la planta
embrionaria, llega a la superficie y la punta de la primera hoja emerge. Las hojas
surgen continuamente en el tallo principal y tallos hijos, hasta la emergencia de la
hoja bandera. Estas hojas maduran y envejecen progresivamente en toda la planta y
se iran secando hasta el momento en que la planta alcanza la madurez plena, esto
es, cuando el grano estd maduro. La duracion de la hoja bandera es de gran

importancia para el llenado del grano y el rendimiento (Whitehouse, 1979).

Las plantas de cebada constan de varios tallos hijos que empiezan el desarrollo con
el de la tercera hoja (Figura 1.2). EI nimero de tallos hijos depende de la variedad,
normalmente las cebadas de dos carreras desarrollan mas ahijamiento que las
variedades de seis carreras, asi como las variedades de invierno desarrollan mas
que las de primavera, aunque también depende de las condiciones de cultivo. Los
tallos hijos no siempre producen espigas fértiles mientras que el tallo principal si.
El desarrollo de la planta entera es coordinado, ya que el momento de
diferenciacion de la espiga coincide, en general, con el comienzo de la elongacién
del tallo y cuando los entrenudos se alargan, la espiga se prepara para la
polinizacion y el desarrollo del grano. La polinizacion en la cebada, por lo general,
se lleva a cabo justo antes o durante la emergencia de la espiga, ya que floracion y

emergencia suelen ser sincronicas (Box, 2008).
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Figura 1.2. Escala de Zadocks. Se compone de una serie de dos digitos donde el primero digito representa
una etapa del desarrollo, que se subdivide en etapas de crecimiento secundario con la segunda cifra (Zadoks
etal., 1974).

La polinizacion comienza en la parte central de la espiga, prosiguiendo hacia la
punta y base de la misma lo que repercute en que el llenado del grano de la parte
central sea maximo hasta el momento éptimo de maduracion, por lo cual los granos
centrales son mas pesados que los basales y apicales. También existe diferencia de
tamafo entre granos dentro de las variedades de seis carreras, donde aquellos
procedentes de las espiguillas laterales son por lo general mas pequefios y de forma
alabeada. La espiga en el momento de su emergencia siempre muestra porte erecto,
pero conforme se va produciendo la acumulacion de asimilados en los granos en
crecimiento y aumenta su peso, va progresivamente curvandose (Robertson and
Stark, 1992).

Una vez que se han producido la emergencia de la espiga y la fecundacion, los
granos comienzan a desarrollarse incrementando el tamafio del ovario y
rellenandose progresivamente la cavidad que forman las glumillas. Este engrose,
que comienza cuando el grano ha alcanzado su longitud total, se produce por el
aporte de asimilados de los tejidos que aun son fotosintéticamente activos. Al
primer periodo de desarrollo se le llama “grano acuoso”, siendo el apice més ancho
que la base. Esta fase es extremadamente importante, ya que determina el nimero
de celulas que posteriormente se utilizaran para almacenar almidon en el
endospermo (Radchuk et al., 2009). Seguidamente el grano se alarga y alcanza la
fase de “grano lechoso”, ya que la textura del mismo es blanda, y tiene una

duracion de unos diez dias. Las sustancias acuosas contenidas en el endospermo
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adquieren progresivamente una textura mas consistente alcanzandose el inicio de la
siguiente fase, que por su color blanco y consistencia semisélida se denomina
"grano pastoso”. Con una duracion aproximada de diez dias los granos almacenan
almidon y terminan rapidamente su crecimiento. A medida que el fruto se acerca a
la madurez y comienza a perder agua, su consistencia se vuelve completamente
solida. Esta etapa se denomina "grano duro” y es el momento en el que el fruto
también pierde su color verde y ya no hay mas acumulacion de materia seca, es la
madurez fisioldgica. La madurez comercial se alcanza cuando la humedad del
grano se ha reducido hasta un 12 % (Anderson et al., 2013). Este momento a partir
del cual el grano podria germinar facilmente si no fuera por el llamado proceso de
letargo, se reconoce visualmente porque el extremo del cuello de la espiga y las
glumas han cambiado de color, virando del verde al amarillo rojizo y el grano solo

pierde humedad.

Para la reproduccion sexual, las cebadas de invierno necesitan de un periodo de
estimulo por frio Ilamado vernalizacién, mientras que las variedades de primavera
no. La floracion comienza en las espiguillas centrales de la espiga completandose
en la espiga entera al primer o cuarto dia. Las espigas de los tallos hijos maduran a
distinto tiempo dependiendo de las condiciones agroclimaticas. La maduracion del
ovario se produce, en general, en unas horas, e incluso, varios dias antes que la de
las anteras. Los filamentos de las anteras comienzan a alargarse poco antes de la
antesis, hasta que las anteras se abren en su parte superior. La viabilidad del polen
se estima entre unas pocas horas hasta un dia, mientras que el estigma es receptivo
y fertilizable por un periodo de seis a ocho dias (Riddle and Suneson, 1944). La
floracién puede ser abierta o cerrada, dependiendo de si las anteras quedan
suspendidas fuera de las glumillas o confinadas dentro de las mismas tras realizar
la fecundacidn. La gran mayoria de variedades de invierno tienen floracion abierta,
mientras que las variedades de primavera poseen floracion cerrada (Nair et al.,
2010).

El polen de la cebada es pequefio y relativamente ligero (35-45 um de diametro) y
altamente sensible a la desecacion. La tasa de crecimiento, division celular y demas
aspectos del crecimiento del tubo polinico, son muy dependientes de temperatura,
aunque el tiempo de fecundacion ocurre en los primeros minutos tras la adhesién

del polen al estigma. Las especies de Hordeum son autdégamas, asi como las
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variedades cultivadas y su ancestro silvestre son completamente autogamas,
aunque no autdgamas obligadas, lo que mantiene una migracion genética baja
(Bellucci et al., 2013). En el caso de fecundacion alégama la polinizacién vendria
por el efecto del viento, siendo la distancia el factor que determina ese cruzamiento
como resultado del polen migrante (Gatford et al., 2006). En la cebada ocurre
como en el resto de angiospermas la doble fecundacion. Uno de los gametos del
gametofito masculino (grano de polen) se fusiona con la o6sfera para dar el cigoto
(diploide), y el otro se une con los nucleos polares de la parte central del saco
embrionario para dar origen al nucleo triploide a partir del cual se desarrollara el
endospermo. EIl nimero total de células en el endospermo es mayor que en trigo o
arroz, razon por la cual los granos de cebada contienen mas material de pared
celular (como B-glucanos) que otros cereales (Sabelli and Larkins, 2009). Ademés
el endospermo es el lugar en donde se acumula el almidon y ciertas proteinas de la
semilla (Radchuk et al., 2009).

La dormancia, o mejor dicho periodo de letargo de la semilla, es la habilidad de las
mismas para no germinar bajo condiciones favorables. Durante la domesticacion de
la cebada se seleccionaron las semillas con menos dormancia, razon por la cual el
90 % de las variedades cultivadas hoy en dia germina a los cuatro dias de
imbibicion, mientras que el ancestro silvestre H. spontaneum germina de forma
irregular (Bothmer et al., 1992). Ademéas de la influencia del genotipo, la
dormancia varia dependiendo de las condiciones en las que el grano madurd, fue
cosechado y se almacend. Asi, las semillas que han madurado bajo condiciones de
humedad elevada y temperatura fresca, como las de centro y norte Europa,
perduran en letargo mas tiempo que las cultivadas en climas més célidos, como el

mediterraneo (Rodriguez et al., 2001).

1.1.3. El genoma de la cebada y su evolucion

Los siete cromosomas de la cebada se designan con nimeros arabes del 1 al 7, de
acuerdo con sus cromosomas homdlogos en otros miembros de la tribu Triticaceae,
seguido del simbolo genémico H y por una S (short) o L (long) dependiendo de la
longitud del brazo cromosdmico si es el corto o largo respectivamente (Graner et

al., 2010). El genoma de la cebada es de 5.1 Gb y es mas pequefio que el del trigo
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hexaploide o trigo blando (Triticum aestivum, 2n=6x=42) con un genoma de 17 Gb
y es mayor que el genoma de otras gramineas como el maiz (Zea mays, 2n=20) con
2.5 Gb o el de arroz (Oryza sativa, 2n=24), cuyo tamafio es solamente de 0.4 Gb
(Eckardt, 2008)

Estudios recientes (IBSC, 2012) han determinado que la cantidad de genes de la
cebada es aproximadamente 30.400. Son definidos como genes de alta confianza
por comparacion directa con familias de genes de los genomas de sorgo,
Brachipodium, arroz y Arabidopsis. Sin embargo, otras 53.220 secuencias fueron
consideradas como genes de baja confianza debido a la falta de homologia y falta
de recursos genéticos para ser comparados. ElI genoma de cebada se caracteriza por
una gran abundancia de secuencias repetidas, aproximadamente el 84 % del
genoma estd compuesto por elementos mdviles u otras estructuras repetidas como
retrotransposones. Ademas, hay evidencia de la importancia del procesamiento
post-transcripcional como un sistema central regulador apoyado por un extenso

corte y empalme (splicing).

Tradicionalmente la cebada se ha considerado como planta modelo para la
biotecnologia vegetal y la investigacion genética debido a que es una especie
diploide, autégama y un cultivo de climas templados. Ademas existen grandes
colecciones de germoplasma que contienen variedades élites y locales diversas
geograficamente, accesiones silvestres y amplias colecciones de mutantes bien
caracterizados con una gran variacion en cuanto a desarrollo y morfologia y que
estan disponibles facilmente. En estas colecciones encontramos alelos con una gran
diversidad genética bien caracterizada y meticulosamente mantenida. El
aislamiento y la comprension de estos alelos responsables de los caracteres hacen
de la cebada una oportunidad para mejorar la respuesta de los cultivos al estrés o la
calidad del grano. Esto, junto con el genoma secuenciado recientemente por
completo (IBSC, 2012), convierte a la cebada en una gran herramienta para la
investigacion fundamental y la mejora de cultivos de monocotiledoneas (Fig. 1.3).

La cebada es uno de los cultivos de la agricultura primitiva, cuyos restos
arqueoldgicos indican que fue un cultivo domesticado en el afio 10.000 A.C
partiendo de su genotipo silvestre conocido como Hordeum spontaneum (\Weiss
and Zohary, 2011). Esta especie silvestre ain puede encontrarse en territorios del

suroeste de Asia, Tibet, este del Mediterraneo, norte de Africa y las zonas
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semidesérticas de Afganistan (Jakob et al., 2014). Hay tres rasgos clave que estan
asociados con la domesticacion de la cebada: raquis no quebradizo, espiga de seis
carreras, y grano desnudo (Pourkheirandish and Komatsuda, 2007). Las mutaciones
que provocaron una menor vernalizacion e insensibilidad al fotoperiodo aceleraron
la migracion de este cultivo a otras regiones distantes de su lugar de origen
(Bothmer et al., 1992).

Legend to heat map:

Track b genes per cM min: 0, max: 80 . Imax
Track d genes per Mb min: 0, max: 20

Track e LTR retroelements (%) min: 0, max: 100
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Track g sequenced BAC clones perMb 0 _,.-ril 20

Figura 1.3. Panoramica del genoma de cebada (IBSC, 2012).

Podriamos decir que el rasgo méas importante de la domesticacion de la cebada es el
raquis no quebradizo, caracteristica que confiere una eficiente cosecha sin pérdida
de grano. Al mantenerse el grano en la espiga durante mas tiempo, la frecuencia

con la que esta mutacion se transmitia a las siguientes cosechas era mayor,
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confiriendo el éxito a perdurar de mano de los agricultores primitivos
(Pourkheirandish and Komatsuda, 2007). Y es que la dispersion de las semillas
permite en la naturaleza la pervivencia de las plantas silvestres, pero la perdida de
esta capacidad ha sido esencial para el desarrollo de la agricultura. Durante la
domesticacion de la cebada en el Medio Oriente, uno de los hitos mas insignes fue
la aparicion de la cebada de seis carreras con el correspondiente aumento en el
namero de las semillas. La cebada de seis carreras produce tres veces mas semillas
por espiga que la cebada de dos carreras constituyéndose un cambio dramético de
importancia agrondmica. La presencia de dos carreras en el genotipo ancestral de
cebada Hordeum spontaneum, sugiere que las variedades de seis carreras son
consecuencia de la mutacion del genotipo silvestre durante la domesticacién
(Komatsuda et al., 2007). Otro importante cardcter agronémico es la presencia o
ausencia de céscara en granos vestidos o desnudos respectivamente, por su
importancia en el uso alimentario. Las semillas desnudas aparecieron durante la
domesticacion y muy probablemente tras la seleccién de raquis no quebradizos. La
cascara en granos vestidos esta soldada, mientras que en los granos desnudos no,
siendo este caracter importante también por la facilidad con la que se separaria la
cascara del grano en la trilla (Pourkheirandish and Komatsuda, 2007). La
dormancia, la vernalizacion y la insensibilidad del fotoperiodo también se
modificaron por la seleccion humana. Estos rasgos son importantes para la
adaptacion de la cebada a diversas regiones geograficas, la supervivencia en
condiciones adversas Yy en definitiva para una mayor dispersion de las semillas. En
resumen, la domesticacion permitid la propagacién de cebada por todo el mundo
gracias a la modificacion de todos estos caracteres (Pourkheirandish and
Komatsuda, 2007).

1.1.4. Impacto socioecondmico de la cebada

La cebada es el cuarto cereal mas importante en cuanto a produccion mundial
después del trigo, el maiz y el arroz, y esta entre los diez cultivos mas importantes
del mundo y a nivel global se produjeron més de 143 millones de toneladas en
2013 (FAOSTAT, 2015). Los paises con mayor produccion fueron Rusia (15.3
millones de toneladas), Alemania (10.34 millones de toneladas), Francia (10.31

millones de toneladas), Canada (10.23 millones de toneladas) y Espafia (10
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millones de toneladas). En 2012 el principal exportador de grano en el mundo fue
Australia (5 millones de toneladas) seguido de Francia (4.6 millones de toneladas),
y principalmente exportaron cebada maltera, ya que el beneficio es un 20 o0 30 %
mayor que con la cebada para consumo directo. Mientras que el principal
importador de cebada fue Arabia Saudi con 8.3 millones de toneladas, seguido por
China (2.5 millones de toneladas). Y en general los paises asiaticos como Arabia

Saudi importan grano para el consumo humano y la alimentacion de ganado.

En aquellas regiones del mundo donde el maiz no puede ser cultivado debido al
corto periodo de cultivo, a las bajas temperaturas primaverales o la deficiencia de
precipitaciones y mayor evaporacion, la cebada se cultiva predominantemente
como principal cereal forrajero. Por ello la cebada es utilizada para la alimentacién
de ganado en ciertos paises europeos, ya que es una gran fuente de carbohidratos y
proteinas. El contenido en proteina puede variar entre un 10-15 % dependiendo de
las condiciones ambientales. Para su uso como pienso previamente los granos de
cebada deben ser reducidos a polvo fino, mientras que la paja se usa para acomodar
y alimentar al ganado, especialmente en zonas rurales de paises en vias de
desarrollo. Anualmente, el 5% de la cebada se almacena en forma de semillas
(Akar et al., 2004).

El 13% de la produccién mundial de cebada es procesado para la obtencion de
malta, siendo este su segundo mayor uso segun la FAO (2009). La malta es el
ingrediente principal en la produccion de cerveza, y para su uso debe cumplir una
serie de requisitos que dependeran de las condiciones de crecimiento, cosecha y
almacenamiento de la cebada. Durante el proceso de malteado, las semillas de
cebada germinan produciendo distintas enzimas, entre ellas amilasas, glucanasas,
peptidasas, y otras, las cuales tienen la capacidad de hidrolizar el almidén a
dextrinas y azucares fermentables, asi como los B-glucanos, proteinas, etc. Existen
otros granos que también producen estas dos enzimas, pero el uso de la cebada es
preferente por las siguientes caracteristicas: (1) la envuelta del grano de cebada
protege al embrion durante la germinacion, (2) dicha envuelta favorece la
filtracion, (3) la textura de la semilla es firme, y (4) su uso es tradicional
(Robertson and Stark, 1992). Ademas para la 6ptima produccién de malta las
compafiias que la producen se encargan de especificar la variedad de cultivo que
desean (Bamforth, 2003).

11
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1.2.

Ademas de su uso en la empresa cervecera, la malta se emplea en la produccion de
whisky, snacks, salsas, preparados de chocolate, bebidas, pan y otros. Hoy en dia,
algunas industrias alimentarias consideran la cebada un excelente alimento ya que,
comparado con el trigo, tiene un mayor contenido en fibra soluble y una menor
densidad en lipoproteinas (LDL) (Ensminger and Ensminger, 1993). Teniendo en
cuenta estos factores, se han registrado un gran numero de variedades de cebada de
grano desnudo para consumo humano y su extension se ha incrementado en paises
occidentales. En paises en desarrollo se utiliza en la elaboracion de pan mezclado
con otros tipos de harina, ya que, ademas de tener un alto valor nutritivo, resulta
mas economico que el trigo (Akar et al., 2004). Igualmente, el grano de cebada se

emplea como tal para consumo humano (FAO, 2009).

La mejora de cultivos

La agrobiotecnologia no solo responde al reto de mejorar la alimentacion, la
seguridad y la promocién del desarrollo socioeconémico, sino también promueve
la conservacion, la diversidad y el uso sostenible de los recursos fitogenéticos para
la alimentacion y la agricultura. Hoy en dia la caja de herramientas de la
biotecnologia pone a disposicion de los agricultores nuevas posibilidades para
aumentar la productividad y la diversidad de cultivos, ademés del desarrollo de una
agricultura mas sostenible. Estas herramientas estan siendo rapidamente adoptadas
por los mejoradores y biologos moleculares como herramientas eficaces y
apropiadas para estudios basicos y aplicados, que abordan los nuevos retos
bioldgicos en los sistemas de produccion agricola del futuro. Y la gendmica
comparada nos permite superar mas eficazmente y de forma mas eficiente estos
retos. Se ha avanzado considerablemente en los ultimos afios en la cartografia, el
marcaje y el aislamiento de muchos genes agricolamente importantes, todo ello
utilizando marcadores moleculares, gracias en gran parte a las mejoras de las
técnicas que se han desarrollado. Estas técnicas ayudan en la seleccion directa de
muchos caracteres deseados usando simultaneamente poblaciones F2 vy
retrocruzamiento, lineas isogénicas, doble haploides y lineas recombinantes puras.

La Gltima colaboracién internacional de la comunidad cientifica ha dado lugar a

12
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cambios cuantitativos en el conocimiento de la genética y recursos biologicos para

la cebada (IBSC, 2012). Entre estos recursos encontramos:

e Etiquetas de secuencias expresadas (ESTS)

e Secuencias de longitud completa de ADNc (Matsumoto et al., 2011)

e Librerias artificiales de cromosoma bacteriano (BAC) (Schulte et al., 2011)

e Marcadores SNP, disponible como Illumina iSelect chip (Comadran et al.,
2012)

e Microarrays de Affymetrix y Agilent (Liu et al., 2011)
e Poblacién biparental y mapa genético (Close et al., 2009)

e Poblacion TILLING (Caldwell et al., 2004)

Nuevos métodos mas eficientes de transformacion (Harwood, 2011).

1.2.1. Los mutantes como herramienta

Durante los ultimos afios la genética Mendeliana clésica ha entrado en una nueva
era llamada genomica, cuyo objeto es el estudio de la estructura de los genes y su
funcion. Esta disponible una gran cantidad de informacion genética, en forma de
secuencias de ADN, para especies modelo como arroz o Arabidopsis, aunque la
funcion de la mayor parte de esa informacion es desconocida. Por lo tanto se esta
dirigiendo el esfuerzo cientifico a cubrir ese hueco. La mutagénesis con la ayuda de
marcadores moleculares juega un papel importante en este campo, lo que lleva a un
incremento en la demanda de material vegetal mutado donde ciertos caracteres han
cambiado debido al bloqueo (knock out) de los genes responsables (Fig. 1.4).
Usando herramientas moleculares y genéticas, un caracter mutado puede ser

asociado con una secuencia de ADN cuya funcion previamente se desconocia.

Se conoce por mutacion - palabra acufiada por el cientifico holandés Hugo de Vries
en 1901- aquel cambio en la secuencia base de ADN de la planta que conduce a
una alteracion de una o varias caracteristicas. Una mutacién es un cambio repentino
y heredable en el material genético, a nivel génico, cromosémico 0 gendmico y no
se debe a fendmenos de segregacion ni recombinacion. La mutacion ha sido muy

importante desde el punto de vista de la evolucion hasta el punto de ser el origen de
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nuevas especies. Se sabe que el origen de nuevos genes viene dado por la
mutacion, que acompafiada por la hibridacion, conduce a la creacion de nueva
variacion genética que es esencial para la mejora, asi como la evolucion de
cultivos. Las mutaciones pueden darse de forma espontanea o pueden producirse
artificialmente. El uso de mutaciones inducidas en los programas de mejora para
desarrollar nuevas variedades es conocido por el nombre de mejora mutacional
(mutation breeding), incluyendo aqui el uso de mutaciones tanto de forma directa
como indirecta. Las mutaciones se clasifican en micro 0 macro mutaciones,
dependiendo de si el efecto es facilmente identificable, en el caso de las macro-
mutaciones, 0 micro-mutaciones en el caso de efectos sobre caracteristicas que
deben ser analizadas biométricamente. La mayoria de las mutaciones son recesivas,
deletéreas y letales ya que las mutaciones favorables putativamente se han ido
incorporando a los genomas de los cultivos vegetales a lo largo de la historia de su

evolucion.
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Figura 1.4. Fenotipos de mutantes afectados morfolégicamente y en el desarrollo, tales como el
ahijamiento y la estatura de la planta (A-E), el desarrollo de la inflorescencia lateral (F-L), ramificacién en
la espiga (M-0), longitud de entrenudos del raquis (P- S), el desarrollo awn (T-y), el color de los 6rganos
florales (Z-AH), la biosintesis de clorofila (Al-AO), el desarrollo de la regién ligular (AP-AV), madurez
temprana (AW y AX) y necrosis (AY-BD) (Druka et al., 2011).

El uso directo de las mutaciones es una aproximacion atractiva para afiadir nuevas

caracteristicas facilmente identificables en variedades previamente bien adaptadas
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(Lundgvist, 2014). Ademas, una vez transmitida la mutacién no hay necesidad de
retrocruzamiento para reconstituir el fondo genético del cultivar. La mejora
mutacional es aplicable a cualquier cultivo vegetal, pero tiene especial interés en
aquellas plantas cuya propagacion es vegetativa, especialmente arboles frutales
cuya mejora se hace complicada mediante la hibridacion sexual. La situacion ideal
para la mejora mutacional se da cuando el gen responsable de un caracter deseado
no esta en el germoplasma o esté fuertemente unido con genes no deseables para la
mejora, por lo que la recombinacién a traves de su hibridacion resultaria rara e
imposible. Los agentes mutagénicos también pueden emplearse para generar
nuevos marcadores moleculares, ya que pueden inducir facilmente polimorfismos
en la estructura de genes de diferentes proteinas. De esta forma, plantas con un
fenotipo morfoldgico idéntico pueden dar como resultado la identificacion de
isoenzimas polimérficas. El tratamiento con mutagenos ha dado como resultado el
desarrollo de los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs)
en cereales. Los mutantes son herramientas criticas para poder diseccionar las rutas
metabdlicas y bioquimicas, y para determinar la funcion de los genes en las
plantas, mediante la genética inversa y directa. La genética directa abarca aquellas
técnicas orientadas a la identificacion de un genotipo responsable de un fenotipo.
Inicialmente, mediante la generacion de mutaciones al azar en un organismo, a
menudo con radiacion o agentes quimicos, o la mutagénesis de insercion y cultivo
y seleccion de los individuos con un fenotipo aberrante. La genética inversa, por su
parte, es una disciplina genética que, partiendo de una secuencia ya conocida,
investiga sobre su funcion biologica alterando dicho ADN mediante mutacién
puntual, por sustitucion de nucle6tidos, o mas drasticamente, mediante

silenciamiento de genes completos.

1.2.2. Mutagénesis en plantas

La eleccion del material parental es importante para lograr unos buenos objetivos
mediante la mejora mutacional. El propésito de la mejora mutacional debe ser
perfeccionar las variedades locales adaptadas o crear nuevos alelos que no existan
en las colecciones de germoplasma. ElI empleo de las semillas para ser
mutagenizadas, confiere la ventaja de que estas pueden tolerar condiciones fisicas

gue normalmente solo podrian tolerarse por moléculas no vivas. La semilla original
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tratada con mutagenos (MO), tras la mutagénesis inducida en un locus, se
transforma en un individuo heterocigoto denominado M1, y las plantas obtenidas
seran la generaciéon M1. Las semillas producidas por la M1 dardn lugar a la
generacién M2, que normalmente mostrara segregacion. Es comun que las plantas
M1 muestren poco vigor y esterilidad, y posiblemente existan quimeras que posean
tallos mutados. Por ello, la generacion M2 debe ser cultivada como plantas
independientes para identificar mutaciones recesivas en forma de caracteres
cuantitativos. El tamafio de la M2 es critico a la hora de garantizar el éxito final del
proceso de mejora. Si calculamos que la tasa de mortalidad de una poblacion de
5.000 plantas es del 50 % en la M1, solo 2.500 plantas fértiles serian chequeadas en
la M2. Y si la M2 cuenta con 20 plantas por progenie serian un total de 50.000
plantas. Con una frecuencia baja de mutaciones se necesitarian poblaciones mas
grandes ya que la gran mayoria de estas no seran utiles. En la segunda o tercera
generacion los mutantes seleccionados serdn homocigotos, lo que supone una
ventaja, si lo comparamos con la sexta 0 séptima generacion en los programas de

mejora por hibridacién (Chahal and Gosal, 2002).

Las mutaciones que ocurren en la naturaleza suelen ser causadas por fenomenos
naturales como los rayos césmicos o los rayos ultravioleta. Pero la tasa de
mutaciones espontaneas es baja, aproximadamente una entre un millén por cada
gen de forma individual. Wilhelm Konrad von Roentgen descubrio en 1985 los
rayos X, Henri Becquerel en 1896 descubrio que el uranio producia radiacion, y en
1897 Pierre y Marie Curie aislaron el radio. En 1904 De Vries tuvo el presagio de
sugerir que el uso de la radiacion inducia mutaciones, mientras que Muller (1927),
en Drosophila y Stadler (1928) en maiz, demostraron que la frecuencia de
mutaciones podia aumentar con el uso de agentes mutagénicos como los rayos X.
El tratamiento con rayos X en cebadas de dos carreras realizados por Nilsson-Ehle
mostro que los mutantes producidos tenian espigas densas y tallos comprimidos.
Aquellos mutantes, a los que posteriormente Gustafsson bautizé6 como erectoides,
podian soportar altas dosis de fertilizantes aumentando el rendimiento de los
cultivos. Auerbach and Robson (1946) observaron que los agentes quimicos como
el gas mostaza eran altamente mutagénicos y desde entonces ha sido descubierto un
buen nimero de agentes que pueden aumentar artificialmente la frecuencia de

mutaciones inducidas. Se han empleado diversas estrategias para desarrollar
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mutantes en plantas (Acanda et al., 2014; Alonso et al., 2003; Dahleen et al., 2005;
Hirochika et al., 2004), pero las mutaciones inducidas por quimica o irradiacion
proveen de un método rapido para obtener una gran cantidad de mutantes. Las
ventajas de estos mutantes es que no son caros de producir y cualquier genotipo
puede emplearse sin necesidad de transformacion, evitando asi el problema con
algunas variedades recalcitrantes. Ademas la densidad de mutaciones permite una

saturacion del genoma con una poblacién relativamente pequefia.

Los agentes disponibles para inducir mutaciones, 0 mutagenos, podrian clasificarse
en dos categorias: fisicos, como los rayos X, rayos gamma, radiacion ultravioleta o
neutrones, y quimicos, como antibioticos, acido nitroso, agentes alquilantes, azidas,
acridinas o hidroxilaminas. En cebada el porcentaje de mutacion por irradiacion y
por tratamiento de semillas con agentes quimicos depende del cultivar empleado,
pero principalmente depende de la dosis y periodo de exposicion. Veleminsky et al.
(1987) observaron que la azida sddica induce un aumento de la frecuencia de
mutaciones de forma dependiente de la dosis. La azida sédica es uno de los
mutagenos mas empleados en cebada, porque es eficiente y porque la induccién de
mutaciones es facilmente aplicada en semillas, tanto secas como embebidas (Nilan
et al., 1973). En cebada, la azida sddica es conocida por inducir sustituciones de
bases por la transicion de nucleétidos (AT-GC) (Olsen et al., 1993), y ademas es
un inductor muy pobre de aberraciones cromosémicas (Konzak et al., 1973). Son
pocos los estudios que han demostrado que la azida sédica provoque aberraciones
cromosomicas en la cebada (Nilan and Pearson, 1975). Asi pues en este trabajo,
este agente quimico se ha usado como fuente inductora de variacion genética, a
través de su potencial mutagénico. ElI uso del mutageno seleccionado en este
trabajo condujo a la obtencion de una coleccion que permitié identificar
mutaciones en genes 0 grupos de genes que podrian gobernar un caracter. Sin
embargo, como las mutaciones de esta coleccion no estaban marcadas en forma
alguna, se necesita tiempo y mano de obra para identificar los genes que confieren
fenotipos interesantes. Se estdn desarrollando actualmente otras estrategias
alternativas para la identificacion de mutaciones no marcadas (Bouchez, 1998;
Mascher et al., 2014; Mascher et al., 2013).
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1.2.3. Mejora vegetal y demanda de alimentos con el cambio global

1.3.

El desarrollo de nuevas variedades mediante la mejora, junto con innovaciones en
las précticas agrondmicas, ha aumentado notablemente la produccion en los afios
60 y 70 del siglo pasado. Sin embargo, algunos estudios recientes indican que los
rendimientos no siguen aumentando en diversas regiones del mundo (Ray et al.,
2013). La demanda de alimentos estd subiendo también desde 1960 y puede
incrementarse en 100-110 % en el periodo 2005-2050 (Tilman et al., 2011). Las
producciones de grandes cultivos como el trigo, el arroz, el maiz y la soja estan
creciendo del 0.9 al 1.6 % anual, lo cual es menos que el 2.4 % anual requerido
para doblar la produccién global en 2050 (Ray et al., 2013). Las variaciones en el
clima pueden explicar alrededor del 10 % del estancamiento de las producciones
observado en Europa durante las dos Gltimas décadas. Asi, los cambios en la
temperatura y la precipitacion han reducido los rendimientos medios del trigo y la
cebada un 2.5 y un 3.8 %, respectivamente (Moore and Lobell, 2015). En un
estudio con 138 accesiones de cebada, la produccién de grano disminuy6 un 29 %
con aumentos conjuntos de temperatura (+5 °C) y concentraciéon de CO, (700 pmol
mol™), a pesar del 16 % de aumento de produccién inducido por el CO, elevado
(Ingvordsen et al., 2015). Junto con las politicas de subsidio agricola y
conservacion ambiental (Moore and Lobell, 2015), la proximidad al méximo
tedrico de adscripcion de biomasa a la parte cosechable de los cultivos es la causa
probable del declive en el crecimiento de la produccion (Long et al., 2006; Parry et
al., 2010; Zhu et al., 2008). La ampliacion del area cultivada no es una opcién
sostenible, y por tanto, en una atmoésfera con CO; creciente, tendra que mejorar la

productividad de la superficie agraria actual.

Las plantas ante una atmosfera cambiante: el CO,

Los flujos de carbono (C) dentro y fuera de la biosfera terrestre estdn mas o menos
en equilibrio, esto es, la absorcion de C en la fotosintesis se aproxima a las
emisiones de C de los procesos respiratorios, incluidos los heterotréficos. Existen
desequilibrios entre captacion y liberacion que se reflejan en la concentracion de

CO; en la atmdsfera y que pueden ocurrir a muy largo plazo, como por ejemplo,
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por efecto de las oscilaciones orbitales que provocaron glaciaciones y
disminuyeron la concentracion de CO, en la tierra (Prentice et al., 2011), 0 a muy
corto plazo, como por ejemplo, el efecto de erupciones volcanicas (Gu et al.,
2003). La concentracion de CO, en la atmosfera se ha incrementado en los Ultimos
800.000 afios, pero el aumento rapido y sostenido en los ultimos dos siglos no tiene
precedentes, ya que ha alcanzado un 40 % desde los tiempos pre-industriales. Un
aumento que principalmente ha sido causado por las emisiones de combustibles
fosiles y secundariamente por las emisiones netas del uso del suelo, y corregido por
la absorcion neta de C de los océanos y la absorcion desde la biosfera, es decir, la
fotosintesis. EI cambio climatico afectara a los procesos del ciclo de carbono de
una manera que exacerbard el aumento de CO, y se prevé que esta tendencia
continue, situando las concentraciones de CO, atmosférico para final de este siglo
en mas del doble de la concentracion actual (IPCC, 2013). Este cambio
composicional de la atmosfera y su efecto en la fisiologia y desarrollo de las
plantas ha sido objeto de muchas investigaciones en los ultimos 30 afios (Drake et
al., 1997; Long et al., 2004; Norby and Zak, 2011; Stitt, 1991). Cultivos y plantas
horticolas eran el pardmetro de estudio de los primeros experimentos que
investigaban el crecimiento vegetal bajo CO; elevado, a menudo con el objetivo de
maximizar el crecimiento y el desarrollo de la planta en invernaderos comerciales
(Wittwer and Robb, 1964). En esta linea, hay una fuerte evidencia fisiolégica de
que el CO, elevado aumenta el crecimiento de las plantas, con importantes

consecuencias en el contexto del ciclo global de C.

La concentracion de CO, atmosférico actia como un fertilizante para el
crecimiento vegetal, que a su vez conduce a un almacenamiento adicional de
materia organica en la biomasa vegetal y detritus. Por lo que el aumento del
almacenamiento de C en la biosfera terrestre crea una retroalimentacion negativa
sobre la tasa de acumulacion de CO; en la atmosfera (Bonan, 2008; Cramer et al.,
2001). Pero la comprensiéon de como las plantas responden y podrian adaptarse a
un futuro aumento de la concentracion de CO, atmosférica es el objetivo vigente,
que nos ayudara también a entender como estan respondiendo actualmente y como
se pueden haber adaptado al aumento que ya ha ocurrido. Para ello debe
considerarse primero el proceso de la fotosintesis y su enlace con el CO,

atmosférico.
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1.3.1. Fotosintesis

La fotosintesis es una orquestacion de maultiples procesos biologicos fisico-
quimicos, que convierten la energia luminica en energia quimica y
subsecuentemente se asimila el didxido de carbono de la atmosfera en la planta. En
el proceso de la fotosintesis se pueden distinguir dos fases: una primera de
absorcion y conversion de energia luminosa en energia electroquimica y redox
(ATP y NADPH), y otra segunda, de asimilacion de elementos quimicos esenciales
para la sintesis biomolecular (ciclo de Calvin-Benson). Si bien la medicion de
ambos tipos de reacciones es informativa, la combinacion de las dos puede
proporcionar informacion adicional acerca de la asignacion de recursos de la

planta, la eficiencia de utilizacién y la salud general.

Embryophyte (eukaryote) Arabidopsis thaliana
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Figura 1.5. Proteinas y complejos de proteinas del aparato fotosintético (Allen et al., 2011).

En las plantas C3 el proceso fotosintético se desarrolla en los cloroplastos,
localizados mayoritariamente en los tejidos fotosintéticos como las hojas, que son
organos especializados en esta funcion. Los cloroplastos estan separados del citosol
por una envoltura de doble membrana. Estas membranas tilacoidales incluyen todo
el aparato biomolecular necesario para llevar a cabo la primera fase de la
fotosintesis, es decir, son las membranas fotosintéticas donde se encuentran los
cuatro complejos proteinicos que funcionan hasta producir NADPH y ATP (Fig.
1.5). El uso de la energia luminica por dos de estos complejos, llamados
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fotosistemas (Fotosistema Il (PSII), Fotosistema I (PSI)), se produce gracias a una
serie de moléculas con capacidad redox reversible que poseen engarzadas en su
esqueleto. La captura de la luz la realizan los complejos de clorofilas y otros
pigmentos con proteinas, los cuales operan como antenas y canalizan la energia de
excitacion a los centros de reaccion de los fotosintemas, donde se utiliza para crear
un gradiente de electrones. El PSII es una agua-plastoquinona oxidoreductasa. Su
clorofila a P680 es el donante primario de electrones, los cuales transfiere a la
feofitina y esta, a su vez, a las plastoquinonas enlazadas Qa y Qg. El P680" es
reducido por el agua por mediacion del complejo de manganeso, que esta asociado
con la proteina D1 del centro de reaccion. El PSI es una plastocianina ferredoxina
oxidoreductasa. La ferredoxina transfiere electrones a la ferredoxina- NADP
reductasa, la cual cede dos electrones al NADP para dar NADPH, producto final de
la cadena de transporte de electrones. El tercer complejo, que conecta los dos
fotosistemas, es el citocromo b6f, una plastoquinol- plastocianina oxidoreductasa
translocadora de protones desde el estroma del cloroplasto al lumen de los
tilacoides. El cuarto complejo, la ATP sintasa, es una hidrolasa de ATP
translocadora de protones que no interviene en la transferencia electrénica. Dicha
transferencia establece un gradiente de concentracion de protones a través de las
membranas que impulsa la reaccion de la ATPasa en la direccion de sintesis de
ATP (Allen et al., 2011).

La velocidad de transporte fotosintético de electrones depende de la radiacion
capturada. La absorbancia de las hojas aumenta con su contenido de clorofila (toda
ella enlazada a proteinas), de modo que, con intensidades de luz bajas, la velocidad
de fotosintesis aumenta con el contenido de clorofila (Hikosaka and Terashima,
1995). Sin embargo, con iluminancia creciente la eficiencia con la que se utiliza la
luz, o eficiencia cuantica, disminuye (Walters et al., 2003), como se comprueba
con medidas de la fluorescencia de la clorofila (Gutierrez et al., 2009). Una razon
para esta disminucion es que el gradiente de protones a través de los tilacoides
ejerce una “contrapresion” sobre el transporte de electrones, porque es mas dificil
introducir un nuevo protdn en un espacio que ya tiene una concentracion alta
(Walker, 1987). La velocidad de transporte de electrones depende también del uso
de sus productos, principalmente en la asimilacion de CO,. Las restricciones en la

carboxilacion pueden disminuir la proporcion de centros del PSII con Qa oxidada
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(centros abiertos), o la velocidad de excitacion de los centros abiertos (Baker et al.,
2007). En condiciones de exceso de luz, el complejo de captura de luz o antena del
PSII cambia a un estado en el que la energia no utilizable, potencialmente lesiva, se
disipa como calor. Este proceso, conocido como extincién no fotoquimica, ocurre
por un cambio de conformacion en los complejos de captura de luz que los capacita
para disipar la energia. Dicho cambio se inicia con el aumento del gradiente de pH
a través de los tilacoides y estd controlado por el ciclo de las xantofilas. La
extincién no fotoquimica protege al PSII del dafio fotooxidativo (Horton et al.,
2008). Sin embargo, las reacciones de transferencia de electrones tienen un alto
potencial redox y efectos colaterales que conducen a dicho dafio oxidativo. EI PSII
tiene una magquinaria eficiente y dinamicamente regulada para su reparacion, de
forma que solo se inhibe su actividad cuando la velocidad de dafio supera a la de

reparacion (Tikkanen et al., 2014).

En la segunda fase de la fotosintesis tiene lugar la asimilacion del CO,, que origina
productos de carboxilacion como son las triosas fosfato, que posteriormente
pasaran a ser moléculas de azucares sencillos (glucosa, fructosa) o complejos
(sacarosa y almidon). El ciclo de Calvin-Benson se puede dividir en tres etapas:
fijacion, reduccion y regeneracion (Fig. 1.6). La primera etapa, catalizada por la
enzima ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), consiste en la
adicion de una molécula de CO, a la molécula aceptora ribulosa 1,5-bisfosfato
(RuBP), con generacion de dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3PGA). En la
segunda etapa estas dos moléculas son convertidas en gliceraldehido 3-fosfato
(GAP) con consumo del ATP y NADPH producidos con el transporte fotosintético
de electrones. De este modo, en tres vueltas del ciclo se fijan tres moléculas de CO,
y se forman seis GAP. Una de estas moléculas se emplea para procesos
biosintéticos, mientras que las otras cinco son usadas en la siguiente etapa. La
tercera etapa es la mas complicada y se compone de varios pasos de condensacion
e isomerizacion , generandose dos pentosas fosfato que se transformaran en RuBP
con consumo de ATP, regenerandose asi la molécula aceptora del CO, (Mathews
and van Holde, 1995). Durante el ciclo, especialmente durante el dia, las triosas
fosfato puede ser desviadas al citosol a través de transportadores para la biosintesis
de sacarosa, mientras que una fraccion de la fructosa-1, 6-bisfosfato producida en

el ciclo de Calvin-Benson se dirige a la sintesis de almidén en el cloroplasto.
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El ciclo reductivo de las pentosas fosfato es el Unico mecanismo conocido que
puede producir y aumentar su propio sustrato. Es por tanto autocatalitico porque,
dentro de ciertos limites, su velocidad aumenta al hacerlo la concentracion de
sustrato. El fendbmeno de induccidn, por el que se requieren varios minutos desde el
final de un periodo en oscuridad para que la velocidad de fotosintesis alcance el
maximo, se debe en parte a la autocatalisis (Edwards and Walker, 1983). La
induccion se explica también porque varias de las enzimas de la asimilacion del
carbono estan inactivadas en la oscuridad y se activan en la luz. Este cambio esta
mediado principalmente por la reduccion de algunos puentes disulfuro de las
proteinas, realizada por el sitema ferredoxina-tiorredoxina. Las enzimas del ciclo
de Calvin-Benson con activacion reductiva son la fosforibulokinasa, la
gliceraldehido-3- fosfato deshidrogenasa, la fructosa-1, 6-bisfosfatasa y la
sedoheptulosa-1, 7-bisfosfatasa (Ruelland and Miginiac-Maslow, 1999). Otro
punto de regulacion del ciclo de Calvin-Benson es la Rubisco, cuya actividad se
modula por carbamilacion del sitio activo, por enlace fuerte de inhibidores a dicho
sitio, y por la Rubisco activasa. Esta enzima facilita la liberacion de dichos
inhibidores, requiere ATP y funciona por tanto en la luz, y esta sujeta a activacion
reductiva (Parry et al., 2008; Portis et al., 2008). Estos mecanismos de regulacion
contribuyen al control del flujo de carbono y aseguran que el ciclo de Calvin-
Benson pueda continuar (Serrato et al., 2009).
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Figura 1.6. Etapas del ciclo de Calvin-Benson y acoplamiento con las reacciones luminicas de la
fotosintesis y con la difusién del CO, desde la atmosfera (Allen and Ort, 2001).

Para determinar la fotosintesis de una planta se han desarrollado diversos modelos,
entre los que destaca el del Farquhar et al. (1980), a través del cual se puede
interpretar las medidas de intercambio gaseoso de la asimilacion de CO, de la hoja.
Se emplea para predecir in vivo la velocidad de asimilacion de carbono en el estado
estable bajo diferentes condiciones ambientales como intensidad de luz,
temperatura, presion parcial de CO, y O,. La principal innovacion del modelo de
Farquhar et al. (1980) partio de la apreciacion de que los desacoplamientos entre
las reacciones luminicas y las de carboxilacion son pequefias. Por tanto, la
velocidad de asimilacion de CO, puede determinarse como la minima de las
velocidades potenciales de estos dos procesos tomados separadamente. Esto es, la
velocidad de asimilacion de CO, viene dada por una velocidad limitada por la
Rubisco o por la regeneracion de RuBP, regulada generalmente por el transporte de
electrones, y a veces una velocidad limitada por el consumo de triosas fosfato (von
Caemmerer, 2013). Las ecuaciones de este modelo que relacionan la velocidad de
transporte de electrones con la intensidad luminica contindan siendo empiricas, a

diferencia con las ecuaciones bioquimicas propias de la carboxilacion, que estan
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basadas en las propiedades cinéticas de la Rubisco. EI modelo predice que la
velocidad de asimilacion de CO; se incrementaria con la concentracion de CO,,
siendo limitada unicamente por la velocidad maxima de carboxilacion de la
Rubisco, hasta un punto de inflexion a partir del cual quedaria limitada por la
velocidad potencial de transporte de electrones y regeneracion del aceptor de COo,
la RuBP. Un inconveniente de este modelo es que depende del conocimiento de la
presion parcial de CO; en el cloroplasto, el lugar de carboxilacion de la Rubisco.
Inicialmente el modelo suponia que la presion parcial de CO; en el cloroplasto era
la misma que la de los espacios intercelulares de la hoja, considerando que la
conductancia del mesofilo era infinita. Actualmente se sabe que el mesofilo
restringe la difusion del CO; hasta el cloroplasto en una medida que varia con la
especie vegetal y las condiciones ambientales (Flexas et al., 2008). EI modelo
original se ha modificado para incluir el CO; en el cloroplasto, calculado mediante
diferentes procedimientos (Flexas et al., 2008). Otro inconveniente del modelo es
el gran nimero de parametros que incluye, que dificulta el ajuste de las curvas de
respuesta al CO, derivadas de las medidas de intercambio gaseoso. Para resolverlo
se han desarrollado diversos protocolos (Ethier and Livingston, 2004; Gu et al.,
2010; Sharkey et al., 2007).

Es importante saber que la enzima Rubisco no esta saturada por sustrato (CO;) en
condiciones atmosféricas normales (21 % de O, 0.039 % CO,), y ademas, puede
catalizar la reaccion de la RuBP con una molécula de O; en lugar de con una de
CO,, iniciandose con ello la fotorrespiracion, en la que se consume ATP y poder
reductor y se desprende parte del CO, anteriormente fijado (Wingler et al., 2000).
El CO, inhibe competitivamente esta reaccion de oxigenacion. Por estas dos
razones, el enriquecimiento en CO, de la atmosfera previsto para el futuro,
aumenta la fotosintesis (Stitt, 1991). Segun Long et al. (2004), en el rango de
concentracion de CO, atmosférico correspondiente a las previsiones futuras, los
unicos puntos en el metabolismo donde hay evidencia convincente de que existe
una respuesta a la concentracion de COy, son la apertura de los estomas y la enzima

Rubisco. A continuacion se consideran estas dos respuestas.
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1.3.2. Respuesta de las plantas al CO, elevado: los estomas

La concentracion de CO, en el aire alrededor de las hojas influye en su
crecimiento, ya que es el principal sustrato para constituir la biomasa de la planta.
Debido a que la cuticula de la planta es comparativamente poco permeable al CO,
(Boyer et al., 1997), la toma de CO; en las plantas esta regulada por la apertura y
cierre de los estomas. Son poros formados por dos células oclusivas, que en cebada
estan rodeadas, a su vez, por las células subsidiarias. La difusién del CO, desde la
atmosfera hasta los cloroplastos, donde tendra lugar la fijacion del dioxido de
carbono gracias a la actividad carboxilasa de la enzima Rubisco, transcurre a traves
de una serie de barreras. EI CO, difunde desde el aire hasta el cloroplasto
atravesando la capa limite, los estomas y los espacios aéreos del interior de la hoja,
ademas de la fase liquida en el interior de la misma. En cada una de estas barreras
disminuye la concentracion de CO,, agrupandose asi estos impedimentos foliares al
paso del CO, en dos tipos, la resistencia de la fase gaseosa y la resistencia de la
fase liquida (Evans et al., 2009). Para la difusion de CO, a través de la fase
gaseosa, los estomas deben estar abiertos y son las células oclusivas las que se
encargan de este fendmeno. Como consecuencia de esta apertura, las superficies
humedas del interior de la hoja se exponen a la atmosfera, 1o que provocara una
pérdida de agua, si la humedad del ambiente no es saturante. Debido a este efecto,
en climas desfavorables desde el punto de vista hidrico, la perdida de agua por
mantener los estomas abiertos puede ser critica para la planta (Outlaw, 2003). Por
otro lado, dentro de la fase liquida, el CO, llega al cloroplasto gracias a
aquaporinas, a pesar de ser una molécula lipofilica y apolar que aparentemente
difundiria a través de las membranas (Flexas et al., 2006).

1.3.2.2. Respuestas directas de los estomas al CO,

Las plantas sélo pueden percibir un cambio en la concentracion atmosférica de CO,
a través de los tejidos que estan expuestos a la intemperie. En el corto plazo, la
apertura de los estomas generalmente disminuye en respuesta a altas
concentraciones de CO, y a otros estimulos, como oscuridad, sequia, la

fitohormona ABA, o elevadas concentraciones de ozono. Su apertura es inducida
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por la humedad alta, la luz azul y roja, la iluminacion intensa y la concentracion
baja de CO, (Outlaw, 2003; Vahisalu et al., 2008). A largo plazo, la disminucién
de la conductancia estomatica con el CO, elevado puede ser causada por cambios
en la densidad de los estomas, el indice estomatico (el porcentaje de estomas en las
células epidérmicas), asi como la apertura de los estomas (Lake et al., 2001). La
deteccion de CO, es un tema en debate, pero parece una propiedad intrinseca tanto
de células oclusivas (Assmann, 1999) como de las del meséfilo (Mott et al., 2008).
Ademas, la apertura de los estomas responde a la concentracion intercelular de CO,
y no a la concentracion de CO; en la superficie de la hoja (Mott, 1988). Sin
embargo, el mecanismo por el cual el CO, controla los movimientos estomaticos es
en gran parte desconocido. Actualmente existen varios mecanismos propuestos, a
través de los cuales las células oclusivas generan una respuesta sefializada por
calcio o por especies reactivas de oxigeno (Murata et al., 2015). El &cido abcisico y
los niveles elevados de CO, activan una sefializacion compleja en las células
oclusivas que estd mediada por quinasas, mensajeros secundarios, y la regulacion

de canales ionicos (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Mecanismos de apertura y cierre estomatico (Kollist et al., 2014).

A nivel celular, el incremento o descenso en la turgencia de las células oclusivas
provoca la apertura o cierre estomatico (Raschke, 1975). Este incremento de
turgencia viene acompariado por un aumento de superficie y volumen de las
vacuolas, lo que las implica en la apertura estomatica. En cambio, durante el cierre
estomatico y pérdida de turgencia de las células oclusivas, no se observa que
paralelamente haya una pérdida en la vacuola. Mé&s bien, parece actuar como
reservorio de membrana plasmatica, ya que hay una serie de estructuras
endosomicas que surgen en el lumen de la membrana vacuolar en el momento del
cierre estomatico (Sano et al., 2008; Tanaka et al., 2007). En las células oclusivas,

la concentracion de iones y solutos organicos determina la presion de turgencia,
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provocando el movimiento de los estomas. Electrofisiologicamente, existe una
despolarizacion de la membrana plasmatica de las células oclusivas, mecanismo
por el que disminuye la turgencia, traduciéndose en el cierre de los estomas
(Assmann, 1999). La hiperpolarizacion, a su vez, aumenta la presion de turgencia y
el volumen de las celulas oclusivas, induciendo la apertura estomatica. Esta
hiperpolarizacion esta causada por la activacion de H*-ATPasas que provocan la
toma de iones de potasio (K*) a través de canales de K* a favor de gradiente. La
toma de potasio se ve acompafada de iones como el cloruro, nitrato y sulfato,
ademas de la sintesis de malato. Estos metabolitos, junto con la acumulacion de
sacarosa, incrementan la presion de turgencia de las células oclusivas y por lo tanto
provocan la apertura estomatica. La toma de osmolitos en el citosol representa
solamente un paso intermedio hacia la acumulacion final en la vacuola, donde
acabara por almacenarse el 90 % de los solutos. Esta acumulacion de K* en las
vacuolas es un requisito para la apertura estomatica, ademas de ser un componente

+

critico para la homeostasis general de K", esencial para el cierre estomatico
(Andres et al., 2014). La despolarizacion y el cierre estoméatico se inicia en
presencia de altas concentraciones de calcio citosélico (Ca**) y con la activacion de
canales lentos de salida de iones de cloruro (SLACL1) y de liberacion de iones de
nitrato (SLAH3), ambos regulados por la proteina quinasa tipo SnRK2,
independiente de Ca®*, OST1, y proteinas quinasa dependientes de Ca?* (CPK21-
23). También se sabe que la proteina quinasa CPK6 activa SLAC1 y que coordina
la inhibicion de los canales de entrada por gradiente de potasio, impidiendo la
apertura de estomas. El sulfato y los acidos organicos salen de la célula a través de
canales ionicos tipo R (rapidos), y de este modo la pérdida de presion de turgencia

se traduce en el cierre estomatico (Kollist et al., 2014).

Los estimulos como el CO, provocan cambios en el potencial de membrana de las
células oclusivas, aumentando la concentracién de Ca** y alterandose asi la
direccion de transporte de K* y la actividad de los canales i6nicos de membrana,
tipo S y R. La liberacién de malato de las celulas del meséfilo y de las células
oclusivas en respuesta a niveles elevados de CO, induciria el cierre estomatico por
la activacion de los canales de aniones, dando lugar a su salida. EI malato liberado
de las células oclusivas proporcionaria una retroalimentacion positiva mediante la

estimulacion de mas canales tipo R (Kim et al., 2010). Se han identificado varios
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mutantes que operan en la sefial estomatica regulada por CO, en las células
oclusivas. Schroeder and Hagiwara (1989) demostraron que los canales idnicos de
tipo S son parte de un mecanismo central del cierre estomatico mediado por ABA 'y
alto CO, y que la proteina SLAC1 es un mediador positivo del cierre estomético
por CO,. Hashimoto et al. (2006) mostraron que la proteina quinasa HT1 es un
regulador negativo del cierre estomatico por alto CO, que actia metabdlicamente
antes de la convergencia de los mecanismos que median la respuesta estomatica
por ABA y CO,. Lee et al. (2008) identificaron un importador de malato de la
membrana plasmatica de las células oclusivas (AtABCB14) como regulador
negativo del cierre estomatico por CO,. Y mas recientemente, Hu et al. (2010) en
dobles mutantes de anhidrasa carbonica (BCAI1-4), con su posterior
complementacion con una anhidrasa de mamiferos, encontraron que el CO,-HCOg3
transfiere la sefial para la regulacion de los canal idnicos que median los

movimientos estomaticos.

1.3.1.2. Respuestas de los estomas al CO, mediadas por la fotosintesis

La conductancia de los estomas y la fotosintesis estan generalmente
correlacionados de forma que la razon entre la concentracion de CO; en los
espacios intercelulares de la hoja y la concentracion externa es practicamente
constante (Farquhar and Wong, 1984; Sharkey and Raschke, 1981). Por si misma,
la concentracion intercelular de CO, no puede regular la correlacion entre
fotosintesis y conductancia (Wong et al., 1979), y el mecanismo subyacente se
desconoce todavia. Se ha propuesto la hipotesis de que la respuesta de la
conductancia al CO, intercelular esta controlada por el balance entre la capacidad
de transporte fotosintético de electrones y de carboxilacion por Rubisco (Farquhar
and Wong, 1984), ya sea en las células oclusivas o en el mesofilo.
Alternativamente, el estado redox de los componentes de la cadena de transporte de
electrones (Busch, 2014) podria regular esta respuesta. Un aumento en la capacidad
de transporte de electrones y sus productos, como ATP, NADPH o Ribulosa-1, 5-
bisfosfato en relacion a la capacidad Rubisco (Ainsworth and Rogers, 2007;
Messinger et al., 2006), o mayor reduccion de la plastoquinona y los elementos
anteriores de la cadena de transporte de electrones (Busch, 2014), aumentaria la

conductancia. El transporte fotosintético de electrones puede aportar el ATP
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requerido para el bombeo de H* y la absorcion de cationes en la membrana
plasmatica de las células oclusivas (Tominaga et al., 2001). Alternativamente, el
estado redox de la cadena de transporte de electrones podria conectarse con los
movimientos de los estomas a través de una ruta de sefializacion desconocida hasta
ahora (Busch, 2014). Esta hipotesis no se concilia con la observacion de plantas
transgénicas con contenidos bajos de aldolasa (Haake et al., 1998), fructosa-1,6-
bisfosfatasa (Muschak et al., 1999), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Price
et al., 1998), Rubisco o citocromo bgf (Baroli et al., 2008; Hudson et al., 1992;
Quick et al., 1991; von Caemmerer et al., 2004), en las cuales la asimilacion de
CO; se inhibe, pero la conductancia de los estomas es similar a la del genotipo
silvestre. No obstante, en plantas mutantes antisentido para sedoheptulosa-1, 7-
bisfosfatasa (SBPasa), en las que la capacidad regenerativa del ciclo de Calvin-
Benson disminuyo sin ningun efecto en la eficiencia de la carboxilacion, el cierre
de los estomas en respuesta al aumento de CO, intercelular disminuyo en
comparacion con el genotipo silvestre (Lawson et al., 2008). Esta mutacién podria
producir un aumento de los niveles de ATP cloroplastico.

Los inhibidores del transporte de electrones en el PSIl 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilurea (DCMU) (Messinger et al., 2006; Sharkey and Raschke, 1981;
Tominaga et al., 2001) y cianazina (2-cloro-[I-ciano-I-metiletilamino]-6- etilamino-
S-triazina) (Sharkey and Raschke, 1981) y el inhibidor de la sintesis de
carotenoides norflurazon (Hu et al., 2010; Roelfsema et al., 2006) se han usado
para valorar la dependencia de la conductancia de los estomas con respecto a la
fotosintesis. Estos compuestos disminuyeron la conductancia y aumentaron su
respuesta al aumento de CO, en Gossypium hirsutum (Sharkey and Raschke, 1981)
y bajaron la conductancia hasta practicamente cero en Xanthium strumarium
cuando el transporte fotosintético de electrones se bloqued por completo en toda la
hoja (Messinger et al., 2006). Estos resultados sugieren que los estomas responden
a los cambios de concentracion de CO, mediante un mecanismo que depende del
transporte fotosintético de electrones. Sin embargo, en ausencia de transporte de
electrones los estomas mantienen la respuesta al CO; intercelular (Hu et al., 2010;
Messinger et al., 2006; Roelfsema et al., 2006), lo cual apunta a un segundo
mecanismo que no depende de las reacciones fotoquimicas. En efecto, las células

oclusivas pueden percibir directamente el CO, (Mott, 1988; Roelfsema et al.,
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2006), como se hace evidente en los estudios con mutantes que carecen de algunos
componentes de la red de sefializacion del CO; en las células oclusivas expuesta en
el apartado anterior (Geiger et al., 2011; Hashimoto et al., 2006; Hu et al., 2010;
Kim et al., 2010; Merilo et al., 2013; Negi et al., 2008; Vahisalu et al., 2008; Xue
et al., 2011). En mutantes con capacidad fotosintética reducida, la disminucion de
la sensibilidad de los estomas al CO, podria deberse a una alteracion en la ruta de

transduccion de la sefial de CO, en las células oclusivas.

1.3.3. Respuesta de las plantas al CO, elevado: la Rubisco

En plantas C3, aunque variando segun la fisiologia y genética de cada planta, el
incremento de la concentracion intercelular de CO, (C;) se traduce en un
incremento complejo de la velocidad fotosintética neta (A) de 19-46 %. (Leakey et
al., 2012). Este incremento en respuesta al C; no siempre se ve sostenido en el
tiempo, efecto conocido como aclimatacion fotosintética (Gutierrez et al., 2009;
Leakey et al., 2009; Martinez-Carrasco et al., 2005). En CO; elevado, a pesar del
cierre parcial de los estomas, la limitacion que estos imponen a la fotosintesis
disminuye y es despreciable (Long et al., 2004). La conductancia del mesdfilo
disminuye también en valores altos de CO,, con los que la fotosintesis no esta
limitada por el CO, (Flexas et al., 2007). La aclimatacién o disminucién de la
capacidad fotosintética con el crecimiento prolongado en CO, alto se debe
principalmente a una reduccion de la capacidad de carboxilacion de la enzima
Rubisco (Leakey et al., 2009; Long et al., 2004; Raines, 2006). Esa disminucion va
acompafiada de una reduccion selectiva de la cantidad de enzima (Pérez et al.,
2005) y segun algunos estudios, una reduccién en la cantidad de Rubisco activasa
(Aranjuelo et al., 2011), el estado de activacion o carbamilacion de la enzima vy,
con temperatura ambiente, su constante catalitica (Pérez et al., 2011a). Pero
principalmente esa pérdida de capacidad viene dada por una menor cantidad de
enzima sin asumir pérdida de su actividad (Ainsworth and Long, 2005; Leakey et
al., 2009; Long et al., 2004).

La exposicion prolongada a niveles elevados de CO, causa un aumento en el
contenido de carbohidratos que podria reprimir genes fotosintéticos, como los

responsables de la sintesis y ensamblaje de la enzima Rubisco (Ainsworth and
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Long, 2005; Leakey et al., 2009; Long et al., 2004; Stitt, 1991; Stitt, 1999). La
acumulacién de carbohidratos en CO, elevado se debe a la capacidad limitada de
sumideros, y por lo tanto a una limitacion en el uso de fotosintatos (Stitt, 1991),
como demuestran los estudios con especies con una gran capacidad de exportacion
de azucares, que significativamente, no muestran sintomas de aclimatacion
(Makino and Mae, 1999). Sin embargo, la existencia de una relacién causal entre
acumulacion de carbohidratos e inhibicion de la fotosintesis es controvertida. A
pesar de la relacion entre los cambios diurnos en los niveles de carbohidratos y la
expresion génica para Rubisco, la correspondencia entre niveles de transcritos y
acumulacion de azucares solubles en diferentes fases del desarrollo es variable
(Geiger et al., 1999; Nie et al., 1995b). Ademas, estudios con plantas con
acumulacion de carbohidratos impedida muestran el papel fundamental del
nitrégeno, a nivel bioquimico y molecular, para la gestion del carbono
suplementario asimilado, de forma que su limitacion conduciria a la aclimatacién
(Ainsworth et al., 2004; Sun et al., 2002). Con disponibilidad alta de nitrégeno, los
carbohidratos aumentan en CO; elevado, pero no se observa aclimatacion de la
fotosintesis o descenso en los transcritos de las enzimas del ciclo de Calvin-Benson
(Geiger et al., 1999). Mas aun, comparando diferentes especies, Moore et al.
(1998) observaron que las disminuciones de proteina Rubisco y de transcritos para
la misma no estuvieron correlacionadas. Estos resultados indican que puede haber
otros factores conducentes a la disminucion de Rubisco en las especies con

aclimatacién acusada al CO, elevado.

La disminucion de proteina Rubisco en CO, elevado estd acompafiada con
frecuencia por un descenso del total foliar de proteina soluble (Sicher and Bunce,
1997) y nitrogeno (Nakano et al., 1997), lo que sugiere que el efecto del CO,
elevado en la Rubisco se debe al estado nitrogenado (Farage et al., 1998; Geiger et
al., 1999; Nakano et al., 1997; Riviere-Rolland et al., 1996). El origen de la menor
cantidad de nitrdgeno por area que producecon el crecimiento en CO, elevado,
puede ser la redistribucion de nitrégeno a nivel de la planta entera, o de unos a
otros compartimentos celulares (Fukayama et al., 2011; Makino and Mae, 1999), o
una aceleracion de la senescencia (Seneweera et al., 2011; Zhu et al., 2009).
También se ha considerado que es una consecuencia del aumento del crecimiento

en CO; elevado, que provoca una limitacion de nitrdgeno (Stitt and Krapp, 1999).
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Otros autores apuntan a que hay una menor absorcion de nitrogeno por la planta
(Del Pozo et al., 2007; Taub and Wang, 2008), o una menor asimilacion de nitrato
(Bloom et al., 2014; Bloom et al., 2010), aunque estos resultados no son generales
(Stitt, 1999).

Es posible que las sefiales derivadas del metabolismo del nitrdgeno modulen la
deteccidn de azucares, 0 que exista interaccion entre carbohidratos y las vias de
sefializacion de nitrogeno (Foyer et al., 2011; Stitt, 1999). Alternativamente, la
disminucion de la fotorrespiracion con el aumento del CO, puede conducir a una
mayor relacion NADP/NADPH, limitando por tanto el poder reductor para el
metabolismo del nitrogeno (Driever and Kromdijk, 2013; Kaiser et al., 2000).
Bloom et al. (2012) sugieren incluso que la capacidad del metabolismo del nitrato
de las plantas C3 podria haberse aclimatado histéricamente a las concentraciones
de CO, atmosféricas (es decir, inferiores a las presentes) y esa capacidad podria

verse reducida en las condiciones atmosféricas actuales.

1.4. Aumento de la eficiencia fotosintética en CO,

elevado

Se acepta generalmente que el Unico modo de mejorar el potencial de produccion,
especialmente frente al cambio climatico, es la estimulacién de la eficiencia en el
uso de la radiacion solar (Driever et al., 2014). Los estudios realizados con cultivos
bajo CO, elevado (Long et al., 2006), y las simulaciones con modelos (Zhu et al.,
2010), indican que el aumento de la eficiencia fotosintética puede acrecentar la
eficiencia en la conversion de la energia solar, y por tanto la produccién de los
cultivos, haciendo posible satisfacer la demanda global de alimento (Rosenthal et

al., 2011) en la atmosfera futura, rica en COs.

A medida que aumenta el CO,, la fotosintesis de estas plantas pasa de una
limitacion por Rubisco a una controlada por la regeneracion de Ribulosa-1, 5-
bisfosfato (RuBP) (Hudson et al., 1992). Por tanto, una via para aumentar la
adaptacion al enriquecimiento en CO, de la atmdsfera puede ser impulsar la
capacidad de regeneracion de RuBP para acompasarla con las tasas incrementadas
de carboxilacion. En algunas especies cultivadas en CO, elevado, se han
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encontrado sefiales de reduccién en la cantidad de Rubisco y aumentos en la
capacidad de movilizacion de los productos fotosintéticos (Sage, 1994). De modo
similar, hay evidencia de aumentos en la capacidad de regeneracion de RuBP de
los cultivos en CO, elevado. Asi, los niveles de fructosa-1, 6-bisfosfatasa
aumentaron en Lolium perenne cultivado con suministro abundante de nitrogeno
(Rogers et al., 1998), y el contenido de Rubisco disminuyo al tiempo que el de
otros enzimas del ciclo de Calvin-Benson aumentaba en el tabaco (Geiger et al.,
1999). Los impactos sobre la fotosintesis de los cambios en la actividad de varios
enzimas del ciclo de Calvin-Benson y el transporte fotosintético de electrones se
han estudiado con plantas transformadas con genes antisentido. Con reducciones de
mas del 50 % en los contenidos de algunos de estos enzimas, se ha concluido que
varios de ellos estdn en exceso. Entre estos enzimas estan la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (Price et al., 1995), la fructosa-1, 6- bisfosfatasa (Kolfmann
et al., 1994), la fosforibuloquinasa (Paul et al., 1995), la aldolasa cloroplastica
(Haake et al., 1998) y, con luz moderada, pero no con luz intensa, la Rubisco (Stitt
et al.,, 1991). En cambio, la fotosintesis es sensible a pequefias reducciones de
transcetolasa (Henkes et al., 2001) y sedoheptulosa-1, 7-bisfosfatasa (SBPasa)
(Raines et al., 2000). Las disminuciones del contenido de citocromo b6f,
involucrado en el transporte fotosintético de electrones y por tanto en la
regeneracion de RuBP, inhiben la fotosintesis (Price et al., 1998; Yamori et al.,
2011). La sobreexpresion de SBPasa aumento la fijacion de carbono (Lefebvre et
al., 2005) y la estimulacion de la fotosintesis en plantas crecidas en CO; elevado
(Rosenthal et al., 2011). EI aumento de la fotosintesis varié con el desarrollo de la
planta, siendo mayor en hojas jovenes que en las que estaban completamente
extendidas (Lefebvre et al., 2005). Junto con estos estudios experimentales, una
simulacion numérica para optimizar la distribucion de recursos entre las enzimas
del metabolismo del carbono en CO, elevado (700 pmol mol™), condujo a la
conclusién de que deberian disminuir la Rubisco y los enzimas de la
fotorrespiracion, mientras que deberian aumentar otras enzimas del ciclo de Calvin-
Benson, de la sintesis de sacarosa en el citosol y también la ADP-glucosa
pirofosforilasa, de la sintesis de almidén (Zhu et al., 2007). Estas investigaciones
indican que hay perspectivas de aumento de la eficiencia fotosintética mediante
manipulacion, con mejora convencional, biotecnologia o mutagénesis, de las

enzimas involucradas en la fijacion y el metabolismo del carbono.
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1.5. Objetivos

El estudio con plantas de cebada mutagenizadas y seleccionadas en condiciones de
CO; elevado puede proveer de una importante ventaja a la hora de identificar las
limitaciones en la fotosintesis y el crecimiento en esta atmdsfera futura, como base
para obtener germoplasma y semillas que aumenten la produccién en una
agricultura respetuosa con el ambiente. Esto contribuira a minimizar los problemas
y maximizar los beneficios de los impactos del cambio climético sobre los cultivos
y ecosistemas. Partiendo de una linea de cebada mutagenizada y seleccionada en

CO; elevado, el objetivo de esta investigacion es:

Conocer los cambios transcripcionales, bioquimicos y fisioldgicos implicados
en la respuesta de la cebada al enriquecimiento en CO, de la atmosfera, para
intensificar dicha respuesta con nuevas variedades obtenidas mediante mejora

genética.
Este objetivo general comprende los siguientes objetivos concretos:

e Caracterizar el mutante G132 de cebada examinando sus diferencias con el
genotipo silvestre Graphic en la fotosintesis, el metabolismo y la expresion

génica, con sus consecuencias en el crecimiento y la produccion.

e Auveriguar si las respuestas de adaptacion al CO, elevado de la fotosintesis, el
metabolismo del carbono y el nitrégeno, y la expresion génica, difieren en el

mutante y el genotipo silvestre

Dado que el efecto principal del aumento de la concentracién de CO, en la
atmosfera es una estimulacion de la fotosintesis, determinados cambios en este
proceso pueden contribuir a la adaptacion al cambio climéatico. La ampliacion del
conocimiento de los efectos de la alteracion genética del mutante G132 de la
cebada Graphic podra contribuir a la seleccion de germoplasma y la obtencién de

nuevas variedades mejor adaptadas a las condiciones ambientales futuras.
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2.1. Material vegetal

2.1.1. Obtencion de mutantes

Para este trabajo se ha empleado un individuo aislado de cebada (Hordeum
vulgare L.) de la variedad Graphic y se ha caracterizado fenotipicamente segun
unos estandares descritos para dicha variedad. Parte (600 g) de las semillas
procedentes de este individuo, se expusieron a la accion de un agente quimico
mutageénico, la azida sodica. Otra parte (60 g) se mantuvo como control. Las
semillas se sembraron en bandejas con alveolos en un invernadero con
concentracién de CO, atmosférico (C,) elevada (750 pmol mol™) y las
condiciones normales para la primavera del noreste de Espafia. Un total de
25.200 plantas se clasificaron mediante la inspeccion de la primera hoja cuando
la segunda estaba completamente desplegada. Se seleccionaron plantas
susceptibles y tolerantes a las condiciones de cultivo, como las de menor y mayor
altura en el conjunto, eligiendo finalmente unos 160 supuestos mutantes de esta
generacion M2. Las semillas de estas plantas (M3) se germinaron y cultivaron en
una cadmara de crecimiento con 2000 pmol mol™ de CO,, iluminancia de 1000
umol-m?.s™, fotoperiodo de 16 h dia/8 h noche, temperatura de 20 °C dia/15 °C
noche y humedad relativa de 60 %. La valoracion de estos mutantes se efectud
visualmente, eligiendo 5 individuos que se caracterizaron cuantitativamente
mediante analisis de imagen en base a la presencia de necrosis y clorosis foliar,
comparada con una superficie verde. Finalmente se selecciond para estudio

posterior el mutante G132, tolerante ante concentraciones superelevadas de CO..

El mutante G132 fue cruzado con el genotipo parental y tras el retrocruzamiento
con Graphic y seleccién de la progenie se obtuvo semilla de la generacion
BC1F1. De esta se seleccionaron 9 individuos, obteniéndose asi semilla de la
generacion BC1F2, empleada en los experimentos descritos en esta Memoria
(Fig. 2.1). Se analizaron las frecuencias de la segregacion del caracter en la
generacion BC1F2 mediante tablas de contingencia y prueba chi-cuadrado (Ec.

2.1) para conocer si el caracter mutante en estudio era recesivo.
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Planta Unica con pedigri Hordeum vulgare
cv. Graphic

160 mutantes de 25.200 plantas M1
seleccionados bajo altas [C02]

300 semillas :
almacenadas ?
|

5\
\,
Seleccion de un fenotipo bajo '-:j-‘“-. Q M3
altas [COZ] l?
\,

25 % fenotipo mutante y 75 %
fenotipo silvestre. Caracter
recesivo.

Mutantes
homocigotas

Figura 2.1. Esquema del procedimiento de obtencion del mutante G132 de la cebada Graphic
(GRA).

(observado; — esperado;)?
esperado;

Xt =

i

Ecuacion 2.1. Férmula Chi cuadrado para determinar la distribucién de frecuencias.

Para comprobar que la linea mutante y silvestre compartian un fondo genético
idéntico y pertenecian al mismo cultivar se genotiparon mediante un subconjunto

optimizado de 384 marcadores repartidos en todo el genoma, incluidos en el
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Barley OPAL (Moragues et al., 2010). Se usaron dos repeticiones por genotipo,
cada una con cinco individuos escogidos al azar. Para ello se cultivaron semillas
en placas de Petri con papel de filtro humedecido para facilitar la germinacion.
Una vez germinadas las plantas se extrajo DNA a partir de los cotiledones
(DNeasy Plant Maxi Kit, Qiagen).

2.1.2. Condiciones de cultivo

Se realizaron tres cultivos experimentales, uno en invernadero encaminado a
caracterizar funcionalmente el mutante G132, y dos en camaras de ambiente
controlado con objeto de investigar la adaptacion al CO, elevado del mutante
G132 comparado con el genotipo silvestre Graphic. Las plantas se cultivaron en
bandejas de siembra con alveolos o/y en macetas de 5 | de volumen y 1.2 kg de
mezcla de perlita y turba en proporcion 1:4. Cada maceta fue fertilizada con 4 g
de KNO3z y 4 g de KH,PO, a los 5 dias de la siembra; los alveolos recibieron la
cantidad equivalente a su volumen de soporte de cultivo. Durante el crecimiento

se regd con agua de una a tres veces por semana hasta capacidad de campo.

El invernadero (Fig. 2.2) tuvo las condiciones de luz natural del otofio e invierno
en el oeste de Espafia, con un minimo de 400 pmol-m?-s* de iluminancia
durante las horas del dia, gracias a un sistema suplementario de iluminacion. El
fotoperiodo fue de 16 h dia/8 h noche, la temperatura fue aproximadamente de 20
°C dia/15 °C noche con un 60 % de humedad relativa. Las camaras de
crecimiento, con 3.58 m de largo, 4.78 m de ancho y 2.35 m de alto, tenian en su
interior dos mesas (2.45 x 1.70 m) sobre las que se colocaron las macetas. La
iluminacion la proporcionaron lamparas fluorescentes de dos tipos, con
temperaturas de emision de 4000 K (Phillips TL5 HO 54W/840) y 6800 K
(Phillips TL5 HO 54W/965). Las condiciones ambientales fueron 450 pmol-m’
2.5 de iluminancia, un fotoperiodo de 16 h dia/8 h noche, temperatura de 20 °C
dia/15 °C noche y 60 % de humedad relativa. En una de las camaras se mantuvo
la concentracién ambiental de CO, (alrededor de 390 pmol-mol™) y en la otra la
concentracién de CO, se aumenté hasta 1200 pumol mol™, inyectando el gas puro
a través de una electrovalvula regulada con un controlador proporcional, integral

derivativo (PID) conectado a un sensor de CO..
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L WAy

Figura 2.2. Cultivo en invernadero de plantas de cebada de la variedad Graphic y el mutante G132.

En el invernadero se sembraron de 7 a 10 macetas de cada uno de los genotipos
(Graphic y G132), dejando 4 plantulas por maceta después de la germinacién. Se
efectuaron dos siembras sucesivas con objeto de estudiar las plantas en dos fases
de desarrollo, las de 3-4 hojas y 5-7 hojas (fases 13-14 y 15-17, respectivamente,
de la escala Zadoks et al. (1974), estando Graphic méas avanzado que G132.

En el primero de los cultivos en las camaras de crecimiento (Fig. 2.3) se
sembraron, de un lado, 40 semillas de cada genotipo en bandejas de cultivo, con
12 alvéolos de siembra por cada bandeja y una semilla por alveolo. La primera
hoja desplegada se destind al estudio transcriptomico mediante el uso de
microarrays, que se describirdn mas adelante (ver apdo. 2.8.1). Ademas, para las
medidas y analisis de fotosintesis y composicion de las hojas detalladas mas
abajo se sembraron 6 macetas con 2 plantas para cada genotipo y concentracion
de CO.,. En el segundo cultivo se sembraron 25 macetas, con 4 plantas cada una,

para cada genotipo y concentracion de CO..
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Figura 2.3. Cultivo en camara de crecimiento de plantas de cebada de la variedad Graphic y el
mutante G132.

2.2. Fluorescencia de la clorofila

La fluorescencia de la clorofila se determind con un fluorimetro de pulsos de
amplitud modulada PAM-2000 (Walz, Effeltrich, Alemania). Las medidas se
realizaron en las condiciones de crecimiento siguiendo el protocolo descrito por
Pérez et al. (2011a, b). Para las medidas correspondientes al estado adaptado a
oscuridad, se cubrio la porcion de la hoja con una pinza metélica almohadillada
durante 20 min, después de los cuales se registro Fo y se aplico un destello de luz

saturante blanca (8000 pmol m? s

) durante 0.8 s para determinar Fm (Fig. 2.4).
Fo y Fm representan, respectivamente, la fluorescencia minima y maxima en el
estado adaptado a la oscuridad, y Fv/Fm [(Fm-Fo)/Fm] representa la eficiencia
cuéntica maxima. Las hojas adaptadas a la luz se iluminaron con una fuente de
luz actinica roja para obtener una intensidad de 1000 pmol m? s™. Se dieron
destellos saturantes de luz blanca cada 20 s durante 5 min, registrandose los
valores de fluorescencia inmediatamente antes (F’, fluorescencia en el estado
estable) y después (Fm’, fluorescencia maxima en la luz) de cada destello. A
continuacidn la hoja se cubrié con un pafio negro, se apag6 la luz actinica, y se

encendié una luz infrarroja (alrededor de 735 nm) durante 3 s para excitar
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selectivamente el Fotosistema | (PSI) y asi reoxidar rapidamente los centros del
Fotosistema Il (PSIl) y determinar Fo’, la fluorescencia minima con una
extincion no fotoquimica de la fluorescencia similar a la encontrada en hojas
adaptadas a la luz. El equipo PAM-2000 computa directamente Fq’/Fm’ [(Fm’-
F’)/Fm’], que es la eficiencia operativa del PSII (también denominada ®pg)
(Baker et al., 2007). Se calculd la fraccion de centros del PSII en el estado
abierto gL [(Fg’/Fv’)(Fo’/F’) donde Fv’=Fm’-Fo’] y la eficiencia maxima del
PSII en la luz, ®q [(Fv’/Fm')(F’/F0’)]. Noétese que la eficiencia operativa del
PSII es el producto de la fraccion de centros en el estado abierto por la eficiencia
maxima en la luz. El rendimiento cuantico del decaimiento basal no radiativo,
Do, €5 1/(NPQ+1+qL(Fm/Fo-1)), donde el calor disipado por mecanismos de
foto-proteccion NPQ es (Fm/Fm’)-1, y el rendimiento cuantico de la extincion no

fotoquimica, ®npq , €5 1-(FQ’/FmM’)- dno (Kramer et al., 2004).

1.6

Medidas Oscuridad Medidas Luz
1.4 +

1.2 4

1.0 A

Fv
0.8 -

Fm
0.6

Fluorescencia

0.4 +

0.2
Fo

0.0 -

IR on
LM on LA & LM off
T

0 100 200 300 400
tiempo

Figura 2.4. Cinética de la fluorescencia de la clorofila en la tercera hoja de Graphic. LM; luz de
medida. PS; pulso saturante. LA; luz actinica. IR; luz infrarroja.

45



Material y Métodos

2.3.

En los cultivos de invernadero, en las dos fases de 3-4 hojas y 5-7 hojas, con un
desarrollo mas avanzado en Graphic, la fluorescencia se determiné en la hoja mas
joven completamente desplegada y las penudltima y ultima. En el primer
experimento en camaras de crecimiento se determino Fq’/Fm’ en la primera hoja
en el momento en que méas del cincuenta por ciento de los individuos tenian la
segunda hoja completamente expandida. Ademas, cuando la hoja 3 (G132)-4
(Graphic) estaba completamente desplegada, se determinaron en dicha hoja los
parametros de extincion de la fluorescencia en la oscuridad y, en la luz, Fq’/Fm’.
En el segundo experimento en camaras de crecimiento se determinaron todos los
parametros de la fluorescencia indicados arriba. Se midieron 5 hojas como
repeticiones de cada genotipo, posicion de la hoja en la planta, edad de la misma

y concentracion de CO, durante el crecimiento.

Intercambio gaseoso

Para las medidas de intercambio gaseoso se utilizd un analizador de gases en el
infrarrojo (Fig. 2.5; IRGA CIRAS-2, PP Systems, Amesbury, MA, USA) con
operacion diferencial y circuito de aire abierto, conectado a una camara de
asimilacién con ventana de 1.7 cm? (PLC6[rice]). El flujo de aire fue de 280-300
ml min™, la temperatura se mantuvo a 20 °C con el sistema Peltier de la camara
foliar, la iluminancia se fijé en 1000 pmol m? s proporcionada por LEDs rojos
suplementados con blanco y el déficit de presion de vapor fue 0.95+0.12 kPa.
Con este equipo se obtuvo la asimilacion neta de CO, o velocidad de asimilacion
fotosintetica (A), la velocidad de transpiracion (E), la concentracion intercelular
de CO, del mesofilo (C;) y la conductancia estomatica (gs), ademas de la
temperatura de la hoja, utilizando las formulas estandar (Long and Hallgren,
1993).
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Figura 2.5. Medida del intercambio gaseoso en hojas de cebada cultivadas en camara de
crecimiento.

Las curvas de respuesta A-C; se registraron disminuyendo la concentracion de
CO; en el aire desde la existente en el ambiente de crecimiento de las plantas
hasta alrededor de 60 pmol mol™, y aumentandola después hasta 1800 pmol mol
! con un total de 11 pasos. A cada paso, tan pronto como la concentracién de CO.
dentro de la cdmara de asimilacién (foliar) fue estable, pero no necesariamente en
estado estabilizado (alrededor de 2 min), se registraron los parametros de
intercambio gaseoso (Long and Bernacchi, 2003). A partir de las respuestas de la
fotosintesis a C; se determinaron la velocidad maxima de carboxilacion catalizada
por Rubisco (Vcmax) Y la velocidad de transporte de electrones (J) segin Farquhar
et al. (1980), ajustando el modelo con la utilidad LeafWeb (Gu et al., 2010).

Las respuestas de aclimatacion o a largo plazo, y directa o a corto plazo de la
fotosintesis al CO, elevado se cuantificaron como razones segin Bunce (2001), y
la respuesta neta (Ec. 2.2) como el producto de las respuestas de aclimatacion y
directa:
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A(e,E) A(e,E) A(a,E)
A(a,A) A(aE) A(a A)

Ecuacion 2.2. Respuesta neta de la fotosintesis (A) al CO2 elevado, donde a y e se refieren a CO, de
crecimiento ambiente y elevado, y Ay E a CO, de medida ambiente y elevado, respectivamente.

Las respuestas a largo plazo de gs y otros parametros de intercambio gaseoso a la
concentracion de CO, se registraron durante 40-50 min equilibrando primero las
hojas con iluminancia de 1000 pmol-m? s en 390 umol-mol™ de CO, durante
unos 20 min, y después aumentando hasta 1800 o disminuyendo hasta 40 pmol
mol™ de CO, en un paso. Para diferenciar las respuestas estomaticas al CO, de
las inducidas por la luz azul (Mott, 2009), estas medidas a largo plazo se hicieron
con luz roja, obtenida interponiendo un filtro dptico entre la ldampara y la ventana
de la camara foliar. Ademas, dichas medidas se normalizaron con respecto al

numero de estomas por hoja (ver apdo. 2.9.2).

Para examinar los efectos del inhibidor del transporte de electrones del PSII 3-
(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU) en la gs y la fotosintesis, las hojas se
separaron del tallo y cortaron dentro de agua con un escalpelo, colocando la base
cortada en agua con 1.5 % de etanol (véase abajo). La seccion central de la hoja
se alojo en la camara foliar (1.7 cm?) de intercambio gaseoso por un periodo de
estabilizacion y medidas de 30 min en 400 pmol-mol™ de CO, y 1000 umol m™
s de iluminancia roja. Posteriormente la base de la hoja se transfirid
rapidamente a 100 uM DCMU disuelto en 1.5 % de etanol (0 H,O 1.5% etanol
para los controles) y los datos de intercambio gaseoso se registraron durante
alrededor de 2 h manteniendo C; aproximadamente constante en el valor inicial
mediante disminuciones de C,, para asegurar que las respuestas al DCMU no
eran resultado de aumentos de C;. A continuacion, cuando la fotosintesis estuvo
completamente inhibida, la concentracién de CO, se bajé a 50 pmol-mol™ y los
registros del intercambio gaseoso continuaron por 90 min, terminados los cuales
el CO, se aumentd hasta 800 pmol-mol™ y las medidas prosiguieron durante 100

min.

Las curvas de respuesta del intercambio gaseoso a la concentracion de CO, se

determinaron en la Gltima hoja en la fase de 3-4 hojas de los cultivos de camara
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de crecimiento y en las hojas Ultima, pendltima y antepenultima en las fases de 3-
4 hojas y 5-7 hojas de los cultivos de invernadero. Las respuestas a largo plazo de
gs al CO; se midieron en la hoja méas joven completamente expandida en la fase
de desarrollo de 3-4 hojas en cultivo de cdmara de crecimiento y de 5-7 hojas en
cultivo de invernadero. El intercambio gaseoso en hojas tratadas con DCMU se
determind en hojas cultivadas en invernadero en la fase de 5 hojas para ambos

genotipos.

Todas estas medidas de intercambio gaseoso se realizaron con 5 repeticiones de
cada genotipo (6 para las respuestas al DCMU) vy, en su caso, posicion de la hoja
en la planta, edad de la misma y concentracion de CO, durante el crecimiento.

Determinacion de clorofilas

A media mafana en las fechas de medida de la fluorescencia y las curvas de
respuesta fotosintesis-CO,, se tomaron muestras de hojas en las fases de
desarrollo de la planta indicadas mas arriba, de los dos genotipos y en todos los
cultivos de cadmara de crecimiento y de invernadero. Estas muestras se
transfirieron rapidamente a nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C para ser
analizadas. Fracciones de las muestras se molieron en mortero congelado con
nitrégeno liquido y con rapidez y manteniendo la baja temperatura se pesaron
alrededor de 100 mg en un eppendorf. Se afadieron 15 pl de inhibidor de
proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100 mM en Isopropanol, PMSF) y 1.5
ml de tampdn de extraccién (Tricina 50 mM pH 8, sacarosa 75 mM, NaCl 10
mM, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, &cido 2-aminocaprico 5 mM, benzamidina 2
mM, 2-mercapoetanol 0.14 % v/v), manteniéndose en hielo durante 5 min. Se
tomaron 40 ul de la suspension utilizando pipetas con punta plastica recortada y
se diluyeron hasta 100 ul con agua, manteniéndose en frigorifico a 4 °C durante
30 min (el resto del extracto se usé para la determinacion de proteinas, ver apdo.
2.7.1). Posteriormente se llevaron a una concentracion final de acetona de 80 % y
protegiendo el extracto de la luz en todo el proceso siguiente, se centrifugo a
13000 g durante 5 min y se determind la clorofila midiendo la absorbancia a 663
y 645 nm (Agsz Y Asss) con un espectrofotdbmetro de diodos (modelo 8453,
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Hewlett-Packard, Alemania). Se calcularon las concentraciones de clorofila total,
clorofilaay clorofila b a partir de las ecuaciones de Arnon (1949) (Ec. 2.3):

Chla=12.7 - A663 —2.69- A64—5
Chlb =22.9 - Agys —4.68 - Age3

Chl total = 20.2 - A64-5 +8.02 - A663

Ecuacion 2.3. Ecuaciones para la determinacién de la concentracion de clorofila (ug ml-1) a (Chl a),
b (Chl b) y total (Chl a+ Chl b) a partir de la absorbancia (A) a las longitudes de onda indicadas
(subindices de A).

2.5.

El contenido en clorofilas se determind en la ultima hoja en la fase de 3-4 hojas
de los cultivos de camara de crecimiento y en las hojas ultima, pendltima y
antependltima en las fases de 3-4 hojas y 5-7 hojas de los cultivos de
invernadero. Los resultados se expresaron en base al peso fresco foliar. Las
determinaciones de clorofila se efectuaron en 4 repeticiones, cada una integrada
por varias hojas de distintos individuos por cada genotipo, misma edad de la hoja

y la planta y concentracion de CO, de crecimiento.

Determinacion de carbohidratos

Para la medicion de carbohidratos se molié hasta su pulverizacion en mortero
congelado con nitrégeno liquido una fraccion de muestra foliar almacenada a -80
°C, pesando rapidamente a baja temperatura alrededor de 100 mg en un
eppendorf. Se realizaron tres extracciones secuenciales siguiendo el método
descrito por Morcuende et al. (2004). Se usaron 700 pl de una disolucion
tamponada de etanol (EtOH 80 % v/v, Hepes-KOH 10 mM pH 7.5), incubando
las muestras a 60 °C durante 30 min y con agitacion. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se centrifugaron a 13000 g en una centrifuga refrigerada (Eppendorf)
a 4 °C durante 10 min. Los sobrenadantes de los extractos se recogieron en un
matraz aforado de 5 ml y se guardaron en oscuridad y refrigerados a 4 °C. Se
hicieron tres extracciones consecutivas mas con agua tamponada (Hepes-KOH 10
mM pH 7.5) a 80 °C durante 30 min con objeto de extraer los fructanos de alto

50



Material y Métodos

grado de polimerizacion. El extracto resultante se mezcldé con los extractos
obtenidos anteriormente. Una vez enrasadas las muestras hasta los 5 ml con una
disolucién tamponada de etanol (EtOH 40 % v/v, Hepes-KOH 10 mM pH 7.5),
se homogeneizaron y se dividieron en alicuotas para analizar la cantidad de
glucosa y fructosa libres, sacarosa, fructanos y aminodcidos libres. Los
precipitados obtenidos de las muestras se congelaron a -20°C para la

determinacioén del contenido de almidon.

Se tomaron 600- 1000 ul del extracto de carbohidratos de cada muestra. Usando
una centrifuga de vacio Savant Speed Vac® (SPD121P) se evaporé y elimind
todo resto de etanol que pudiera interferir con las enzimas de los subsiguientes
analisis. Conectada la centrifuga a una bomba de vacio y a una temperatura de
entre 65-70 °C durante 2 h, se secaron las muestras y se resuspendieron en un
volumen de H,O igual a la mitad o la cuarta parte del inicial, dependiendo de las

concentraciones de carbohidratos encontradas en pruebas preliminares.

El contenido de carbohidratos se determind en la ultima hoja en la fase de 3-4
hojas de los cultivos de camara de crecimiento y en las hojas ultima, pendltima y
antependltima en las fases de 3-4 hojas y 5-7 hojas de los cultivos de
invernadero. Los resultados se expresaron en base al peso fresco foliar. La
determinacion de carbohidratos se efectu6 en 5 repeticiones, cada una integrada
por varias hojas de distintos individuos por cada genotipo, misma edad de la hoja

y la planta y concentracion de CO, de crecimiento.

2.5.1. Glucosa y fructosa

El método para la determinacion de glucosa y fructosa libre en la muestra esta
basado en el aumento de la fluorescencia emitida a 460 nm con excitacion a 340
nm del compuesto nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADP®) al
reducirse (NADPH+H") (Jones et al., 1977). Usando un método enzimatico, la
D-glucosa fosforila a D-glucosa-6-fosfato (G6P) en presencia de la enzima
hexokinasa (HK) y adenosin-5’-trifosfato (ATP), formandose simultaneamente
adenosin-5’-difosfato (Ec. 2.4). Posteriormente la G6P en presencia de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) es oxidada por NADP® a D-

gluconato-6-fosfato y se forma NADPH+H", posibilitando asi la cuantificacion
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fluorimétrica de NADPH que es estequiométricamente igual a la cantidad de

glucosa en la muestra.

HK
D Glucosa + ATP — G6P + ADP

G6PDH
G6P + NADP* —— D Gluconato 6 fosfato + NADPH

Ecuacion 2.4. Reacciones enzimaticas para la determinacion de glucosa.

La determinacion de la fructosa libre en la muestra se efectu6 una vez terminada
las mediciones de D-glucosa. De la misma forma que ya se ha descrito antes, la
HK tambien fosforila la D-fructosa a fructosa-6-fosfato (F6P), que en presencia
de glucosa-6-fosfato isomerasa (PGI) se transforma en G6P (Ec. 2.5). De esta
forma, con la adicion de una nueva enzima se determina el incremento de

absorbancia en la muestra correspondiente a la cantidad de fructosa.

HK PGI
D Fructosa + ATP — F6P + ADP — G6P

Ecuacion 2.5. Reacciones enzimaticas para la determinacién de fructosa.

Las medidas fluorimétricas se llevaron a cabo en un espectrofotometro-
fluorimetro-luminémetro para placas Synergy 2 (Fig. 2.6; Multi-Mode
Microplate Reader, Biotek), usandose placas negras Nunc™ Microwell F96PS
(Thermo Scientific) El analisis se realiz6 en un volumen total de 205 pl
afiadiendo 100 pl de tampdn Boehringer (TEA 86 mM pH 7.6, ATP 10 mM,
NADP 3 mM, Mg,SO,), 5 ul de HK/G6PDH (1U/0.5U) para la determinacién de
glucosa y 5 ul de PGI (2.5U) para la fructosa libre, y un volumen de muestra
variable segin la concentracion de hexosas. Se registraron dos incrementos de
emision de fluorescencia a 460 nm (excitacion con 340 nm) divididos en tres
fases, una inicial donde no hay adicion de enzimas. Una segunda fase con
incremento de fluorescencia después de la adicion de HK/G6PDH y que
corresponde a la cantidad de glucosa. Y la Gltima fase con un incremento de
fluorescencia que comienza con la adicion de PGI y que corresponde a la fructosa

libre. La monitorizacion de las fases se realizd de forma continua gracias al
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software incorporado de Synergy 2 (Gen5™ Reader Control and Data Analysis
Software).

Utilizando una recta de calibrado con concentraciones lineales de 0.25-5 uM de
D-glucosa (Boehringer Mannheim, Roche) y el método anteriormente descrito, se

transformé la fluorescencia en concentracion del NADPH (Ec. 2.6).

(AF + 2.9477)
260.58

NADPH =

Ecuacién 2.6. Determinacion de la concentracion del NADPH (nmol ml™) producido en el analisis
enzimatico de glucosa y fructosa. R>=0.989

De esta forma, considerando los volimenes de extraccion, extracto empleado y
reaccion, se calculo el contenido de glucosa y fructosa libre en la muestra ya que
estequiométricamente un mol de NADPH equivale a uno de glucosa o fructosa en

la muestra.

2.5.2. Sacarosa

Para la determinacion de sacarosa se incubaron las muestras durante 30 min a
temperatura ambiente con una enzima degradadora de la sacarosa (Sacarasa:
maltasa de levadura, Megazyme) en tampon maleato sédico. Se obtuvo asi
glucosa y fructosa a partir de las moléculas de sacarosa hidrolizada. Usando
placas de 96 pocillos Nunc™ Microwell F96PS (Thermo Scientific), a un
volumen de muestra variable segun la concentracion de sacarosa se afiadieron 4
pl de tampon maleato 100 mM pH 6.5 y 4 pl de sacarasa en un volumen total de
54 ul, se homogeneiz6 y se cubrié con papel de aluminio adhesivo (Scotch®
Brand Tape) para proceder con la incubacién. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se procedio al analisis de glucosa y fructosa como se indica en el
apartado 2.5.1, excepto que se registraron los cambios de absorbancia a 340 nm,
restando la absorbancia a 400 nm como referencia, en lugar de registrar la

fluorescencia, por ser mas abundante la sacarosa que las hexosas libres.
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Figura 2.6. Espectrofotometro-fluorimetro-luminémetro para placas Synergy 2.

Utilizando una recta de calibrado con concentraciones lineales de 0.015-0.150
mM de D-glucosa (Boehringer Mannheim, Roche) y el método descrito para
andlisis de glucosa, se determin6 un coeficiente de extincion (g) de 3.2254 para la
transformacion de absorbancia a concentracion de NADPH, considerando los

volimenes empleados (Ec. 2.7).

V X AA[(A340 — As00) 5 — (A340 — As00)i]
£

NADPH =

Ecuacion 2.7. Concentracion de NADPH obtenida sustituyendo los valores de absorbancia (A;) en la
ecuacion.

A las concentraciones de glucosa y fructosa obtenidas en el andlisis se les
restaron las concentraciones de glucosa y fructosa libres de la muestra,
obteniéndose las concentraciones reales de glucosa y fructosa procedentes de la

hidrélisis de sacarosa.
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2.5.3. Fructanos

Para la determinacién de fructanos se incubaron las muestras durante 30 min a
temperatura ambiente con un coctel comercial de enzimas degradadoras de
fructanos (mezcla de fructanasas, Megazyme). Se obtuvo asi glucosa y fructosa a
partir de las moleculas de los fructanos hidrolizados. A un volumen de muestra
variable segln la concentracion de fructanos se afiadieron 2 pl de tampdn acetato
(acetato sodico 100 mM pH 4.5) y 2 ul de fructanasas en un volumen total de 54
ul, se homogeneizo y se cubrié con papel de aluminio adhesivo (Scotch® Brand
Tape) para proceder con la incubacion. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se procedio al analisis espectrofotométrico de glucosa y fructosa
como se indica en el apartado 2.5.2. A las concentraciones de glucosa y fructosa
obtenidas en el andlisis se les restd las concentraciones de glucosa y fructosa
libres y la glucosa y fructosa procedentes de la sacarosa de la muestra,
obteniéndose las concentraciones reales de glucosa y fructosa procedentes de la
hidrélisis de fructanos.

2.5.4. Almidén

El almidon se analizé en el precipitado obtenido de la extraccion etanolica (ver
apdo. 2.5.) del material vegetal con el método de Ap Rees et al. (1977). El
precipitado se resuspendié en 1 ml de agua y se autoclavé durante 2 h 120 °C en
un autoclave (P Selecta Autester, 437-G), dejandose a continuacion enfriar hasta
temperatura ambiente. Seguidamente se agitdé y se tomo una alicuota de 120 pl
con punta de pipeta cortada que se mezclé para la digestion del almidon con 180
ul de un coctel enzimatico (NaCH3CO, 76 mM pH 4.9) de amiloglucosidasa (0.5
U; 1202332, Roche) y de a-amilasa (0.7 U; 102814, Roche). La mezcla se incubo
a 37 °C en un blogue térmico (P Selecta) durante 16 h. Finalmente, previa
centrifugacion y recuperacion del sobrenadante digerido, la glucosa obtenida del
almidon fue valorada espectrofotométricamente como se indica en el apartado
2.5.2. Para convertir en concentracion los resultados de absorbancia, se tuvo en
consideracién el volumen del extracto utilizado para la hidrolisis del almidon y

del volumen de la valoracién de la glucosa.
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2.6. Determinacion de nitrato, aminoacidos y ATP

2.6.1. Nitrato

El nitrato se determin6 por espectrofotometria segun el método propuesto por
Cawse (1967). Una alicuota del extracto etandlico descrito en el apartado 2.5 se
mezcld con 400 pl de &cido sulfamico 1.5 % (para eliminar el nitrito de la
muestra) y 400 pl de HCIOs 10 % (para eliminar interferencias por materia
organica) en un volumen total de 1 ml. La mezcla se homogeneizé por agitacion
e incubd a temperatura ambiente durante 30 min. Tras centrifugar durante 5 min
a 12000 g, la absorbancia del extracto se midio a 210 nm en un espectrofotdmetro
de diodos, empledndose cubetas de cuarzo (Hellma, 6040-UV, 10 mm), frente a
un blanco compuesto por 200 ul de agua, 400 pl de acido sulfamico 1.5% y 400
pl HCIO4 10 %. Paralelamente a la valoracion del nitrato en las muestras se
realizd una recta de calibracién (0.010 mM-0.200 mM) a partir de una solucién
estdndar de KNOs 1 mM. La regresion obtenida nos permitié determinar la
concentracion de nitrato, teniendo en consideracion tanto las diluciones

realizadas durante el proceso de valoracion como el peso fresco de muestra.

Los contenidos de nitrato y aminodcidos (ver apdo. 2.6.2) se determinaron en la
ultima hoja en la fase de 3-4 hojas de los dos cultivos de camara de crecimiento y
en las hojas dltima, penultima y antepenultima en las fases de 3-4 hojas y 5-7
hojas de los cultivos de invernadero. Los resultados se expresaron en base al peso
fresco foliar. Las determinaciones de nitrato y aminoacidos se efectuaron en 5
repeticiones, cada una integrada por varias hojas de distintos individuos por cada
genotipo, misma edad de la hoja y la planta y concentracion de CO, de

crecimiento.

2.6.2. Aminoacidos
Para la determinacién de los aminoacidos totales se utilizé el método de la

ninhidrina (Hare, 1977), acoplado a valoracion espectrofotometrica. La

ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) es un oxidante fuerte que por una
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desaminacion oxidativa de los aminoacidos conduce a la formacién del aldehido
correspondiente, con liberacion de amoniaco y gas carbonico y formacion de la
ninhidrina reducida o hidrindrantina. La molécula de hidridantina, en presencia
de otra de ninhidrina, condensa a traveés del amoniaco produciendo una estructura
denominada indanona o purpura de Ruhemann, mostrando un color azul-purpura.

Presenta su maximo de absorbancia a los 570 nm.

El reactivo de ninhidrina se preparé mezclando50 mg de Cd(CH3CO,), en 1 ml
de acido acético glacial y 5 ml de agua, junto a la ninhidrina (0.1 % p/v en acido
acético). La valoracion del contenido de aminoacidos se efectud en el extracto
etanolico de las muestras (ver apdo. 2.5). Se homogeneizé con vortex y se
centrifugo con posterioridad a 12000 g a 4 °C y durante 2 min. A continuacion,
se mezclaron 500 pl del extracto con 500 ul de reactivo de ninhidrina. La mezcla
se homogeneizé por agitacion e incubd en un bloque térmico a 70 °C durante 10
min. Después de dejar enfriar a temperatura ambiente durante 15 min, se
procedio a la lectura de absorbancias a una longitud de onda de 570 nm en un
espectrofotometro de diodos, frente a un blanco con ninhidrina y agua. En
paralelo a la medida de las muestras se prepard una recta de calibracion con
diferentes cantidades de glutamina (Sigma, G3126) a partir de una solucion
estandar de glutamina 1 mM, siguiendo el mismo protocolo descrito. La medida

de absorbancia obtenida se extrapolé a la concentracion de dicho aminoéacido.

ATP

Para la determinacion de ATP en las muestras, se emplearon 150 mg de hoja
macerada y pulverizada en un mortero con nitrégeno liquido. La extraccion se
efectud con un tampén perclérico (HCIO4 1 M, EGTA 5 mM) durante 30 min en
hielo y con agitacion frecuente. Después de centrifugar a 13000 g a 4 °C durante
5 min, se recogid el sobrenadante en un nuevo tubo y el precipitado se lavé con
agua para ser centrifugado de nuevo. El sobrenadante se unié al extracto
percldrico y tras homogeneizarse se neutralizé (KOH 5 M, TEA 1M pH 7.0).
Tras la neutralizacion se centrifugo a 13000 g a 4 °C durante 5 min y se descartd
el precipitado, pasando el sobrenadante a un nuevo tubo. El extracto no se

clarificd con carbon activo que eliminaria los adenilatos.
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El ATP se analizé con el método de Lowry and Passonneau (1972), usando una
alicuota del extracto perclérico en tampén (Tris-HCI 100 mM pH 7.5, MgCl2 5
mM, glucosa 1 mM, NADP 0.35 mM, G6PDH (0.7 U; 127655, Roche), PGI (1.4
U; 128139, Roche)) y midiendo la formacion de NADPH por el incremento de
absorbancia a 340 nm menos la absorbancia a 400 nm. Los componentes de la

mezcla se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente (Fig. 2.7).

HK PGl HK
Fructosa —> F6P —> Gggp <— Glucosa

vy
ATP ADP ATP ADP ADP ATP

+
NADP

G6PDH | ¢
NADPH

6 fosfogluconato

Figura 2.7. Esquema de la reaccion acoplada para medir ATP. En negrita, proceso de reduccion de
NADP",

La cantidad de ATP se determind comparando los anélisis de extractos con y sin
adicion de cantidades representativas de patrén ATP. Las muestras en las que se
determin0 la cantidad de ATP se colectaron a media mafiana en la fase de
desarrollo de 3-4 hojas de plantas crecidas en cdmara de ambiente controlado
(segundo experimento), con 5 repeticiones por genotipo de las hojas mas jovenes
completamente desplegadas, cada una integrada por 5 hojas sumergidas
rapidamente in situ en nitrogeno liquido y después almacenadas a -80 °C hasta el

analisis.
2.7. Determinacion de proteinas

Las proteinas se extrajeron a partir de muestras foliares conservadas a -80 °C y se
determinaron separadamente las solubles y las de membrana. Posteriormente las
proteinas de la muestra se separaron mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida (Fig 2.8). Se trataron con agentes reductores que provocaron la
pérdida de las estructuras secundaria y terciaria y mantuvieron los polipeptidos
en estado desnaturalizado. De esta forma, la estructura tridimensional de las

proteinas no influyé en la electroforesis, y pudieron separarse unicamente en

58



Material y Métodos

funcion del tamafio. Esta técnica confiere a cada una de las proteinas una carga
negativa proporcional a su masa. Una vez separadas las proteinas en funcion de
su peso molecular se transfirieron a una membrana adsorbente de polifluoruro de
vinilideno (PVDF) usando corriente eléctrica y un tampon de transferencia. Sobre
esta membrana se identificaron las proteinas de interés con anticuerpos
especificos que se detectaron por quimioluminiscencia. De esta forma se pudo

estudiar la presencia de la proteina en el extracto y analizar su cantidad relativa

respecto a otras protel'nas.

Figura 2.8. Equipo de electroforesis y transferencia de geles de poliacrilamida.

2.7.1. Proteina total, soluble y de membrana

Una alicuota del extracto en el cual se determinaron las clorofilas (ver apdo. 2.4),
después de 30 min en frigorifico para facilitar la extraccion se centrifug6 a 12500
g a4 °C durante 30 miny, se usé para el analisis de proteina soluble mediante el
método de Bradford (1976). Para el andlisis de proteina total, a 800 ul del
extracto para clorofilas tomados con punta recortada se afiadieron 800 pl de
mezcla de &cido tricloroacético 20 % y 2-mercaptoetanol 0.07 % en acetona, y se
mantuvieron durante 2 h a -20 °C para la precipitacion de proteinas. Despues se
centrifugd 15 min a 15000 g a 4 °C, descartando el sobrenadante. Para mejorar la
precipitacion de las proteinas, el precipitado se lavo tres veces con 1 ml de
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acetona con 2-mercaptoetanol al 0.07% con incubacién de 30 min a -20 °C y
centrifugacion posterior durante 15 min a 15000 g a 4 °C cada vez, descartandose
el sobrenadante. El precipitado obtenido se secé en estufa durante 30 min a 40
°C. A continuacion para la disolucion de las proteinas se afiadieron 800 ul de
mezcla de extraccion (Tris 50 mM pH 8, sacarosa 100 mM, SDS 3.5 %, EDTA 1
mM, 2-mercapoetanol 0.07 %) y se agitd a temperatura ambiente durante 20 min
y otros 20 min a 70 °C para la completa disolucion de las mismas. Una vez
atemperadas las muestras, se centrifugaron durante 15 min a 15000 g a
temperatura ambiente. Se recogio el sobrenadante en un nuevo tubo para valorar
la cantidad de proteina total utilizando el método de Lowry et al. (1951). La
diferencia entre proteina total y proteina soluble se tom6é como medida de la

proteina de membrana.

El andlisis de proteina con el método de Lowry estd basado en dos reacciones
complementarias: reaccion de la proteina en medio alcalino con iones Cu®*, en
presencia de tartrato para evitar la precipitacion; y reaccion con el reactivo de
Folin-Ciocalteau para fenoles (fosfomolibdotungstato), que se reduce por medio
de los grupos fenol presentes en la proteina (y en menor medida imidazol e indol)
a un complejo de color azul oscuro, que se mide con un espectrofotometro de
diodos. Una alicuota del extracto de proteina (alrededor de 20 ul) se llevo con
agua a 500 pl y se afadieron 100 ul de deoxicolato sodico al 0.15 %,
mezcldndose y permaneciendo 10 min a temperatura ambiente. Después se
afiadieron 100 pl de &cido tricloroacético al 72 %, se mezclo y coloco a 4 °C
durante 15 min para facilitar la precipitacion de las proteinas. Seguidamente se
centrifugd a 12000 g durante 25 min, se descarto el sobrenadante y se secé el
precipitado colocando el tubo invertido sobre papel absorbente. A continuacion
se afadieron al precipitado 500 pl de agua y 500 ul de una mezcla
(concentraciones finales) de Na,CO3; 2.5 % p/v, CuSQO, 0.025 % plv, tartrato
potasico 0.05 % p/v, NaOH 0.2 N, SDS 2.5 % plv, se agitd y se mantuvo a
temperatura ambiente 10 min. Después se afnadieron 250 pl de solucién
preparada con 5 ml de reactivo fenol Folin-Ciocalteu y 20 ml de agua y se agito
hasta homogeneizacion completa, dejando desarrollar el color durante 30 a 45

min a temperatura ambiente. La medida en espectrofotometro a 750 nm se
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cuantifico con referencia a una curva con patrones de albdmina bovina (15 a 120

pug/ml) preparados de igual forma que las muestras.

El analisis de proteina con el metodo de Bradford se basa en el cambio de
absorbancia del azul de Coomassie, que en condiciones acidas vira de la forma
roja al azul que se enlaza a la proteina y se cuantifica en un espectrofotometro.
Una alicuota (entre 15 y 25 ul) del extracto de proteina soluble se llevo a 200 pl
con el tampdn de extraccion de clorofila y proteinas (ver apdo. 2.4), afiadiéndose
5 ml de reactivo azul de Coomassie (Bio-Rad Protein Assay, num. cat. 500-0006,
diluido 5 veces) y agitando en vortex. A continuacion (después de 2 min y antes
de 20 min) se midio la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro. La
cuantificacion se efectud con referencia a una curva de patrones de albumina

bovina (2.5 a 30 ug/ml) preparados de igual forma que las muestras.

El contenido de proteina total, soluble y de membrana se determiné en la Gltima
hoja en la fase de 3-4 hojas de los dos cultivos de camara de crecimiento y en las
hojas ultima, pendltima y antepenultima en las fases de 3-4 hojas y 5-7 hojas de
los cultivos de invernadero. Los resultados se expresaron en base al peso fresco
foliar. Esta determinacion se efectu6 en 5 repeticiones, cada una integrada por
varias hojas de distintos individuos por cada genotipo, misma edad de la hojay la

planta y concentracion de CO, de crecimiento.

2.7.2. Electroforesis, densitometria e inmunodeteccion de proteinas

Se tomd una alicuota de extracto de proteina soluble con 200 pg de proteina o
con 300 pg en el caso de proteina total. Se afiadieron 5 volimenes de acetona fria
y se mantuvo toda la noche a -20 °C. Las muestras se centrifugaron durante 15
min a 12000 g a 4 °C y se descarto el sobrenadante. La acetona se dejo evaporar
y los precipitados se disolvieron en 100 pl de tampon de carga (Tris-HCI 65 mM
pH 6.8, sacarosa 0.3 M, 2-mercaptoetanol 0.64 M, SDS 5 % p/v y azul de
bromofenol 0.01 %) para las proteinas solubles o para las proteinas totales en 100
pl de tampdn PEB (Protein Extraction Buffer (AS08 300, Agrisera), DTT 50 mM
y azul de bromofenol 0.01 %) que contiene glicerol en lugar de sacarosa, LDS en
lugar de SDS y DTT como agente reductor. Las muestras de proteina soluble se

calentaron a 96 °C durante 5 min, previa homogeneizacion. Posteriormente se
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enfriaron a temperatura ambiente y tras diluirlas 1:4 con el tampon
correspondiente, se cargaron con jeringuilla Hamilton en gel SDS-poliacrilamida
(Laemmli, 1970) al 12.5 % (Acrilamida/Bis 12.5 %, tris-HCI 0.375 M pH 8.8,
SDS 0.1%, APS 0.075%, TEMED 0.001 %) con espesor de 0.75 mm. Se
cargaron de 1.5 a 6 pg de proteina soluble y de 2.25 (para LHCII y Cyt b6) a 9
(para D1) ug de proteina total, dependiendo del genotipo y la abundancia de
ciertas proteinas encontrada en estudios preliminares. Para mejorar la nitidez de
la banda el gel se coron6 con una acrilamida de apilamiento de 5 %
(Acrilamida/Bis 5 %, tris-HCI 0.125 M pH 6.8, SDS 0.15 %, APS (persulfato
amonico) 0.075 %, TEMED 0.001 %). La electroforesis de las muestras se llevd
a cabo a temperatura ambiente a 200 V constantes durante aproximadamente 50

min y por duplicado.

Uno de los geles duplicados se fijé cubriéndose con mezcla de agua-metanol-
acido acético (20:6:3 (v/v/v)) durante 75 min, se tifid con solucion EZ Blue
(Sigma) durante 2 h, y posteriormente se lavo con agua para eliminar el exceso
de tincidn. Finalmente, se obtuvo una imagen (Fig. 2.9) de los geles con un
equipo de captura y analisis (ChemiDoc MP System, Bio-Rad). Las proteinas se
cuantificaron por densitometria con programas de analisis de imagen (Image
Quant, Molecular Dynamics, GE Healthcare; ImagelLab y PDQuest Advanced
8.0, Bio-Rad). Para la Rubisco la cantidad de proteina se calcul6 en el rango de
respuesta lineal de la densidad Optica a la concentracion de standard BSA (66
kDa), de acuerdo con las calibraciones preliminares. Para el calculo del peso
molecular se cargé también en el gel una alicuota de 3 pl de la mezcla de
patrones para calibracion (Kit LMW for SDS electroforesis, N° Cat. 17-0446-01,
BioRad) disuelta (576 pug) en 400 pl de la misma mezcla tamponada que las

muestras.
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Figura 2.9. Gel de poliacrilamida tras la electroforesis de proteinas solubles de Graphic y G132.
Peso molecular en kilodaltons (PM, kDa).

El duplicado de cada gel se emple6 para la inmunodeteccion de proteinas
(Towbin et al., 1979). Se equilibro el gel en 30 ml de tampdn de transferencia
(Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, metanol 20 % v/v, SDS 0.1 % p/v) durante
15 min. Se prepar6 una membrana de PVDF del mismo tamafio que el de los
geles de las muestras de proteina. La membrana se sumergié momentaneamente
en metanol para activarla, posteriormente se sumergié durante 3 min en tampon
de transferencia. El gel y la membrana se superpusieron y se colocaron entre
papel de filtro y almohadillas de esponja. Con un cartucho se aplico presion para
mantener un estrecho contacto entre el gel y la membrana. Se introdujo el
cartucho en un tanque de transferencia (Mini Trans-Blot, Bio Rad), rellenando el
mismo con tampén de transferencia y un blogue helado para evitar el
sobrecalentamiento al aplicar corriente eléctrica. Se aplico corriente de 400 mA
(Power Pac 300 Bio Rad) en el tanque de transferencia durante 90 mina 4 °C y
asi las proteinas migraron desde el gel a la membrana. El gel transferido se tifid
con Coomassie y se comprob0 si quedaron residuos de proteina. Terminada la
transferencia la membrana se bloqued inmediatamente con reactivo de bloqueo
Avance ECL (GE Healthcare) 2 % p/v en TBS-T (CINa 137 mM, Tris-HCI 20
mM pH 7.6, Tween 20™ 0.1 % v/v) durante 1 h a temperatura ambiente con
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agitacion y se aclaré brevemente con solucion de lavado (TBS-T) dos veces. Tras
el bloqueo, la membrana se incubd con el anticuerpo primario correspondiente y
a la dilucion recomendada (tabla 2.1) durante 1 h a temperatura ambiente con
agitacion. Se decantd la solucion del anticuerpo y la membrana se enjuago
primeramente dos veces, luego se lavé una vez durante 15 min y 3 veces durante
5 min con TBS-T a temperatura ambiente con agitacién. La membrana se incubd
con el anticuerpo secundario (anti-conejo 1gG HRP conjugada, AS09 602 o anti-
pollo IgY HRP conjugada AS09 603; Agrisera) diluido a 1:50000 en reactivo de
bloqueo Avance ECL durante 1 h y a temperatura ambiente con agitacion. Se
lavé de la misma forma que ya se ha descrito y se incubd durante 5 min con
reactivo de deteccion ECL Select (GE Healthcare) segun las instrucciones del
fabricante. El citocromo b6 (Cyt b6) se determind en la misma membrana que el
complejo mayor de antena (LHCII). Para ello se eliminaron completamente los
anticuerpos primario y secundario con el coctel de extraccion (Tris-HCI 62,5 mM
pH 6.7, 2p3-mercaptoetanol 100 mM y SDS 2% (p/v)). Se incubd a 50 °C durante
30 min con agitacion y se lavé dos veces con 250 ml de TBS-T durante 10 min a
temperatura ambiente. Después se sumergié en 25 ml de reactivo de bloqueo
Advance ECL durante 10 min y a continuacion se procedi6 a la inmunodeteccion
de la proteina Cyt b6. Las imagenes de luminiscencia se adquirieron y analizaron
con el equipo ChemiDoc ya mencionado. En el caso de la proteina D1 y de la
subunidad grande de la enzima Rubisco se emplearon los patrones AS01 016S y
ASO1 017S, respectivamente (Agrisera), cayendo las concentraciones de la
muestra dentro del rango pseudolineal de la curva estandar de los patrones. No se
dispuso de patrones para las otras proteinas aunque se emple6 un marcador de
peso molecular (Precision Plus Protein WesternC, BioRad). La proteina Rubisco
se analizé en todos los experimentos. El resto de proteinas se analizaron en el

segundo de los experimentos de camara.
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Tabla 2.1. Anticuerpos empleados para la identificacion de proteinas.

Nomb Descripcién Codigo Agrisera Tipo PM (kDa) Dilucion

RbcL  Rubisco subunidad grande AS01 017 PoIIIi_cIonaI 52 1:50000
gallina

Lhch1l Proteina enlazada a clorofila a/b, ASO1 004 Policlonal 25 1:20000
complejo mayor de antena (LHCII) conejo

PSOA  proteina D1 del PSII AS05 084 Policlonal - 3g/28-30  1:35000
conejo

Cyth6  Citocromo b6 tilacoidal AS03 034 Policlonal  23.25  1:50000
conejo

2.74.

Ensayos enzimaticos in vitro

En los ensayos enzimaticos se registrd durante un tiempo determinado el curso de
la reaccion observando el cambio de absorbancia en la solucion in vitro. Las
actividades enzimaticas se determinaron en la Gltima hoja en la fase de 3-4 hojas
de los dos cultivos de camara de crecimiento y en las hojas ultima, penultima y
antependltima en las fases de 3-4 hojas y 5-7 hojas de los cultivos de
invernadero. Los resultados se expresaron por unidad de tiempo y de peso fresco
foliar. El analisis se realiz6 en 5 repeticiones, cada una integrada por varias hojas
de distintos individuos por cada genotipo, misma edad de la hoja y la planta y

concentracion de CO, de crecimiento.

2.7.3.1. Rubisco

La actividad de la enzima Rubisco se analizd mediante el ensayo
espectrofotométrico descrito por Lilley and Walker (1974) y modificado por
Sharkey et al. (1991). El ensayo incluye una cascada de reacciones, una de las
cuales se acopla a la oxidacion de NADH, midiéndose la disminucion de
absorbancia a 340 nm durante 30-60s. La estequiometria entre oxidacion de
NADH y carboxilacién de Ribulosa-1, 5-bisfosfato (RuBP) es 2:1, por lo que la
velocidad de carboxilacion serd la mitad de la de oxidacién de NADH (Fig.
2.10). La reaccion catalizada por la creatina kinasa se acoplé para evitar la
generacion de una razén ATP/ADP baja, desfavorable para la catélisis de la

fosfoglicerato kinasa.
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Ribulosa 1,5-bisfosfato  + CO (bicarbonato)
Rubiscol

(2) 3-fosfoglicerato

PGK lg (2) ATP - Creatlna'
(2) ADP fosfocreatina

(2) 1,3-bisfosfoglicerato
(2) NADH
(2) NAD'
(2) Gliceraldehido 3-fosfato

GAPDH l <

Figura 2.10. Cascada de reacciones para el ensayo in vitro de la actividad Rubisco mediante la
medida de la velocidad de cambio de absorbancia por formacion de NAD",

Se pesaron 80 mg de hoja congelada en nitrogeno liquido y se pulverizaron en
mortero frio. Se extrajo la enzima Rubisco con 4 ml de tampodn (Bicina pH 7.8
100 mM, MgCl, 10mM, DTT 0.5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, benzamidina
1 mM, &cido 2-aminocaproico 1 mM, leupeptina 10 uM, PMSF 1 mM, Triton X-
100 1 % v/v, BSA 0.25 % p/v, glicerol 20 %). Se centrifugo el extracto a 15000 g
durante 1 min y 20 pl de sobrenadante se afiadieron a una cubeta con tampon
complementario (Bicina-NaOH pH 8.2 100 mM, MgCl, 20 mM KCI 18 mM,
ATP 1 mM, DDT 10 mM, EDTA 1 mM, fosfocreatina 5 mM, NaHCO3; 10mM,
BSA 0.2mM, fosfoglicerato kinasa 47 U ml™® gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa 47 U ml™, fosfocreatina kinasa 25 U ml™, NADH 0.2 mM, RuBP
0.6 mM) para determinar la actividad Rubisco inicial. La actividad total se
determind después de incubar 20 pl de extracto con NaHCO3 y MgCl, durante 10
min a temperatura ambiente antes de afiadir los enzimas acoplantes y NADH; la
reaccion se inicio afiadiendo RuBP. El estado de activacion se estimé como la

actividad inicial como porcentaje de la actividad total.
2.7.3.2. Nitrato reductasa

La actividad nitrato reductasa se valoré segun el método propuesto por
MacKintosh (1992), con ciertas modificaciones introducidas por Scheible et al.

(1997). Se cuantifico cinética y colorimétricamente mediante espectrofotdmetro
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la cantidad de ion NO;", producto resultante de la reaccion que cataliza la enzima
(Ec. 2.8):

NIR
NO; + NADPH — NO; + NADP

Ecuacion 2.8. Reacciones para el ensayo in vitro de la actividad nitrato reductasa.

Se emplearon 150 mg de material vegetal previamente congelado a -80 °C y
pulverizado en mortero con nitrogeno liquido. Se afiadid cuatro veces el peso en
volumen de tampdn de extraccion (Hepes-KOH 100 mM pH 7.5, Mg(CH3;CQOO0),
5 mM, EDTA 1 mM, glicerol 10 % v/v, DTT 5 mM, BSA 1% p/v, Triton X-100
0.1% v/v, PMSF 0.5 mM, FAD 20 uM, leupeptina 25 uM, NaMoO, 5 uM,
PVPP 1 % p/v). Posteriormente se inicio la reaccion afiadiendo 165 pl de extracto
en cinco volumenes de tampén A (Hepes-KOH 100 mM pH 7.5, KNO3 5 mM,
EDTA 5 mM, leupeptina 15 uM, FAD 10 uM, NADH 0.5 mM, DTT 0.25 mM y
Na;MoQO,4 5 uM), para la valoracion de la actividad nitrato reductasa maxima, 0 B
(Hepes-KOH 100 mM pH 7.5, KNO3; 5 mM, Mg(CH3COQ), 10 mM, leupeptina
15 uM, FAD 10 uM, NADH 0.5 mM, DTT 0.25 mM y Na;MoO,4 5 uM) para la
valoracion de la actividad nitrato reductasa selectiva (Huber et al., 1992; Scheible
et al., 1997), todo ello a una temperatura de 30 °C y se tomaron alicuotas de 300
ul a los 2, 4 y 6 min, parando la reaccion con 25 pl de (CH3COOQ),Zn 0.6 M. Se
afiadieron 0.75 pl de metosulfato de fenazina 0.25 mM para la oxidacion del
NADH remanente que pudiera interferir en la medida de nitrito (Scholl et al.,
1974). Las muestras se incubaron en oscuridad y a temperatura ambiente durante
15 min. Después se afiadieron 300 pL de sulfanilamida 1 % en HCI 3N y 300 pL
de N-naftiletilendiamina (NNEDA) 0.02 % en agua a cada muestra para la
coloracion del NO;™ y se incubd 20 min, se centrifugo durante 5 min y se midio la
absorbancia a 540 nm. Como control se emple6 el tampon A en presencia o
ausencia de 10 nmol de nitrito a tiempo cero, siguiendo el procedimiento ya
descrito a temperatura ambiente. La diferencia en absorbancia entre los controles,
con o sin nitrito afadido, fue establecida como el equivalente a 10 nmoles de
nitrito para calcular la actividad nitrato reductasa de las muestras, que se
expresaron por unidad de peso fresco y por hora. El estado de activacion del

enzima se expres6 como la razén de su actividad en presencia (tampén A) o
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ausencia (tampén B) de Mg 10 mM, multiplicado por 100 (Mackintosh et al.,
1995).

2.8. Analisis de expresion genica y el transcriptoma

2.8.1.

La transcripcién es Unicamente uno de los niveles de regulacion génica, la
abundancia de transcritos no es necesariamente indicativo de la expresion de
proteinas o su actividad. En cualquier caso, la cantidad de ARN mensajero
(ARNmM) es una cuestion de considerable interés en la medida de la expresion
génica. Dos de los métodos para medir la cantidad de un Unico ARNm son la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR), lo que
nos permite cuantificar la presencia de una transcripcion especifica incluso en
unos pocos nanolitros de extracto celular. Por su alta sensibilidad fue una de las
técnicas seleccionadas. El otro método, que permite la deteccion de un alto
namero de transcritos de una célula, es el del microarray de ADN. Mediante el
uso de una plataforma que contienen miles de sondas de ADN complementario a
las transcripciones de la célula, podemos analizar simultdneamente miles de
ARNM diferentes.

Analisis paralelo de la expresion génica: microarray

El procedimiento basico del analisis de la expresion génica por microarray
consiste en depositar una pequefia cantidad del ADN correspondiente a una
coleccion de miles de genes (sondas) sobre una superficie de apenas unos
centimetros cuadrados, para después interrogar esas sondas con la hibridacion de
ARN mensajero “diana” que ha sido marcado con fluorescencia (Duggan et al.,
1999). La cantidad de dianas es proporcional a la abundancia de transcritos en la
muestra, y es detectada como la intensidad de sefial de fluorescencia. Un cambio
en la abundancia es medido como el incremento o decrecimiento de sefial con
respecto a la sefial de la muestra de referencia, en nuestro caso Graphic. Estimar
la abundancia absoluta de cada transcrito en cada muestra es aproximado, por lo
que analizar los resultados implica la comparacion entre tratamientos de los

diferentes niveles de expresion.
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2.8.1.1. Disefio del microarray

Se utilizaron microarrays disefiados por el Dr. Sreenivasulu del departamento de
genética molecular del Leibniz-Institut  fir  Pflanzengenetik  und
Kulturpflanzenforschung (IPK, Gatersleben, Alemania). Se usaron 50938
Expression Sequence Tags (EST) consensuadas y ensambladas (unigenes) de la
base de datos HarvEST de cebada (http://harvest.ucr.edu/), que tiene alrededor de
450.000 ESTs (Close et al., 2009). Siguiendo los parametros que por defecto se
indican en Web-based Agilent eArray software
(https://earray.chem.agilent.com/earray/), se sintetizaron multiples sondas de
oligonucleétidos con 60 nucledtidos de longitud para secuencias Unicas,
generando un microarray de 244k (Agilent Technologies). Se realizd un estudio
previo para identificar y omitir oligos con potencial para hibridar entre unigenes
de una misma familia de genes. Se seleccionaron los oligos con mejor puntuacion
en base a pardmetros de Agilent. Se disefio un eArray personalizado para generar
posteriormente los microarrays Agilent de 56 K para cebada (formato complejo
8x60k) que se usaron en este estudio. Todos los conjuntos de unigenes se han

anotado Yy clasificado en categorias funcionales segin Thimm et al. (2004).

2.8.1.2. Extraccion de ARN para microarray

Cuando mas del cincuenta por ciento de las plantulas del primer experimento de
camara de crecimiento tenian la segunda hoja completamente expandida, se
cosechd la primera hoja con 6 repeticiones, cada una con 3-5 hojas, de G132 y el
genotipo silvestre Graphic en las dos concentraciones de CO, de crecimiento.
Estas muestras se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido para su
posterior tratamiento. Se homogeneizaron en un moédulo criogénico automatico
de molienda y dispensado para su posterior almacenamiento a -80 °C. EI ARN
total fue aislado a partir de las muestras descritas con una solucion monofasica de
fenol e isotiocianato de guanidina, segun el método de aislamiento de ARN de
una sola etapa desarrollado por Chomczynski and Sacchi (1987), con alguna
modificacion. Consiste en la lisis de las células y la separacion de la muestra en
dos fases, acuosa y organica, seguida de la extraccion y precipitacion del ARN

total con cloroformo e isopropanol, respectivamente, a partir de la fase acuosa. Se
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afiadio 1 ml de TRIzol (Reagent® Invitrogen™Life Technologies) en tubos que
contenian aproximadamente 100 mg de muestra. Se homogenizé con vortex y se
incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Para separar las fases se centrifugo
a 15000 g durante 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirio a
un tubo nuevo y se afiadieron 200 pl de cloroformo, se mezclé con vortex
durante 2 min. Se incubd a temperatura ambiente durante 2-3 min y se centrifugd
a 15000 g a 4 °C durante 10 min. Se transfirid la fase acuosa a un columna de
filtrado (QlAshredder spin column; Quiagen) para eliminar cualquier resto de
tejido y se centrifugo a 15000 g durante 2 min. Sobre la muestra se afiadieron 350
ul de tampon RTL (RNeasy Plant Mini Kit; Quiagen) con Pmercaptoetanol (1 %
v/v) y se mezcld cuidadosamente. A continuacion se afiadieron 250 ul de etanol
absoluto para diluir el ARN. Se recuperaron 700 ul de la mezcla para filtrar y
lavar el ARN en columna (RNeasy Mini Spin Columns; Quiagen). Se centrifugo
a 9000 g durante 15 s y se afiadieron 350 ul de tampon de lavado RW1 (RNeasy
Plant Mini Kit; Quiagen) para centrifugar en las mismas condiciones. Para
eliminar la contaminacion de ADN se vertieron 80 ul de tampon RDD-Dnase |
(RNase-Free DNase Set; Quiagen) directamente sobre la membrana de silica-gel
para filtracion y se dejé a temperatura ambiente durante 15 min. Se lavé de nuevo
con 350 pl de RW1 y la columna se centrifugd a 9000 g durante 30 s,
descartando el fluyente. Se lavo la columna con 500 ul de RPE (RNeasy Plant
Mini Kit; Quiagen) y se centrifugd 30 s a 9000 g, se lavd con 500 ul de RPE y se
centrifugd 2 min a 10000 g. Se transfirié la columna a un nuevo tubo y se
centrifugdé 1 min a 15000 g para secar por completo la membrana de la columna.
Una vez seca, la columna se transfirio a un nuevo tubo y se afiadieron 50 pl de
agua libre de ribonucleasas (RNeasy Plant Mini Kit; Quiagen) precalentada a 50
°C, dejando disolver el ARN durante 3 min. Para recuperar el ARN diluido se
centrifugd finalmente durante 1 min a 15000 g.

2.8.1.3. Preparacion, hibridacién y escaneo de muestras del microarray

Se midieron las concentraciones de ARN usando un espectrofotometro
NanoDrop (ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer) y se midié la calidad del
mismo usando un Agilent 2100 Bioanalyzer y RNA Nano 6000 kit (Agilent).
Este kit contiene chips y reactivos disefiados para el analisis de fragmentos de
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ARN. Cada chip de ARN contiene un conjunto interconectado de microcanales
que se utiliza para la separacion de fragmentos de acidos nucleicos basandose en
su tamafio a medida que son impulsados a través de €l electroforéticamente. Esta
disefiado Unicamente para su uso con el Agilent 2100 Bioanalyzer. La integridad
de la muestra se determina no por la relacién de las bandas ribosomales, sino por
toda la traza electroforética de la muestra de ARN. Esto incluye la presencia o
ausencia de productos de degradacion. El indicador del grado de degradacion de
la muestra de ARN es el RNA Integrity Number (RIN). EI RIN asignado es
independiente de la concentracién de la muestra y la repetitividad de los
experimentos esta garantizada por este estandar para la integridad del ARN. De
esta manera se facilita la comparacion de muestras mediante la interpretacion de
un electroferograma. Un ARN intacto tiene un RIN de entre 9 y 10, como fue el

caso para todas las muestras empleadas.

ARN total con Spike-In
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ADNC sintesis

&

ARNC sintesis y amplificacion

&

ARNCc purificacion
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hibridacion (17 h, 65 °C)
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&

escaneado

pr

extraccion de resultados

Figura 2.11. Flujo de la preparacion de muestras y procesamiento del array.
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Tras comprobar que el ARN total extraido de las muestras cumplia con los
requisitos de calidad se empled el kit para One-Single Color Microarray-Based
Gene Expression Analysis (Low Input Quick Amp Labeling) de Agilent (Fig.
2.11). Se prepararon las diluciones del One-Color Spike Mix, elemento que se
usa como control interno para el procesamiento de arrays de Agilent. En un tubo
para cada muestra se afladieron 50 ng de ARN total en un volumen total de 1.5 pul
a 2 pl de la dilucién correspondiente de Spike Mix. Se prosiguio con la sintesis
de ADNc mediante la enzima AffinityScript y el cebador T7 promotor. Para
etiquetar las muestras de ARN con el marcador fluorescente cianina 3-CTP (Cy3)
se transcribié el ADNc con el uso de T7 RNA Polymerase Blend y el mismo
fluoroforo Cya3, siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl ARNc marcado fue
purificado usando RNeasy mini spin columns (Quiagen) y la cantidad de ARNc
marcado se midi6é usando un NanoDrop (ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer),
pudiéndose calcular asi la actividad especifica (pmol cy3/ug ARNC) vy el
rendimiento (ng/ul ARNCc) de la reaccion. Para preparar la hibridacion se usaron
600 ng de ARNc (con una actividad especifica de 6) marcado con Cy3 y se
incubd a 60 °C durante 30 min exactamente en una mezcla de fragmentacion. Se
incubo en hielo 1 min y se afiadieron 25 pl de 2xGEx Hybridization Buffer HI-
RPM, se mezclo cuidadosamente para no producir burbujas y se centrifugo a
15000 g 1 min. Las muestras se usaron inmediatamente y se dispensaron 40 ul de
cada una sobre el chip de formato 8x60k. La hibridacion se llevo a cabo a una
temperatura de 65° durante 17 h. Con el control de niveles de ozono en el
ambiente, los chips fueron lavados y escaneados en alta resolucion (3 pm)
usando Agilent DNA Microarray Scanner G2565CA (Agilent). Durante el
analisis se emple6 un disefio balanceado de las muestras para evitar cualquier

interferencia en la medida debida al procesado de las mismas (Fig. 2.12).

G132 (amb)

‘ G132 (elv) ‘ G132 (elv) ‘ ‘ G132 (amb)

Juayiby

‘ GRA (elv) ‘ GRA (elv) ‘ ‘ GRA (amb) ‘ GRA (amb) ‘

Figura 2.12. Disefio balanceado de las muestras en chip de formato 8x60k de Agilent.
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Las 24 imagenes TIFF resultantes se importaron y procesaron usando Agilent
Feature Extraction Software version 11.0, extrayéndose la informacion de cada
lote de imagenes con la plantilla apropiada para el microarray disefiado (Grid
Template 028827 D_F 20100610) y usando el protocolo One-Color Gene
Expression (GE1_1100_Julll) del programa. Se comprob6 manualmente que los
resultados de las imagenes cumplian los requisitos de calidad para poder
proseguir con su andlisis. Entre estos parametros se comprobd que los centroides
de los puntos de luz estaban posicionados correctamente, que no habia datos
atipicos y como fue la distribucion de los mismos en la imagen y asi comprobar
que no hubo fallos de hibridacién o lavado. Se comprob6 también la distribucion
de la sefial media del fondo en cada region del chip y todas aquellas sefiales de
fondo de alta frecuencia fueron eliminadas mediante el Local Background
Method. Se analizé si existidé una tendencia significativa en la que regiones del
microarray fueran mas brillantes 0 mas oscuras que otras regiones mediante la
raiz cuadrada de la media (RMS) ajustada a los datos en la superficie. EIl RMS x
100 es aproximadamente el % de desviacion media. Se chequed la distribucion
espacial de las sefiales de la mediana para cada fila y columna. Para comprobar la
independencia en el uso de la version del escaner se analizé la sefial neta y su

desviacioén estandar.

2.8.1.4. Analisis de resultados del microarray

Los experimentos que superaron el previo control de calidad, que en nuestro caso
fueron todos, se procesaron a posteriori. Al comparar los datos de un conjunto de
One Single Color Microarray, un simple escalado lineal de los datos suele ser
suficiente para su posterior analisis. Y segun el fabricante el valor de la sefial del
75 por ciento de todas las sondas que no son control en el microarray es un valor
mas fiable y representativo de la sefial global en comparacion con la sefial de la
mediana. Por tanto, se utilizé el valor de la sefial percentil 75 para normalizar las
comparaciones inter-array. Se usaron dos softwares para el analisis de los datos,
GeneSpring (v 12) de Agilent y Robin & RobiNA una aplicacion de uso libre
(Lohse et al., 2012; Lohse et al., 2010). Con el primer software, una vez fueron
procesados y normalizados al cuartil 75 los 24 arrays se aplico un filtro

estadistico a los datos realizandose un anélisis de la varianza de dos vias (valor
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de P <0.01) con correccion de (Benjamini, 1995) para los falsos positivos (FDR)
para el test multiple, y se seleccionaron los datos con un ratio de cambio mayor
de dos entre el genotipo mutante G132 y el tipo silvestre, para ambas condiciones
de cultivo. Con el segundo software el proceso fue similar, se procesaron y
normalizaron las 24 chips y se substrajo la sefial de fondo o background para
corregir los datos. Para cada array se uso la correccion de (Benjamini, 1995) con
corte en un valor de P de 0.05 para la significacion de expresion diferencial y
aquellos genes que mostraron un log-fold change menor de 2 fueron despreciados
en cada array. Los datos cuya sefial fue significativa se anotaron mediante el uso
de software como Blast2Go, GenBank y Mercator (Benson et al., 2013; Conesa
et al., 2005; Lohse et al., 2014) para asi determinar el significado biologico de
los resultados de los 24 chips y las muestras. Y para la visualizacion de los datos
de una forma mas comprensible se empled software para la conformacion de
diagramas, Blast2Go, MapMan y PageMan (Conesa et al., 2005; Thimm et al.,
2004; Usadel et al., 2006).

2.8.2. Retrotranscripcion y PCR cuantitativa

Con el fin de detectar y cuantificar de forma sélida la expresion génica a partir de
pequefas cantidades de ARN, es necesaria la amplificacion del transcrito del gen.
La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) es un método comudn para la
amplificacion de ADN. Para la PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR), el
ARN se transcribe primero a ADNCc con transcriptasa inversa. La amplificacion
por PCR del ARNm presente en una muestra rinde una cantidad final de producto
que depende del nimero de copias presente y del nimero de ciclos de PCR
realizados. Se sabe que la fluorescencia emitida durante la PCR en tiempo real
estd determinada fundamentalmente por la abundancia del ADNc de partida, y su
aumento durante la PCR es fuertemente afectado por la eficiencia de la
amplificacion. Dado que la secuencia especifica de los cebadores y la formacion
de dimeros de cebadores durante la PCR pueden afectar significativamente a la
eficiencia de las reacciones de PCR individuales, conviene analizar estos

aspectos.
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La cuantificacion relativa de la RT-gPCR implica la co-amplificacién de un
control interno simultdneamente con el gen de interés. El control interno se
utiliza para normalizar las muestras. Una vez normalizadas se puede hacer una
comparacion directa de la abundancia relativa de transcritos a través de maltiples
muestras de ARNm. Una precaucion a tener en cuenta es que el control interno
debe ser elegido de manera que no se vea afectado por el tratamiento
experimental. El nivel de expresion debe ser constante a través de todas las
muestras para que los resultados sean precisos Yy significativos. Debido a que la
cuantificacion de los resultados se analiza comparando el intervalo lineal de la
amplificacion de la muestra y el control, es crucial tener en cuenta la
concentracion de partida de ARN vy su tasa de amplificacion antes de iniciar el
analisis. Los resultados del analisis se expresan como las proporciones de sefial
del gen sobre sefial de control interno. Asi los valores pueden utilizarse para la
comparacion entre las muestras como la estimacion de la expresion relativa de
ARN muestral.

2.8.2.1. Disefio experimental de RT-gPCR

Se seleccionaron secuencias analizadas mediante microarray (ver apdo. 2.8.1.1)
que mostraron una expresion significativamente diferente entre genotipos y entre
condiciones de cultivo y que por su valor biologico podrian ser importantes para
dilucidar incognitas en el estudio. Dichas secuencias se extrajeron de la base de
datos HarvEST (Close et al., 2009) de cebada (http://harvest.ucr.edu/) y del
repositorio de secuencias GenBank del NCBI (Benson et al., 2013). Se disefiaron
cebadores para las reacciones de PCR y el disefio tuvo en cuenta un tamafio de 20
nucleotidos, un tamafio de producto de PCR (amplicon) de 60 a 150 nucle6tidos,
una temperatura de fusion (Tp) de 60 +1 °C, un valor maximo de 4 para la
autocomplementariedad de un oligonucleotido, un nimero maximo permitido de
tres mononucle6tidos seguidos iguales y un porcentaje de guanina y citosina de
50£10 %, todo ello con el uso de Primer3Plus (Untergasser et al., 2007). Tras
disefiar los cebadores la sintesis se encarg6 a una compafiia de servicios externos
(IDT, Integrate DNA Technologies).
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2.8.2.2. Extraccion de ARN para RT-gPCR

El aislamiento de ARN se realiz6 segun el método descrito por Morcuende et al.
(1998). Se pesaron en eppendorf de seguridad estéril y libre de ribonucleasas 100
mg de material vegetal pulverizado y congelado en nitrogeno liquido. Se
homogeneizaron con 450 ul de tampdén guanidina (guanidina 6 M pH 7) que
contenia B-mercaptoetanol 50 mM, EDTA 20 mM y MES 20 mM vy tras la lisis
celular, se afiadié un volumen similar de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(Sigma, P3803) en proporcion 25:24:1 para la precipitacion de proteinas. La
mezcla se agito vigorosamente y se mantuvo en hielo hasta su centrifugacion a 4
°C en una centrifuga refrigerada para eppendorf (Eppendorf 5415R) a 15000 g
durante 15 min. Tras la separacion de fases, 400 pl de la fase acuosa o superior,
se recogieron y transfirieron a un nuevo eppendorf estéril y libre de ribonucleasa.
A continuacion, se precipitaron los acidos nucleicos a temperatura ambiente
durante 15 min por adicion de 22.5 pl de CH:COOH 1 M y 315 pul de etanol
absoluto y suave inversion del tubo. Las muestras se centrifugaron nuevamente
en las mismas condiciones descritas y el sobrenadante se descartd, mientras que
el precipitado se lavd con 450 ul de CHsCOONa 3 M pH 5.5. Se centrifugo a 4
°C durante 15 min y se retiré nuevamente el sobrenadante y los acidos nucleicos
precipitados se lavaron con 450 pl de etanol al 70% (v/v), previamente enfriado a
4 °C. Se descartd el etanol de lavado y los restos se eliminaron por evaporacion.
El ARN precipitado se resuspendido en 50 pl de agua-DEPC (Dietileno
Pirocarbonato 0.1% (p/v)) que contenia inhibidor de ribonucleasas en proporcion
0.5% (v/v) (Promega, N2111). Para asegurar una completa disolucion del ARN,

las muestras se calentaron durante 5 min en un bloque térmico a 50 °C.

Para la valoracion de la concentracion y calidad de los acidos ribonucleicos, la
cuantificacion del ARN total aislado se realiz6 a 260 nm (Logemann et al., 1987)
en un espectrofotometro UV visible (Nanodrop ND-1000). Sabiendo que 1
densidad 6ptica a 260 nm (1 OD»gp) es igual a 40 ug de ARN, el equipo estimé
autométicamente la concentracién del ARN (ng-ul™). La contaminacién de la
muestras con impurezas organicas (p.ej. fenol, cloroformo), inorganicas y
proteinas afecta de forma significativa la sensibilidad y especificad del resultado.
Para determinar el grado de pureza del ARN se determind la relacion de
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absorbancia Ajso/Azgo, considerando que las relaciones cercanas a 2 son las

optimas, y la relacion Axeo/ Azso, que no debe ser inferior a 1.8.

Para evitar la degradacion del ARN se extremaron las precauciones usando en
todo momento guantes y limpiando el area de trabajo e instrumentos de
laboratorio con RNase away (7002, Molecular Bioproducts). El agua y las
soluciones se trataron con DECP 0.1%, agitandose durante un min, incubandose
a temperatura ambiente durante toda la noche en la campana de extraccion y
autoclavandose posteriormente a 120 °C y 1.06 Kg-cm 2 durante 20 min
(Autester 437-G, JP Selecta) para inactivar el DECP. EI tamp6n guanidina se
sometio a una filtracion estéril, haciendo pasar la solucion a través de una jeringa
estéril acoplada a un filtro de acetato de celulosa de 30 mm con un tamafio de
poro de 0.2 p (17462752, Fischerbrand) y recogiendo la solucion filtrada en un

frasco de vidrio estéril.
2.8.2.3. Digestion del ARN con desoxirribonucleasa.

Las técnicas de andlisis de expresion génica mediante PCR a tiempo real o
microarrays son extremadamente sensibles a la contaminacion de ADN. Esta
contaminacion puede afectar de forma significativa a la sensibilidad vy
especificidad del resultado de expresidon génica. La posible contaminacion de
ADN se elimino por tratamiento con enzima ADNasa. La digestion se realizé con
un kit comercial (Turbo DNA-free™ Ambion; AM1907) en un volumen final de
25 pl siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usaron 5 pug de ARN total, 2.5
ul de tampdn 10xDNAasa Turbo y 0.5 ul DNAasa-Free Turbo junto a la cantidad
de agua Nuclease-Free necesaria para completar el volumen indicado. Tras un
suave homogenizado, se incub6 en un bloque térmico (Eppendorf
Thermomixer® Comfort) a 37 °C durante 1 h. Transcurrido el tiempo de
incubacion se afadieron 5 pl de reactivo de inactivacion de la ADNasa
incubandose con esporadica agitacién durante 3 min a temperatura ambiente. Se
centrifugo a 10000 g en centrifuga refrigerada a 4 °C durante 90 s y el

sobrenadante fue transferido a un nuevo eppendorf.

La ausencia de ADN vy la integridad del ARN digerido se comprobo por
electroforesis horizontal (mini-sub®, Cell GT 170-4467, Bio-Rad) en gel de
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agarosa (1.5% p/v) tefiido con bromuro de etidio. Para la preparacion del gel se
pesaron 0.9 g de agarosa y se disolvieron en 60 ml de H,O-DECP, se llevo a
ebullicidn y se dejo solidificar a temperatura ambiente. Se cubrié con tampon de
electroforesis TBE (Tris-borato 90 mM, pH 8.3 y EDTA 2 mM) y se cargaron 2
Kg de cada muestra en las correspondientes calles con 5 pl de la mezcla glicerina
4.4 % vlv, orange G 1.4 % plv, azul de bromofenol 3.5 % p/v, xilencianol 3.5 %
p/v, bromuro de etidio 0.006% v/v. Se aplico una corriente de 70 voltios con una
fuente de alimentacion (EC 250-90, EC Apparatus Corporation) durante
aproximadamente 40 min. Una vez finalizada la electroforesis se comprobo la
integridad de las muestras bajo la luz UV en transiluminador (GeneGenius
Imaging System, Syngene). Se comprobd la ausencia de una banda de ADN y la
relacion entre las bandas ribosomales 28S y 18S como bandas discretas y cuya
relacion 28S/18S era cercana al 2 propio de ARN integro. Este equipo utiliza el
software GeneSnap (Syngene) y permite obtener fotos de los geles de agarosa
(Fig. 2.13).
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Figura 2.13. Gel de agarosa con las bandas correspondientes a ARN ribosomal (28s, 18s) y otros
organulos como plastidios y cloroplastos.

La técnica de electroforesis se basa en el desplazamiento en este caso del ARN a
través de una matriz porosa formada por la agarosa polimerizada, siendo el

tamafio del poro determinado por la concentracion de ésta en una solucion de
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sales. Al aplicarse una corriente eléctrica a través del gel, los acidos nucleicos
gue poseen una carga negativa conferida por los grupos fosfato, migran hacia el

anodo en condiciones de pH neutro (Maniatis, 1982).

2.8.2.4. Sintesis de ADN complementario

La sintesis de ADNc a partir de ARN total y libre de contaminacion gendémica se
realizd en un volumen final de 20 pl con SuperScript™ Ill Reverse Transcriptase
(Invitrogen, 18080-044). Siguiendo las instrucciones del fabricante se mezclaron
11 pl de ARN de la muestra, 1 pl de Oligo(dT)2o (Invitrogen, 184418-020) y 1 ul
dNTP Mix (dATP, dGTP, dCTP y dTTP, 10 mM cada nuclettido; Bioline, BIO-
39028) calentandose en un bloque térmico a 65 °C durante 5 min. Se dejé enfriar
durante al menos 3 min en hielo y se afiadieron 4 pl de tampon 5xFirst-Strand
(Invitrogen), 1 pl de DTT 0.1 M (Invitrogen), 1 pl de inhibidor de ribonucleasas
(Promega, N2111) y 1 ul de la transcriptasa reversa SuperScript™ 111 (200 U/pl,
Invitrogen). Los componentes de la mezcla se homogeneizaron suavemente y se
dejaron en incubacion a temperatura ambiente durante 5 min y posteriormente a
50 °C en un blogue térmico durante 1 h. La reaccion se inactivd por
calentamiento a 70 °C durante 15 min. EI ADNCc sintetizado se usé como molde

para la amplificacion en la PCR cuantitativa y se conservé a -20 °C hasta su uso.

2.8.2.5. qPCR

Para realizar la PCR cuantitativa a partir del ADNc obtenido del ARN total de las
muestras se uso el kit comercial Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, 4367659). Incluye SYBR Green | como fluoroforo utilizado como
medio de visualizacion directa de los productos de la PCR en tiempo real.
Contiene también la polimerasa AmpliTaq Gold. Las muestras se cargaron en
placas de 384 pocillos (4309849, Applied Biosystem) en un volumen final de 10
pl por reaccién. Se afadieron 5 pl de SYBR Green PCR Master Mix, 4 pl de
cebadores (0.5 uM) directo e inverso para los genes de estudio, para el gen de la
actina como gen de referencia o para la comprobacion de contaminacion
genomica (ver a continuacion) y 1 pl de ADNCc diluido 40 veces. Previamente se

realizaron pruebas de diluciones con el ADNc para lograr un valor de umbral de
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ciclo (Cr) con el gen de referencia proximo a los 20 + 1 ciclos. Se utilizé agua
como control negativo. Después de dispensar los reactivos en la placa esta se
cubrié con una pelicula adhesiva (MicroAmp optical adhesive film 4311971,
Applied Biosystems) y la placa se centrifugd unos 15 s a 2000 g en una
centrifuga refrigerada (Sorvall ST16R, Thermo Scientific) para eliminar las
posibles burbujas. Las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron con un
sistema ABI PRISM® 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). La PCR se realizo siguiendo el perfil térmico recomendado por el
fabricante (Fig. 2.14):

1. Fase inicial a 50 °C durante 2 min.
2. Fase de activacion de la polimerasa AmpliTaq Gold a 95 °C durante 10 min.
3. Tercera fase de 40 ciclos:

i. etapa a 95 °C durante 15 s para producir la separacién de la doble
hebra de ADN.

ii. etapa a 60 °C durante 1 min para producir la union del cebador y

la extension de la cadena molde.

4. Fase final con incremento de 1.9 °C/min desde 60 °C a 95 °C para registrar la

curva de disociacion de los amplicones.
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Figura 2.14. Curva de disociacion de un producto de PCR, emision de fluorescencia por ciclo de
amplificacion, y perfil térmico utilizado.
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Se utilizé el programa SDS version 2.4 (Applied Biosystems) con el protocolo
Standard en un volumen de 10 pl. Para evaluar la reproducibilidad de datos se
realizaron 5 repeticiones con tres repeticiones analiticas por muestra. Los
resultados se evaluaron por el analisis de las curvas de disociacion de los
productos de la PCR. Cada secuencia tiene una curva de disociacién propia, ya
que depende de la composicion de nucle6tidos. Se comprobd que la curva de
disociacion de cada gen estudiado era una Unica y definida. Se comprobé también
la presencia de un unico amplicon del tamafio esperado por separacion
electroforética (mini-sub®, Cell GT 170-4467, Bio-Rad) de los productos de la
PCR en geles de agarosa de alta calidad (3.5% p/v; Figura 2.15). La agarosa
utilizada para la preparacion de los geles fue una agarosa MS-8 especifica para la
separacion de pequefios fragmentos de ADN y productos de PCR (Pronadisa
Conda, 8066). Para la preparacion del gel se pesaron 2.45 g de agarosa y se
disolvieron en 70 ml de TBE (Tris-borato 45 mM, pH 8.3 y EDTA 1 mM), se
Ilevd a ebullicion y antes de su polimerizacion a temperatura ambiente se tifio
con 5 pl bromuro de etidio 0.5 pg/ml (1510, Sigma). Se cubrié con TBE y se
cargaron los productos de la PCR con 5 pl de la mezcla glicerina 4.4% vlv,
orange G 1.4% p/v, azul de bromofenol 3.5% p/v y xilencianol 3.5% p/v. Se
colocé un marcador de pares de bases (HyperLadder V, Bioline) para fragmentos
de ADN de entre 25 y 500 pares de bases de tamafio. Se aplicé un voltaje de 100
voltios con una fuente de alimentacion (EC 250-90, EC Apparatus Corporation)
durante 30 min. Se visualizaron las bandas en transiluminador (GeneGenius
Imaging System, Syngene) y se comprobé si el tamafio de los amplicones
generados se correspondia con los previstos, usando el marcador como

referencia.
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Figura 2.15. Electroforesis en gel de agarosa para comprobar la formacion de un amplicon Gnico en
la PCR.

La seleccion de genes de referencia para la normalizacion de los resultados se
bas6 en la reproducibilidad de niveles estables de expresion en diferentes
genotipos, estadios de desarrollo de la planta y condiciones ambientales (Brunner
et al., 2004; Czechowski et al., 2005; Gutierrez et al., 2008). Para la
identificacion se realiz6 una revision bibliografica y se escogio el gen de la actina
para la normalizacién de resultados obtenidos por RT-qgPCR (Ozturk et al.,
2002). Los cebadores para la amplificacion del gen se indican con su numero de

acceso de la base de datos Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Genes de referencia y cebadores para la amplificacion

nombre numero cebador directo cebador inverso

actina AY 145451 GGCACACTGGTGTCATGG CTCCATGTCATCCCAGTT

La estabilidad del gen de la actina en cuanto al ciclo de amplificacion y la
reproducibilidad de su patron de expresion nos permitio su seleccion como el gen
de referencia més apropiado para la normalizacion de los resultados de expresion
de los genes objeto de nuestro estudio. Para corroborar la ausencia de ADN
gendémico se utilizaron cebadores especificos (5°-
CCCTCAAGCAAGGACTGGAG -3’ y 5’- ACCGGTAAGCTTGCCATTCA -
3”) que se diseflaron para amplificar una secuencia del gen gliceraldehido 3-
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fosfato deshidrogenasa (GADPH) que comprendia partes del exon e intrén
(EF409633, Hordeum vulgares sp. vulgare cv. TR306). Se incorpord también en
el analisis un control negativo con agua y un control positivo con ADN

gendmico.

2.8.2.5. Analisis de resultados de gPCR

En cada ciclo de PCR se monitoriz6 la aparicién del ADN producto de la
reaccion mediante el uso de SYBR Green 1. Si cada vez que se realiza una copia
del ADN molde se libera fluorescencia, ésta es proporcional a la cantidad de
ADN generado. El resultado se visualizo en un grafico de amplificacion. En él se
expreso la fluorescencia registrada por el termociclador en el eje de las ordenadas
en escala logaritmica y el nimero de ciclos de la PCR en el eje de las abscisas
(Fig. 2.14).

De esta forma, la curva de amplificacion reflejé una fase inicial donde la
produccion de fluorescencia (ADN producto) estd por debajo del nivel de
deteccion del termociclador, una segunda fase en la que hay un incremento en
forma exponencial de la fluorescencia y una tercera fase (plateau) donde finaliza
la reaccion y se estabiliza la fluorescencia. Es posible establecer un valor de
fluorescencia umbral (linea Threshold) representado en el grafico como una recta
horizontal que sefiala la zona de aumento exponencial. Este valor lo establecimos
como 0.2 para todas las muestras. Y el punto de interseccion de cualquier curva

de amplificacion con el umbral se le denomina C+ (Threshold Cycle).

La cuantificacion se realizé en términos relativos por comparativa de Ct (Livak
and Schmittgen, 2001; Schmittgen and Livak, 2008). Esta cuantificacion relativa
no requiere curva de calibrado. Es irrelevante en qué unidades se expresa la
cuantificacion y sus resultados son comparables entre mdltiples experimentos.
Los genes control corrigen la variacion no especifica, como las diferencias en la
cantidad y calidad del ARN empleado. Los valores de Ct de las repeticiones
analiticas de cada muestra se promediaron. En todos los experimentos las
eficiencias de replicacion de ADN fueron similares y se compararon
directamente los Ct del gen de estudio y del control endogeno (ACt) de cada

muestra. Los resultados se expresaron como el nimero de veces que cambia la
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expresion entre dos muestras (fold change). Basandonos en que los Ct se asumen
de la escala logaritmica, los resultados se expresaron como 2~4¢T, De esta forma
se compararon la intensidad de sefial normalizada con el control endégeno (Ec.
2.9).

2 - (CTgenA - CTcontrolA)

fold change =

2~ (CTgenB —CrcontrolB)

Ecuacion 2.9. Tasa de cambio en expresion génica entre muestras normalizadas.

2.9.

2.9.1.

La expresion génica se analizd mediante gRT-PCR en la dltima hoja en la fase de
3-4 hojas del segundo cultivo en camara de crecimiento y en las hojas ultima,
penultima y antependltima en las fases de 3-4 hojas y 5-7 hojas de los cultivos de
invernadero. El analisis se realiz6 en 5 repeticiones, cada una integrada por varias
hojas de distintos individuos por cada genotipo, misma edad de la hoja y la planta
y concentracion de CO, de crecimiento. De cada una de estas muestras se

hicieron tres repeticiones analiticas.

Determinacion de parametros de crecimiento

Anatomia foliar

Las caracteristicas anatomicas de las hojas se determinaron midiendo la
superficie verde, el volumen y los pesos fresco y seco. La superficie verde se
midioé con un planimetro fotoeléctrico (Li-3000 A, Li-Cor, Lincoln, NE, USA).
El peso se determind con una balanza electronica (Precisa XT 220 A, Suiza),
registrandose el fresco inmediatamente despues de recoger la muestra y el seco
después de desecar en estufa a 60 °C 48 h. El volumen se midi6é colocando las
hojas en un tubo de ensayo graduado de 10 ml que se enrasé con una pipeta
graduada que contenia 10 ml de tolueno (para evitar la formacién de burbujas de
aire). El volumen foliar se estimd restando a los 10 ml del tubo el volumen
consumido de la pipeta. A partir de estas medidas se determinaron los pesos

fresco y seco por unidad de superficie y volumen, asi como la razén superficie:
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volumen. La diferencia entre los pesos fresco y seco proporciond el contenido
porcentual de agua, obteniéndose también el peso de agua por hoja y por unidad
de superficie y de volumen. Estas medidas se realizaron en la ultima hoja en la
fase de 3-4 hojas del segundo cultivo en cdmara de crecimiento. Todas las
determinaciones se efectuaron juntando 2 hojas y con 5 repeticiones de cada
genotipo y concentracion de CO2 de crecimiento.

2.9.2. Densidad de estomas en las hojas

El nimero de estomas en el haz de las hojas se determind en impresiones de
barniz de ufias tomadas en campos de visién de 1.8 mm? con un microscopio
estereoscopico usando 112.5 aumentos. Se contaron 5 campos de vision en el
segmento central de cada hoja de un cultivo en camara de crecimiento, y 10
campos de vision regularmente espaciados en toda la longitud de las hojas de un
cultivo en invernadero. Se considero el indice estomatico como la razon entre el
namero de estomas y el nimero de células epidérmicas. Estas determinaciones se
efectuaron en la ultima hoja en la fase de 3-4 hojas del segundo cultivo en camara
de crecimiento y en la ultima hoja en la fase de 5-7 hojas de los cultivos de
invernadero. Se emplearon 5 repeticiones por genotipo de cada cultivo y CO; de

crecimiento.

Figura 2.16. Detalle de estomas en lupa binocular.
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2.9.3. Peso, superficie verde y produccién de grano

Para determinar el crecimiento en la fase vegetativa, en los experimentos en
invernadero (vease abajo) se cosecho la parte aérea de las plantas y se determino
su peso seco con el procedimiento detallado en 2.9.1. En el segundo cultivo en
camara de crecimiento se separ0 la hoja mas joven completamente extendida del
tallo principal, el resto de este tallo y el resto de la planta. La superficie verde y
los pesos fresco y seco de estas partes de la planta se obtuvieron como se indica
en 2.9.1. Se considero la superficie proyectada de las hojas y la superficie externa
de los tallos; esta Gltima se calculd a partir de la superficie proyectada
considerando el tallo como un cilindro (superficie proyectada x m). El peso
obtenido de los resultados en contenido de carbohidratos, proteinas, nitrato y
aminoacidos se analizaron en relacion al peso seco obtenido y determinar de esta

forma la parte del peso que correspondia a otros compuestos celulares.

En la madurez en los experimentos de invernadero se contd el nimero de espigas
por planta y el de granos por espiga y se registro el peso seco del tallo con las
hojas, de las glumas y raquis y de grano. El peso por grano se obtuvo en una
submuestra de 400 granos. El indice de cosecha se calculé dividiendo el peso de
grano por el peso del resto de la planta. Mediante analisis de imagen (IPK,
Gatersleben) se determind la superficie del grano, su longitud y anchura, ademas

del peso por mil granos en semillas maduras de ambos genotipos.

Para las medidas de crecimiento en los cultivos de invernadero, para cada
genotipo se cosecharon en las fases de 5-7 hojas de madurez 5 repeticiones, cada
una integrada por 4 plantas. En el segundo cultivo de cAmara de crecimiento, en
la fase de 3-4 hojas, se tomaron 5 repeticiones, cada una integrada por 6 plantas,

de cada genotipo y concentracion de CO, de crecimiento.

2.10. Analisis estadisticos

Los efectos e interacciones del genotipo, edad de la hoja y CO, atmosférico,
segun el caso, en cada fase de crecimiento y ambiente de cultivo se determinaron

mediante analisis de la varianza (Genstat 6.2) para un experimento de dos
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factores (2 genotipos x 3 edades de la hoja; 2 genotipos X 2 concentraciones
atmosféricas de CO,) sin bloques y con las repeticiones indicadas anteriormente.
Para valorar las diferencias entre medias se obtuvo el error estandar de la

diferencia y la minima diferencia significativa (P<0.05).

La velocidad de cierre o apertura de los estomas en respuestas a largo plazo a
cambios en la concentracion de CO, y al suministro de DCMU se obtuvo
ajustando a la cinética de la conductancia sobre el tiempo las funciones con mejor
ajuste. Estas regresiones se analizaron con grupos (analisis de paralelismo,
Genstat 6.2) y asi se determind si deberia ajustarse para los dos genotipos una
regresion comun, o regresiones con todos o algunos parametros separados. Para
el ajuste de las regresiones se incluyeron separadamente las 5 o 6 hojas repetidas
que se midieron de cada genotipo. La velocidad de cierre o apertura de los

estomas se determind derivando respecto al tiempo las funciones obtenidas.

Los datos del microarray se procesaron usando el programa GeneSpring (v 12).
Se aplico un filtro estadistico a los datos, realizandose un andlisis de la varianza
de dos vias (P <0.01) con correccion de Benjamini (1995) para los falsos
positivos (FDR) para el test multiple, y se seleccionaron los datos con un ratio de
cambio mayor de 2 entre el mutante G132 y Graphic.

Para los calculos estadisticos de los resultados de la gRT-PCR, se usaron los

datos correspondientes a 2"2CT para cada muestra. En el caso de que el valor
fuera entre 0 y 1, éste se expresd como la inversa negativa posibilitando que los
resultados y el calculo de sus medias fueran comparables. Finalmente, se
calcularon las razones [el Log2 de las razones] de cambio de G132 respecto a
Graphic, de CO; elevado respecto a CO, ambiente, y de posicién de la hoja en la
planta respecto a la hoja a de Graphic.
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Resultados

3.1. Caracterizaciéon del mutante de cebada G132

3.1.1. Identificacion de la variedad de cebada y segregacion del

caracter del mutante

El genotipado de la linea G132 y la variedad Graphic se efectué mediante un
subconjunto optimizado de 384 marcadores repartidos en todo el genoma (Fig.
3.1), que son polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs) incluidos en el
Barley OPA1 (Moragues et al., 2010). Este andlisis confirm6 que la cebada
mutante G132 en estudio compartia el mismo fondo genetico que la variedad
Graphic. Por lo tanto el fenotipo mutante fue atribuido claramente a la
mutagénesis.
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Figura 3.1. Distribucién en centimorgans de los 384 marcadores (SNPs) en los siete cromosomas del
genoma de cebada.
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El andlisis de las frecuencias de la segregacion del mutante en la generacién
BC1F2 del retrocruzamiento Graphic x G132, mediante tablas de contingencia y
pruebas Chi-cuadrado y Fisher (Tabla 3.1), demostr6 que el caracter mutante en

estudio era recesivo.

Tabla 3.1. Distribucion de frecuencias de segregacion en la generacion BC1F2 del genotipo
silvestre y el mutante G132 de la variedad de cebada Graphic.

BC1F2 G132 Graphic Chi2 Pearson P Prueba exacta de Fisher P
Observado 32 76 0116 0.157
Esperado 25 75

Una caracteristica distintiva del mutante G132 fue que las hojas emergentes
presentaron clorosis acusada, de la que se recuperaron en parte progresivamente,
de forma que la penultima hoja desde el apice fue tipicamente mas verde que la
Gltima (Fig. 3.2A). Otra caracteristica de las plantulas de G132 fue que crecieron

mas lentamente que el tipo silvestre de Graphic (Fig. 3.2B).

G132

Figura 3.2. Plantas de ambos genotipos de cebada. (A)Plantas del mutante G132 mostrando la clorosis
de las hojas mas jovenes y su correccidn en hojas de mas edad. (B) Comparacion de plantas de Graphic
(izquierda) y el mutante G132 (derecha) de la misma edad 14 dias despues de la siembra.

3.1.2. Fluorescencia de la clorofila

La fluorescencia minima en hojas adaptadas a oscuridad (Fo), cuando todos los
centros del PSII estan completamente abiertos, mostré en el primer estadio de
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crecimiento de las plantas (fase de 3-4 hojas; 13-14 de Zadoks) valores
semejantes para las tres hojas (a, ultima; b, pendltima; c, antependltima) de
Graphic y la hoja ¢ de G132, mientras que en el mutante, los valores fueron
notablemente mayores que éstos para la hoja b y aun mas para la hoja a (Tabla
3.2). En el segundo estadio (fase de 5-7 hojas; 15-17 de Zadoks) no hubo
diferencias entre las tres hojas de Graphic, en cambio en las hojas b y ¢ de G132
Fo fue similar y menor que en la hoja a. En su conjunto, Fo fue mayor en G132
que en Graphic. La eficiencia cuantica maxima del PSII (Fv/Fm) representa la
eficiencia maxima con la que la luz absorbida por el PSII se convierte en energia
guimica. Los valores para plantas sanas en diferentes especies rondan el 0.83
(Bjorkman and Demmig, 1987). En el primer estadio, las tres hojas de Graphic
tuvieron un valor de 0.80+0.01 y las b y ¢ del mutante G132 valores no
significativamente inferiores. La hoja mas joven de G132 mostrd valores
significativamente menores que el resto. En el segundo estadio, Graphic tampoco
mostrd diferencias entre hojas, con valores de 0.80+0.02, pero si mostro que en
las hojas a y b Fv/Fm fue mayor que en las tres hojas de G132, al mismo tiempo
que las hojas ¢ de ambos genotipos no mostraron diferencias significativas. En
G132 Fv/Fm en la hoja ¢ fue mayor que en la hoja a, pero no mostr6 diferencia
con la hoja b. Siguiendo el modelo de lago para el PSII, en el primer estadio la
fraccion de centros abiertos del PSIlI (gL; con la Qa oxidada) no mostro
diferencias con la posicion de la hoja, mientras que en el segundo estadio
disminuyé al aumentar la edad de la hoja en los dos genotipos. Graphic y el
mutante G132 poseian similar fraccion de centros abiertos del PSII. La eficiencia
cuantica maxima en la luz (®dqL) fue significativamente diferente entre genotipos
y entre hojas, siendo menor en G132 y aumentando, en ambos genotipos, con la
edad de la hoja. La eficiencia cuantica operativa del PSIlI (Fg’/Fm’), como
indicador del rendimiento cuantico global de la fotosintesis, fue mayor en
Graphic que en G132. A su vez, Fq’/Fm’ en la hoja mas joven de G132 fue
menor que en las hojas b y ¢ en el primer estadio, mientras que en el segundo las
tres hojas no mostraron diferencias, como consecuencia de un aumento respecto
al primer estadio en la eficiencia de la hoja a y una disminucién en las hojas b y
c. En Graphic, tanto en el primer estadio como en el segundo las hojas no
mostraron diferencias en Fq’/Fm’. Ocurrié de la misma forma para la tasa de

transporte electronico (ETR), para la que los valores de Graphic fueron mayores
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que en el genotipo G132. En el primer estadio, ETR fue menor en la hoja a que
en by c de G132, y en Graphic no hubo diferencias entre hojas, mientras que en
el segundo estadio las hojas no mostraron diferencias dentro de cada genotipo.
®npo, el rendimiento cuantico de la extincion no fotoquimica, representa la
eficiencia con la que los procesos no radiativos disipan la excitacion en forma de
calor y fue significativamente distinto entre ambos genotipos en los dos estadios,
mostrando mayores valores las hojas de G132. El rendimiento cuantico de
decaimiento basal no-radiativo (®no), 0 de otras pérdidas basales no radiativas en

el PSII, fue similar en Graphic y G132 en ambos estadios.

Tabla 3.2. Fluorescencia de la clorofila en hojas de Graphic y G132. Fluorescencia minima en hojas
adaptadas a oscuridad (Fo), eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il (PSII, Fv/Fm), fraccion de
centros abiertos del PSII (qL), eficiencia maxima en la luz (®qL), eficiencia cuantica operativa del PSII
(Fg’/Fm’), tasa de transporte electrénico (ETR), rendimiento cuantico de la extinciéon no fotoquimica
(ONPQ) y rendimiento cudntico del decaimiento basal no-radiativo (®PNO) de la hoja mas joven
completamente extendida (hoja a) y las dos inferiores (hojas b y c) de la cebada Graphic y su mutante
G132, cuando la hoja a era la 3-4 (fase 13-14 de Zadoks) y 5-7 (fase 15-17 de Zadoks), con Graphic mas
avanzadomds, minima diferencia significativa. Los nimeros en negrita representan efectos significativos
(n=5; P<0.05).

Genotipo

mds
G132 Graphic
Hoja a b c a b c Gtpo Hoja GxH
Fase 13-14 Fo 0.90 0.43 0.29 0.24 0.23 0.23 0.059 0.073 0.103
Fv/Fm 0.52 0.73 0.72 0.81 0.80 0.81 0.058 0.072 0.101
qL 0.43 0.42 0.37 0.43 0.39 0.34 0.075 0.092 0.130
dqL 0.33 0.54 0.69 0.86 0.96 1.06 0.120 0.148 0.209
Fq’/Fm’ 0.14 0.22 0.24 0.36 0.35 0.35 0.026 0.032 0.045
ETR 62.70 9880 1070 169.1 1562 1519 15.43 18.89 26.72
Dnpg 0.73 0.68 0.63 0.50 0.52 0.49 0.047 0.058 0.082
Do 0.13 0.09 0.13 0.13 0.14 0.17 0.031 0.038 0.053
Fase 15-17 Fo 0.61 0.41 0.38 0.21 0.23 0.24 0.037 0.045 0.063
Fv/Fm 0.61 0.70 0.74 0.81 0.81 0.79 0.033 0.040 0.057
qL 0.54 0.49 0.35 0.60 0.43 0.42 0.095 0.116 0.164
dqL 0.33 0.40 0.54 0.69 0.83 0.86 0.088 0.107 0.152
Fq’/Fm’ 0.17 0.19 0.18 0.41 0.36 0.34 0.048 0.059 0.084
ETR 7370 8150 7590 1858 166.1 150.1 19.3 23.6 334
Dnpg 0.70 0.70 0.71 0.48 0.52 051 0.048 0.059 0.083
Do 0.13 0.11 0.11 0.11 0.12 0.14 0.020 0.024 0.034

3.1.3. Intercambio gaseoso

El andlisis de gases en el infrarrojo mostr6 que la capacidad méxima de
carboxilacion catalizada por la Rubisco (Ve¢maxes; normalizada a 25 °C) fue
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significativamente mayor en Graphic que en G132 en ambos estadios de
crecimiento (Tabla 3.3). En el primero, Vemaxes tendié a aumentar en la hoja b
comparada con la a de los dos genotipos, pero la diferencia no fue significativa;
en el segundo no hubo diferencia entre hojas de un mismo genotipo. En G132 no
fue posible determinar la velocidad de transporte fotosintético de electrones
asociado a la reducciéon de NADP para la regeneracion de RuBP (Jmaxes;
normalizada a 25 °C) debido a que Vc¢max limito la fotosintesis con todas las
concentraciones de CO; de la curva A-C;. Jmaxzs fue similar en las tres hojas de
Graphic en el primer estadio de desarrollo y disminuy6 significativamente con la
edad de la hoja en el segundo. La tasa de respiracion en la luz (Rqzs; normalizada
a 25 °C) no mostro diferencias entre genotipos en el primer estadio pero si lo hizo
en el segundo, obteniéndose valores mayores en Graphic que en el mutante. La
asimilaciéon neta de CO, (A) en la primera fase de crecimiento fue
significativamente mayor en Graphic que en G132. Para las medidas realizadas
con CO, de referencia de 1200 pmol mol™, la hoja a de G132 tuvo menos
asimilacion de CO, que la b, mientras que no hubo diferencias entre hojas en
Graphic. En la segunda fase de crecimiento y para la medida de referencia de 390
umol mol™ de CO,, en la hoja mas joven A fue mayor en Graphic que en G132,
mientras que en hojas de mas edad las diferencias entre genotipos no fueron
significativas. Las hojas b y ¢ no mostraron diferencias significativas en A dentro
de ambos genotipos, mientras que en la hoja mas joven A fue mayor que en las
dos de mas edad en Graphic y que en la hoja ¢ en G132. Para la medida de
referencia de 1200 pmol mol™ de CO,, Graphic mostré valores de A mayores que
G132 en todas las hojas. La asimilacion de CO, disminuyé de la hoja a a la ¢ de
ambos genotipos, alcanzando significacion la diferencia de la hoja méas joven con

la mas vieja.

La concentracion intercelular de CO, del meséfilo (C;) fue significativamente
mayor en G132 que en Graphic, y fue similar entre las hojas de un mismo
genotipo, para los dos estadios y ambas medidas de referencia. La conductancia
estomatica (gs) en los dos estadios y para las dos concentraciones de CO, de
referencia fue también mayor en G132 que en Graphic, aunque la diferencia no
alcanzé significacion en el primer estadio con 1200 pmol mol™ de CO,. Solo

hubo diferencias de conductancia entre hojas en el segundo estadio para medidas
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con 390 pmol mol™ de CO,, con las que la hoja a de ambos genotipos mostré
valores mayores que las hojas b y c. La velocidad de transpiracion (E) en los dos
estadios mostro valores mayores en G132 que en Graphic para el CO, de
referencia de 390 umol mol™ y no lo hizo para CO, de 1200 pmol mol™. En el
segundo estadio y con 390 pmol mol™*de CO, la transpiracion fue mayor en la
hoja a que en las restantes, en ambos genotipos.

Tabla 3.3. Intercambio gaseoso en hojas de Graphic y G132. Velocidad maxima de carboxilacion
catalizada por Rubisco (Vcmax25, umol m-2 s-1), velocidad de transporte de electrones (J25, pumol m-2
s-1) y respiracion en la luz (Rd25, pmol m-2 s-1) normalizadas a 25 °C, tasa de asimilacion fotosintetica
(A, pmol m-2 s-1), concentracion intercelular de CO2 en el mesofilo (Ci, pmol mol-1), conductancia
estomatica (gs, mmol m-2 s-1) y velocidad de transpiracion (E, mmol m-2 s-1) de la hoja mas joven
completamente extendida (hoja a) y las dos inferiores (hojas b y c) de la cebada Graphic y su mutante
G132, cuando la hoja a era la 3-4 (fase 13-14 de Zadoks) y 5-7 (fase 15-17 de Zadoks), con Graphic mas
avanzado. Las medidas se realizaron con concentraciones de CO2 en el aire de 390 y 1200 pmol mol-1,
iluminancia de 1000 pmol m-2 s-1, 20 °C y 1.2 kPa de déficit de presion de vapor. mds, minima
diferencia significativa. Los nUmeros en negrita representan efectos significativos (n=5; P<0.05).

Genotipo
mds
G132 Graphic
Hoja a b c a b c Gtpo Hoja GxH
Fase 13-14 Vemaxzs 29.7 36.3 - 71 82.8 - 21.04 21.04 29.76
Jmaxas - - - 146.9 142.8 - - 15.49 -
Razs 2.07 2.28 - 3.96 3.96 - 1.88 1.88 2.66
Asgo 5.6 74 - 13.6 125 - 2.3 2.3 33
Cizgo 334 327 - 245 262 - 8.8 8.8 124
0Ss90 289 314 - 205 217 - 59 59 83
Eso0 2.6 31 - 21 21 - 0.62 0.62 0.87
Ar0o 114 155 - 21.9 20.4 - 221 221 3.12
Cirzoo 1293 1250 - 1203 1202 - 23.8 238 33.6
0S1200 334 285 - 271 254 - 56 56 79
E1200 2.8 29 - 25 2.3 - 0.55 0.55 0.77
Fase 15-17 Vemaxzs 39.2 35.2 28.8 90.8 73 61 8.6 10.53 14.89
Jmaxas - - - 145.8 118.9 102.3 - 11.49 -
Razs 3.72 3.46 3.28 7.62 6.01 5.51 1.176 1.44 2.036
Asgo 6.6 5.0 38 9.3 43 51 0.99 121 171
Cizgo 318 300 317 214 236 256 20 25 35
0Ss90 197 105 107 99 48 65 28 34 48
Eso0 21 14 15 15 0.9 1.3 0.29 0.36 0.51
Ao 15.3 14.6 125 19.6 18.2 16.5 1.66 2.04 2.88
Cio 1214 1246 1238 1027 1035 1088 56 69 97
0S1200 160 171 156 102 96 109 26 32 45
E1200 1.8 2.0 2.0 1.6 17 2.0 0.31 0.38 0.54

3.1.4. Densidad y conductancia de los estomas

En el segundo estadio de crecimiento, la densidad de estomas en el haz de la

ultima hoja completamente extendida (hoja a) fue mayor en G132 que en Graphic
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y aument6 de la base al apice en los dos genotipos (Fig. 3.3 A). La conductancia
normalizada a la densidad de estomas en la seccion central de las hojas fue
también mayor en G132 que en Graphic. La frecuencia o indice estomatico fue

ligera, pero significativamente mas alta en el mutante (Fig. 3.3 B).
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Figura 3.3. Recuento estomatico en hojas de Graphic y G132. (A) Densidad de estomas y (B) indice
estomatico a lo largo del haz de la hoja mas joven completamente extendida de la cebada Graphic y su
mutante G132, cuando dicha hoja era la 5-7 (fase 15-17 de Zadoks), con Graphic mas avanzado. Las
plantas se cultivaron en invernadero. Cuadrados y columnas blancos, Graphic; cuadrados y columnas
negros, G132. Las barras verticales representan la mds (n=5; P< 0.05,). Insercion en (A): Conductancia
estomatica (haz y envés) normalizada a la densidad de estomas en el haz (nmol s™ estoma™) de la seccion
central de las hojas. La conductancia en el estado estable se determind después de unos 20 min en una
atmésfera con 390 pmol mol™ de CO,, iluminancia de 1000 pumol m™? s™, 20 °C y déficit de presion de
vapor de 0.95+0.12 kPa.

En las medidas de las curvas fotosintesis-CO, en los dos estadios de crecimiento,
la conductancia de los estomas cambid poco o aumentd al disminuir el CO,
atmosférico (Ca) en pasos desde 390 a 60 pmol mol™ en unos 10 min (Fig. 3.4),
y disminuyé al aumentar de vuelta C, a 390 pmol mol™ y en pasos sucesivos
hasta 1800 pumol mol™, en un tiempo total de aproximadamente 15 min. El
aumento de gs con C, decreciente fue menor en G132 que en Graphic. En valores
altos de CO;, la conductancia disminuyd con C, creciente en menor medida en
G132 que en Graphic.
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Figura 3.4. Respuestas a corto plazo de la conductancia de los estomas a la concentracién
atmosférica de CO, (Ca) en la cebada Graphic (cuadrados blancos) y el mutante G132 (cuadrados
negros) cultivados en invernadero. Medidas en la hoja mas joven completamente extendida en la fase de
(A) 3 (G132)- 4 (Graphic) hojas; (B) 5 (G132)-7 (Graphic) hojas. Las flechas horizontales muestran el
orden en que la concentracion de CO, se disminuyd y después se aument6. Los numeros son las
pendientes de respuesta de gs a la concentracion descendente o ascendente de CO,. Cada punto es la
media de 5 repeticiones.

Generalmente gs responde méas lentamente que la fotosintesis a cambios en las
condiciones ambientales (Morison, 1998). Por tanto, los cambios a corto plazo de
gs durante las medidas de las curvas fotosintesis/CO, solo son indicativas de la
respuesta inicial gs/CO,. Los parametros de intercambio gaseoso se determinaron
también durante los 40-50 min siguientes a un aumento en un paso desde la
concentracién ambiental de CO, hasta 1800 pmol mol™ con luz roja de alta
intensidad. En Graphic la fotosintesis aumentd inicialmente en pequefia medida y
después permanecié estable (Fig. 3.5A). En G132, en cambio, no se observd
aumento de la fotosintesis durante las medidas. La concentracion intercelular de
CO, disminuy6 més hasta el estado estable en Graphic que en G132 (Fig. 3.5B),
que tuvo mayor C;. La disminucion de gs como fracciéon de su valor inicial
después de 40-50 min en la concentracion elevada de CO, fue menor en G132
gue en Graphic (Fig. 3.6A). G132 mostré mayor gs y menor disminucion de la
misma con el tiempo que Graphic (Fig. 3.6B). Las regresiones de gs frente al
tiempo  (g=A+B-exp®"M)+C.tiempo) para los dos genotipos fueron

significativamente diferentes (Tabla 3.4), siendo mas lenta la velocidad de cierre
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de estomas en el mutante (Fig. 3.6C). Por tanto, la sensibilidad de gs al aumento
de CO; fue menor en el mutante G132 que en Graphic.

El papel de la fotosintesis en la apertura de los estomas se investigd también
suministrado el inhibidor del PSII DCMU a hojas cortadas y manteniendo C;
constante en luz roja brillante. Comenzando unos 10 min desde la transferencia
del extremo cortado de las hojas a una solucion de DCMU 100 pM, la
fotosintesis disminuyo gradualmente hasta alcanzar el punto de compensacion
alrededor de 90 min mas tarde (Fig. 3.7A). La conductancia de los estomas
todavia aumento por unos 20 0 30 min — por més tiempo en Graphic que en G132
- desde la transferencia a DCMU y entonces disminuyd gradualmente. La razén
entre gs final y gs inicial fue menor en G132 que en Graphic (Fig. 3.7C). La
velocidad de disminucion de la conductancia fue significativamente mayor en
G132 que en Graphic (Tabla 3.4; Fig. 3.7E), alcanzando menores valores el
primero. Subsiguientemente, una vez que la fotosintesis estuvo completamente
inhibida, la concentracion de CO, en el aire se disminuyo a alrededor de 50 pmol
mol™, lo que indujo un aumento de la conductancia de los estomas a una
velocidad similar en los dos genotipos (Tabla 3.4; Fig. 3.7B, F). Unos 100 min
desde el descenso del CO,, éste se aumentd a 800 pmol mol™, provocando una
disminucion de la conductancia de los estomas hasta valores muy bajos en unos
90 min (Fig. 3.7B). La fraccion de disminucion en la conductancia estomatica fue
ligera, aunque significativamente mayor (Fig. 3.7D), y la velocidad de descenso
de la conductancia en respuesta al aumento de CO, significativamente menor, en
G132 que en Graphic (Tabla 3.4; Fig. 3.7F).
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Figura 3.5. Cambio con el tiempo en A y Ci tras un aumento de CO,. Cambio con el tiempo en (A) la
fotosintesis y (B) la concentracion de CO, en los espacios intercelulares (C;) tras un aumento de la
concentracion de CO, de la atmésfera de 390 a 1800 pmol mol™ con iluminancia de 1000 pmol m?s™ de
luz roja en Graphic (cuadrados blancos) y G132 (cuadrados negros) cultivados en invernadero. Medidas
en la hoja mas joven completamente extendida en la fase de desarrollo de 5 (G132)-7 (Graphic) hojas.
Las barras verticales representan el doble de los errores estandar de las medias (n=5).
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Figura 3.6. Conductancia de los estomas (gs) tras un aumento de CO, de 390 a 1800 pmol mol™ con
iluminancia de 1000 pumol m? s de luz roja. (A) g, después de 40-50 min respecto a la gg inicial. (B)
Cambio con el tiempo en g, de Graphic (cuadrados blancos) y G132 (cuadrados negros). Se ajustaron
regresiones de la conductancia frente al tiempo de la forma (exponencial mas lineal)
gs=A+B-exp®©™)+C.tiempo. La Tabla 3.4 muestra los parametros de las regresiones y la significacion
estadistica (andlisis de paralelismo) de las diferencias entre genotipos. (C) Velocidades de cambio de g
con el tiempo para Graphic (lineas continuas) y G132 (lineas quebradas), estimadas como derivadas
respecto al tiempo de las curvas en el panel (B). Medidas en la hoja mas joven completamente extendida
en la fase de desarrollo de 5 (G132)-7 (Graphic) hojas de plantas cultivadas en invernadero. Las barras

verticales representan (A) la minima diferencia significativa y (B) el doble de los errores estandar de las
medias (n=5).
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Figura 3.7. Conductancia de los estomas en respuesta al DCMU y CO,. Cambio con el tiempo: (A) en
la fotosintesis (circulos) y la conductancia de los estomas (cuadrados) en Graphic (simbolos blancos,
lineas continuas) y G132 (simbolos negros, lineas quebradas) después de suministrar a tiempo 0 DCMU
100 pM a hojas cortadas mantenidas en 390 pmol mol™ de CO, con iluminancia de 1000 umol m? s™ de
luz roja; C; se mantuvo constante disminuyendo C;; (B) en la conductancia al disminuir C, de 390 a 50
pmol mol™ de CO, y aumentarla posteriormente a 800 pmol mol™ de CO, a continuacién de la exposicion
a DCMU mostrada en el panel (A). La Tabla 3.4 muestra las regresiones de la conductancia frente al
tiempo y la significacion estadistica (analisis de paralelismo) de las diferencias entre genotipos. (C y D) g
final respecto a gs inical después de (C) afiadir DCMU; (D) aumentar el CO, de 50 a 800 pmol mol™. (Cy
D) Velocidades de cambio de gs con el tiempo, estimadas como derivadas respecto al tiempo de las
curvas en los paneles (A) y (B), respectivamente. Medidas en la hoja mas joven completamente extendida
en la fase de desarrollo de 5 hojas de plantas cultivadas en invernadero. Las barras verticales representan
(A, B) el doble de los errores estandar de las medias y (C,D) la minima diferencia significativa (n=6).
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Tabla 3.4. Regresiones gs-tiempo y probabilidades en Graphic y G132. Parametros de regresion y probabilidades en el anlisis de paralelismo de las curvas de
respuesta gs-tiempo (t) mostradas en las figuras indicadas. Se ajusté una secuencia de modelos de regresion a los valores para Graphic y el mutante G132 cultivados en
invernadero. El primer modelo a ajustar fue una curva Unica con parametros comunes para ambos genotipos. A continuacion, el modelo se extendio para incluir una
constante (A) diferente para cada genotipo, dando dos curvas paralelas. El siguiente modelo tuvo todos los parametros lineales diferentes para cada genotipo.
Finalmente, se ajustaron curvas con todos los parametros diferentes en los dos genotipos. Se seleccion6 el modelo de regresion significativo con mayor complejidad
(en negrita).

Experimento Funcién Genotipo  Parametros de la regresion P en el analisis de varianza de la regression

param. constantes param. lineales  todos los param.

A B C k D E

comunes separadas separados separados

1800 pmol mol™ CO, Graphic 3833 7404 -0.180 -0.2369 <.001 <.001 <.001 <.001
g=A+B exp®+C-t

(Fig. 3.6A) G132 4970  139.20 0.215 -0.0643
390 pumol mol™* CO, DCMU 0s=A+(B+C-1)/(1+D-t+E-t Graphic ~ 147.60 49.67 -0.415 -0.0249 3.4E-04 <.001 <.001 <.001 0.658
(Fig. 3.7A) h G132 120.60 67.13  -0.945 -0.0249 3.4E-04
50 pumol mol* CO, con DCMU  gi=A+B-exp®? Graphic ~ 198.00 -49.26 -0.0186 <.001 <.001 0.315
(Fig. 3.7B) G132 162.40 -49.26 -0.0186
800 pmol mol™* CO; con DCMU  gs=A+(B+C-1)/(1+D-t+E-t  Graphic ~ 44.17  54.32  -0.369 -0.0169 8.2E-05 <.001 <.001 <.001 0.227

a

(Fig. 3.7B) G132 22.08 4244  -0.269 -0.0169 8.2E-05




Resultados

3.1.5. Contenido de clorofilas

El contenido de clorofila a, clorofila b y clorofila total en el primer estadio
aumento en los dos genotipos de la hoja a la b y disminuyo6 en la ¢ (Fig. 3.8). En
la fase 15-17, el contenido de clorofilas cambid poco entre hojas en G132 y
disminuyé en Graphic en las hojas b y c respecto a la a. En la primera fase
Graphic tuvo maés clorofila a y clorofila total que G132 en todas las hojas. La
diferencia entre genotipos en contenido de clorofila b tuvo la misma tendencia

pero menor magnitud, y solo alcanzo significacion en la hoja c.

G132 Graphic

mg-gPF™

Clorofila

Figura 3.8. Contenido en clorofilas en hojas de Graphic y G132. Contenido en clorofilas a y b,
clorofilas totales y razon clorofila a/b de la hoja mas joven completamente extendida (hoja a) y las dos
inferiores (hojas b y ¢) de la cebada Graphic y su mutante G132, cuando la hoja a era la (A) 3-4 (fase 13-
14 de Zadoks) y (B) 5-7 (fase 15-17 de Zadoks), con Graphic mas avanzado. Las plantas se cultivaron en
invernadero. Las barras verticales representan minimas diferencias significativas para la interaccion
genotipo x hoja (n=5; P<0.05).

En la fase 15-17 Graphic tuvo mas clorofilas en la hoja a que G132, pero tuvo un
contenido similar al de este Gltimo en las dos hojas de mas edad. Con respecto a
la razon clorofila a/clorofila b, en la primera fase las hojas a y b de G132
mostraron valores menores que la hoja ¢ y que las tres hojas de Graphic, que al
mismo tiempo no mostraron diferencias entre si. En la fase mas tardia no hubo

diferencias significativas entre hojas en la razon clorofila a/clorofila b.
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3.1.6. Contenido de carbohidratos

El contenido de hexosas libres no fue detectable en las muestras del primer
estadio con el analisis fluorimétrico utilizado (menos de 0.3 pumol g PF?),
mientras que en la segunda fase si se detectaron, encontrandose mayores
contenidos en Graphic que en G132 (Tabla 3.5). Aunque la diferencia entre hojas
no fue significativa, los contenidos de glucosa y fructosa en la segunda fase
tendieron a ser mayores en la hoja a que en las b y ¢ de G132 y a aumentar de la a
ala by disminuir en la ¢ en Graphic. Los contenidos de sacarosa fueron mayores

en Graphic que en G132 en los dos estadios.

Tabla 3.5. Contenido de carbohidratos en hojas de Graphic y G132. Contenido (umol-g PF-1) en
glucosa (Glc), fructosa (Fru), sacarosa (Sac), glucosa + fructosa de los fructanos (Ftn (Glc+Fru)) y
glucosa del almidén (Alm) de la hoja mas joven completamente extendida (hoja a) y las dos inferiores
(hojas b y c) de la cebada Graphic y su mutante G132, cuando la hoja a era la 3-4 (fase 13-14 de Zadoks)
y 5-7 (fase 15-17 de Zadoks), con Graphic mas avanzado. Ftn(Fru/Glc), razén de los contenidos de
fructosa y glucosa de los fructanos. Las plantas se cultivaron en invernadero. mds, minima diferencia
significativa. Los nlimeros en negrita representan efectos significativos (n=5; P<0.05).

Genotipo

mds
G132 Graphic
Hoja a b c a b c Gtpo Hoja G x Hoja

Fase 13-14 Glc - - - - -

Fru - - - - -

Sac 5.60 7.63 491 13.90 1591 16.73 2.01 2.46 3.48

Ftn (Glc+Fru) 0.92 1.32 1.05 1.94 251 31 0.765 0.937 1.325

Ftn(Fru/Glc) 05 2.8 0.9 3.7 2.3 2.0 1.56 191 2.70

Alm 0.75 1.74 0.93 271 4 41 0.577 0.707 1.000
Fase 15-17 Glc 3.37 1.66 0.89 6.34 7.29 5.47 1.307 1.6 2.263

Fru 3.08 171 11 6.59 10.19 9.46 2.242 2.745 3.883

Sac 9.09 9.20 9.04 20.66 18.08 12.90 1.943 2.379 3.365

Ftn (Glc+Fru) 13.9 141 16.9 26.2 30.7 175 10.98 13.44 19.01

Ftn(Fru/Glc) 1.8 2.3 1.9 34 40 3.8 1.10 1.34 1.90

Alm 0.33 0.28 0.49 7.34 3.8 1.18 0.847 1.037 1.467

En el primer estadio, aunque los contenidos de sacarosa no fueron
significativamente diferentes entre hojas de una misma variedad, en G132
tendieron a aumentar de la hoja a a la b y a disminuir en la ¢, mientras que en
Graphic tendieron a ser menores en la hoja a que en las otras dos. En el segundo
estadio, en el mutante los valores fueron semejantes para todas las hojas,
mientras que en Graphic la hoja mas antigua mostrd6 menos contenido de
sacarosa. En cuanto a los fructanos, en los dos estadios se encontraron diferencias

significativas entre ambos genotipos, siendo en Garphic méas abundantes; no hubo
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diferencias significativas entre hojas en el contenido de fructanos . La razon entre
fructosa y glucosa procedentes de la degradacion de estos carbohidratos es
indicativa de la presencia de fructanos y su grado de polimerizacion. Los valores
inferiores a 2 en hojas de G132 (excepto la hoja b) de los dos estadios indican
ausencia de fructanos e interferencia de otros compuestos en el anélisis. Los
ensayos enzimaticos realizados excluyen que se trate de carbohidratos de la serie
de la rafinosa. En Graphic esta razon superé dicho umbral, alcanzando como
promedio valores mas altos en el segundo estadio. Los valores de almidon en los
dos estadios fueron también mayores en Graphic que en G132. En el primero
hubo menos almidén en la hoja a que en las de mas edad en ambos genotipos,
mientras que en el segundo los valores fueron semejantes entre hojas para el
mutante y distintos para Graphic, siendo la hoja mas joven la que mas

abundancia mostré y la hoja mas antigua la que menos.

3.1.7. Contenido de nitrato y aminoacidos

3.1.7.1. Contenido de nitrato

El contenido de nitrato en el primer estadio de muestreo mostr6 en G132 una
disminucion de la hoja a a las de mas edad y en Graphic una tendencia a
aumentar de la hoja a a la b y una disminucidn significativa en la c respecto a la b
(Fig 3.9A). Los contenidos de nitrato de los dos genotipos no fueron
significativamente diferentes. En el segundo estadio, los valores de nitrato
descendieron respecto al primero, de forma mas acusada en Graphic que en
G132, que mostro mas contenido de nitrato que Graphic. No hubo diferencias

significativas entre hojas en el contenido de nitrato en este estadio.
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Figura 3.9. Contenido de nitrato y aminoacidos en hojas de Graphic y G132. Contenido de (A)
nitrato y (B) aminoacidos de la hoja mas joven completamente extendida (hoja a) y las dos inferiores
(hojas b y c) de la cebada Graphic y su mutante G132, cuando la hoja a era la 3-4 (fase 13-14 de Zadoks)
y 5-7 (fase 15-17 de Zadoks), con Graphic mas avanzado. Las barras verticales representan minimas
diferencias significativas para la interaccién genotipo x hoja dentro de cada fase (n=5; P<0.05).

3.1.7.2. Contenido de aminoéacidos

El contenido en aminoacidos fue cerca del doble en Graphic que en G132 en la
primera fase (Fig 3.9B), en la que no hubo diferencias entre hojas en dicho
contenido. En la segunda fase de crecimiento, también hubo mayor contenido de
aminoéacidos en Graphic que en G132, pero las diferencias fueron menores que en
la primera fase. Ambos genotipos mostraron mayores contenidos en la hoja a que

enlabyc.

3.1.8. Contenido de proteinas y actividades enzimaticas

3.1.8.1. Contenido de proteina total, soluble, Rubisco y de membrana

G132 mostrd un contenido de proteinas significativamente menor que Graphic,
excepto para la proteina soluble menos proteina Rubisco, en el primer estadio
(Tabla 3.6). En ambos genotipos la tendencia fue que la hoja a tuvo menos
cantidad de proteina soluble, de membrana y total que la hoja b, mientras que la
hoja ¢ tuvo una cantidad inferior a ambas. En cuanto al contenido de enzima

Rubisco, en G132 se mantuvo esta tendencia, siendo significativa, mientras que

105



Resultados

el genotipo silvestre tuvo mayor contenido de Rubisco en la hoja més joven que
en las inferiores. El contenido de proteina soluble restando la cantidad de enzima
Rubisco fue inferior en la hoja b que en las otras dos en G132. En Graphic, en
cambio, dicho contenido fue inferior en la hoja a que en las hojas b y c. Los
western blots mostraron un polipéptido de 33 kDa que reacciond con el
anticuerpo para la subunidad grande de la Rubisco (RbcL). Como fraccién de
RbcL total, el polipéptido de 33 kDa tendid a ser mayor en G132 que en Graphic,
y en las hojas de méas edad que en las mas jovenes de ambos genotipos (Fig.
3.10).

Tabla 3.6. Contenido de proteinas en hojas de Graphic y G132. Contenidos (mg g PF™) de proteina
soluble, de membrana, total, Rubisco, soluble menos Rubisco y Rubisco como porcentaje de la proteina
soluble en la hoja mas joven completamente extendida (hoja a) y las dos inferiores (hojas b y c) de la
cebada Graphic y su mutante G132, cuando la hoja a era la 3-4 (fase 13-14 de Zadoks) y 5-7 (fase 15-17
de Zadoks), con Graphic mas avanzado. mds, minima diferencia significativa. Los nimeros en negrita
representan efectos significativos (n=5; P<0.05).

Genotipo
mds
G132 Graphic

a b c a b c Gtpo Hoja GxH

Fase 13-14 Prot Rubisco 14 25 0.95 6 4.6 51 0.45 0.52 0.77
Prot. soluble 7.1 7.3 5.7 11 12.2 10.8 0.52 0.64 0.90

Prot. membrana 6.8 9.0 5.2 8.9 9.5 7.2 1.00 1.23 1.73

Prot. Sol.-Rbco. 5.8 3.7 5.9 5.3 6.8 6.2 0.86 1.05 1.48

Prot. total 13.8 16.4 10.9 19.9 21.8 18 111 1.36 1.92

Fase 15-17 Prot. Rubisco 1.6 1.6 11 5.3 33 2.3 0.80 0.98 1.39
Prot. soluble 75 6.2 6 124 8.7 6.4 1.01 1.24 1.75

Prot. membrana 29 3.2 31 8.7 5 3.6 1.14 14 1.98

Prot. Sol.-Rbco 5.9 4.9 5.1 7.1 5.4 4.1 1.08 1.33 1.87

Prot. total 10.5 9.4 9.1 21.1 13.7 10 1.73 212 3.00

En el segundo estadio los contenidos de proteina Rubisco, soluble, de membrana
y total fueron también menores en G132 que en Graphic, excepto para la hoja ¢
(Tabla 3.6). Al restar la cantidad de enzima Rubisco de la cantidad de proteina
soluble, se observd que no hubo diferencias significativas entre genotipos. Las
tres hojas de G132 mostraron un contenido similar de todas las fracciones de
proteina, mientras que en Graphic dichas fracciones disminuyeron al aumentar la
edad de la hoja. La fraccion del polipéptido de 33 kDa en el total de RbcL fue
mucho mayor en las hojas a y b de G132 que en las de Graphic, mientras que fue
no significativamente mayor que en la hoja ¢ del mutante (Fig. 3.10). Esta hoja
de mas edad tuvo més porcentaje de 33 kDa en el total de RbcL que las hojas mas

jévenes en los dos genotipos, de modo estadisticamente significativo en Graphic.
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Figura 3.10. Polipéptido de 33 kDa como porcentaje de la subunidad grande de Rubisco en Graphic
y G132. La hoja mas joven completamente extendida (hoja a,) y las dos inferiores (hojas b y c) de cebada
Graphic y su mutante G132, cuando la hoja a era la 3-4 (fase 13-14 de Zadoks, barras blancas) y 5-7 (fase
15-17 de Zadoks, barras rayadas), con Graphic mas avanzado. Las barras verticales representan minimas
diferencias significativas para la interaccién genotipo x hoja dentro de cada fase (n=5; P<0.05).

3.1.8.2. Ensayos enzimaticos in vitro

3.1.8.2.1. Actividad Rubisco

La actividad inicial y total de la enzima Rubisco en los dos estadios fue mayor en
Graphic que en G132, aunque la diferencia de actividad total de la hoja c en el
segundo estadio no fue significativa (Fig. 3.11). El porcentaje de activacion de la
enzima fue mayor en G132 que en Graphic en ambas fases de crecimiento. En la
primera fase no se encontraron diferencias significativas entre hojas, pero la
actividad inicial tendié a ser menor en la hoja a que la hoja b de G132. En la
segunda fase, las actividades Rubisco inicial y total mostraron tendencias

decrecientes de la hoja més joven a la de més edad en los dos genotipos.
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Figura 3.11. Actividad y estado de activacion de Rubisco en Graphic y G132. La hoja mas joven
completamente extendida (hoja a) y las dos inferiores (hojas b y c) de la cebada Graphic y su mutante
G132, cuando la hoja a era la (A) 3-4 (fase 13-14 de Zadoks) y (B) 5-7 (fase 15-17 de Zadoks), con
Graphic mas avanzado. Las barras verticales representan minimas diferencias significativas para la
interaccion genotipo x hoja (n=5; P<0.05).

3.1.8.2.2. Actividad nitrato reductasa

Los valores de actividad de la nitrato reductasa fueron en el primer estadio
mayores en Graphic que en G132, tanto para la actividad maxima, como para la
selectiva (Fig. 3.12), que mostraron valores mayores en la hoja b que en las
restantes en G132 y valores similares en las tres hojas de Graphic. La activacion
de la enzima fue mayor en Graphic que en G132 y menor en la hoja ¢ que en las
mas jovenes En el segundo estadio la actividad enzimatica fue mayor en G132
gue en Graphic, cuyos valores de actividad descendieron mas de 12 veces
respecto al primer estadio, mientras que el mutante mostrd6 menores descensos.
Las diferencias entre hojas en actividad nitrato reductasa no fueron significativas
en el segundo estadio. No hubo diferencias entre hojas en la activacion de la
enzima, que fue mayor en G132, al contrario de lo observado en el primer

estadio.
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Figura 3.12. Actividad y estado de activacion de nitrato reductasa en Graphic y G132. La hoja méas
joven completamente extendida (hoja a) y las dos inferiores (hojas b y ¢) de la cebada Graphic y su
mutante G132, cuando la hoja a era la (A) 3-4 (fase 13-14 de Zadoks) y (B) 5-7 (fase 15-17 de Zadoks),
con Graphic mas avanzado. Las barras verticales representan minimas diferencias significativas para la
interaccion genotipo x hoja (n=5; P<0.05).

3.1.9. Niveles de ARNm

3.1.9.1 Identificacién de genes y cebadores para RT-gPCR

En base a los resultados del chip de ARN descritos mas adelante, se
seleccionaron los genes de interés que mostraron una expresion diferencial en
G132 y Graphic (Tabla 3.7). Estos genes se relacionan con diversos aspectos del
metabolismo y otras funciones celulares de interés en la caracterizacion del
mutante. Se comprobd que los cebadores disefiados para gPCR (Tabla 3.7)
amplificaban para un unico producto atendiendo a su curva de disociacion por
temperatura y al tamafio esperado de amplicon en gel de agarosa. Se sigui6é un
procedimiento similar para la adopcién de genes de referencia y se tuvo en cuenta
el umbral de ciclo (Cy).

3.1.9.2 Abundancia de transcritos génicos

En la primera fase de crecimiento, la abundancia de transcritos de genes para el
complejo de captacion de la luz y la proteina psbP, del PSII, asi como para las
proteinas psaA y psaB, del PSI, y la subunidad grande (rbcL) de Rubisco fue
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mayor en G132 que en Graphic (Tabla 3.8). En contraste, los genes para las
proteinas psbQ y psbR, integrantes o asociadas al complejo de produccion de
oxigeno del PSII, y para la protoclorofilida reductasa A, de la sintesis de clorofila
(tetrapirrol), se subexpresaron en el mutante en comparacion con el tipo silvestre,
el Gltimo fuertemente. El nivel de transcritos para enzimas de la sintesis de
fructanos (1-SST y 6-SFT) disminuyd también fuertemente en G132 respecto a
Graphic. La expresion para la xiloglucano endotransglicosilasa, implicada en la
modificacion de la pared celular, disminuy6 en G132 respecto a Graphic en las
dos hojas mas jovenes, pero aumentd en la hoja de mas edad. La abundancia de
transcritos para la subunidad alfa de la ARN polimerasa plastidica, implicada en
la transcripcion de ARN, y para las proteinas ribosémicas S3 y L6 (subunidades
30S y 50Ss, respectivamente) del cloroplasto aumentaron fuertemente en el
mutante respecto a Graphic. Por el contrario, los niveles de dos transcritos de
genes para la sintesis de ADN (estructura de la cromatina) disminuyeron
fuertemente en G132. Finalmente, el transcrito para una proteina similar a la
proteina quinasa HT1, implicada en la respuesta al CO, de la apertura de los
estomas, fue menos abundante en G132 que en Graphic, significativamente para

la hoja més joven.

Tabla 3.7. Lista de genes y cebadores para gqRT-PCR y pares de cebadores correspondientes. Se indica
el unigen del ensamblaje 35 de HarvEst barley, la accesidn correspondiente en GenBank, la descripcion
del gen obtenida en bases de datos, y los cebadores directo (D) e inverso (1). Se conserva la denominacion
inglesa encontrada en las bases de datos.

GENBANK UNIGENE DESCRIPCION SECUENCIA (5'-3")
photosystem 11 light harvesting chlorophyll CATCCCCTCACGGCTTTCTT
AK356022 35189 L .
a/b binding protein CGCCGCCATTGTAGAGCTAA
photosystem 11 light harvesting chlorophyll CGCCACCAACTTTGTTCCTG
AK361860 35_28165 L .
a/b binding protein ATCGAAGGCGGGCAAATCTT
GCGGATTATAACCGTCAGGACA
AK365564 35_15169 photosystem Il subunit R
TGTGAGAGAGCTTAGCACTGAA
AAAGGGGACTACGCAGAAGC
AK360942 35_26681 Oxygen evolving enhancer protein 3 (PshQ)
AGCTCTTGATCCGGCAAACA
GACCTAGGCCCTCCTGAGAA
AK252670 35_6275 photosystem 11 reaction center PsbP
ATAGAGCTTGCCATCGTCCG
35_31646 CGCAAGGAAAGCGAAAACCT
KC912689 photosystem | P700 apoprotein A1/ psaA
ATTTGCTCGGAGTTCCCGTT
CATTGAAAGCGGGGCCATTC
AGP50910 35 34138 photosystem | P700 apoprotein A2
TGCTCATGGCAAGACGACAT
ACGTGCTCTACGTTTGGAGG
AGP50919 3538001 Rubisco large subunit (RbcL)
GCGGGCCTTGGAAAGTTTTT
U43493 Rubisco small subunit (Rbcs) ACCAACATGCTCGAGAAAGCA
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GENBANK UNIGENE DESCRIPCION SECUENCIA (5'-3")
GTGTGGCGTGCAAAGATGT
GTCAGAGGAGGAACTACGCAC
AK357958 35_2595 Glycosyl hydrolase
GGCGGTCGAGTCTGTCATAA
GTCCCGGAACCTTGTCCAAT
AK253058 351173 Sucrose: fructan 6-fructosyltransferase
GGTAGCACCGTCATAGAGCC
GGCCAGGAAACAATCTACCCA
AK366020 35_15653 Sucrose: sucrose 1-fructosyltransferase
GGGATGAGAATGACGCGAGA
CCGCTCGGGTACCACTAATC
AK369112 Contigl5936_at  Alternative oxidase 1A
TATGGTCCGTTGAACCACCG
AACACAAGTTTCCATCCAGCA
AK358343 35_31642 Xyloglucan endotransglycosylase 3
GTTGCGTGCTCCCAAAAGTA
glycerophosphodiester phosphodiesterase / TTTCCTGACTCCAGTGACGC
AK248297 35 17079
phosphoric diester hydrolase GTCTGGAAGGCAGATGCCAA
ACCGATCGATGTTTTGCCCT
AK358128 35 17981 Nitrate reductase [NADH]
ACAAACACACCCTCAATCGGA
oxidoreductase/ protochlorophyllide CGTGTACTGGAGCTGGAACA
X15869 3514488
reductase GGATTTGCGGTGGATCATGC
CATAGATCGAGCGGTGGCTA
AK359654 351389 structural constituent of cell wall
AATCCGGGCCATCATGCTC
TGCTTCTCTAGAGTGTCCCA
AGP50941 35 13021 RNA polymerase alpha subunit
TGAGAATTGACAGTTTTCGTATGGA
Minichromosome maintenance/DNA- GAAGGGCGTGGGATCATCAA
AK357412 35 15515
dependent ATPase GGTCACCTCGCTCTTGAACA
TCACCATCATGCCCAAGGAC
AK354750 35 14051 histone H3
CGCAGCTGACACATCACAGA
TGTTTGGAGGGGAAGTCTGC
AGP50948 35 8551 ribosomal protein S3 (chloroplast)
GGGTCGTCTCGGAGGAAAAG
AGTGTAACCGGTTTGTCGGG
AGP50947 35_16486 ribosomal protein L16 (chloroplast)
ATATGCACGTCGTGGTGGAA
CAACGGCAACGCTTACAACA
AK369833 3520431 protein (tyrosine) kinase
TCACAGCAGTAGACCTCCCA
TAATCGTCACGCCCTGGAAT
AK365098 35_1989 leucine-rich repeat family protein
ACGAGTTGTTGCGCTGAAGA
CCAACACAAGCAGCAAGACC
AK368060 35 38703 SLAH3
GAAGCCGTCGAGATGGGAAA
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Tabla 3.8. Nivel de expresion génica en hojas de Graphic y G132 (fase 13-14 Zadoks). La hoja méas joven completamente extendida (hoja a) y las dos inferiores
(hojas b y c) de la cebada Graphic y su mutante G132, cuando la hoja a era la 3 (G132)- 4 (Graphic) (fase 13-14 de Zadoks), estando Graphic mas avanzado en el
crecimiento. Con un mapa de calor, los nimeros indican el cambio de expresion (razon de logaritmos en base 2) entre genotipos (Graphic como referencia), entre hojas
(hoja a como referencia) y en la interaccidn genotipo x hoja (hoja a de Graphic como referencia). Las categorias funcionales se anotaron con Mercator. P, probabilidad
en el analisis de la varianza para los efectos del genotipo, la posicion de la hoja y la interaccion de ambas; los nimeros en negrita representan efectos significativos
(n=3; P<0.05).

Genotipo x Hoja

-4_ _4 Genotipo Hoja G132 Graphic P

Categoria funcional Nombre %ﬁi’ hoja b hoja ¢ hoja a hoja b hoja ¢ hoja b hoja ¢ Gtpo  Hoja GxH
PS.lightreaction.photosystem 1I.LHC-II LHCII 212 - -2.27 1.85 -1.02 -0.12 <.001 <.001 0.025
PS.lightreaction.photosystem II.LHC-II LHCII 1.4 -1.36 -1.72 0.86 -0.14 -0.45 -2.39 <.001 <001 0.841
PS.lightreaction.photosystem 11.PSII polypeptide psbR -1.41 1.26 1.32 -1.98 -1.05 0.37 1.34 0.89 <.001 <.001 0.002
PS.lightreaction.photosystem 11.PSII polypeptide psbQ -0.53 0.46 0.35 -0.19 0.17 -0.3 0.55 0.66 0.006 0.098 0.148
PS.lightreaction.photosystem 11.PSII polypeptide psbP 1.16 0.25 0.11 0.48 0.98 1.03 -0.18 -0.88 <.001 0.108 <.001
PS.lightreaction.photosystem 1.PSI polypeptide psaA 2.68 -0.12 -0.45 224 2.25 1.86 -1.05 -0.86 <.001 0.029 0.108
PS.lightreaction.photosystem 1.PSI polypeptide psaB 1.88 -0.29 -0.48 1.44 1.37 1.09 -1.07 -0.88 <.001 0.019 0.308
PS.calvin cycle.rubisco large subunit rbcL 1.26 -0.43 -0.17 0.63 0.45 0.85 -0.94 -1.14 <.001 0.031 0.006
PS.calvin cycle.rubisco small subunit rbcs 0.17 -0.42 -0.56 -0.37 -0.37 -0.45 -0.85 -1.06 0.334 0.028 0.051
major CHO metabolism FEH -0.68 -0.78 -1.76 -1.08 -1.38 -2.27 -1.08 -2.15 0.027 <.001 0.061
major CHO metabolism 6-SFT -2.69 0.03 -0.48 -2.04 - -0.32 -0.69 <.001 0.214 0.045
major CHO metabolism 1-SST -2.5 0.05 0.12 -2.08 -2.47 -0.15 0.01 <001 0957 0.731



Genotipo x Hoja

-_4 4 Genotipo G132 Graphic P
. . G132/ - . - - . . . .

Categoria funcional Nombre GRA hoja b hoja ¢ hoja a hoja b hoja ¢ hoja b hoja ¢ Gtpo  Hoja GxH

mitochondrial electron transport Alternative oxidase 1A -1.25 1.65 231 0.58 1.67 1.05 221 <.001 <.001 <.001
A Xyloglucan ) )

cell wall.modification endotransglycosylase 0.47 - 0.59 - 0.14 <001 0.052
. . . glycerophosphodiester ) ) ) : : ) )
lipid degradation.lysophospholipases phosphodiesterase 0.01 0.86 1.22 0.16 1.05 1.03 0.55 1.23 0.957 0.001 0.469
N-metabolism.nitrate metabolism.NR Nitrate reductase [NADH] -0.14 -0.59 -0.26 -0.07 -1 -0.21 -0.34 -0.38 0.205 0.001 0.057
tetrapyrrole synthesis 'Iz‘rotochlorophylllde reductase - -1.44 - -1.45 - <001 <.001 <.001
misc.protease inhibitor/seed storage/lipid transfer . )
protein (LTP) family protein cell wall constituent 0.31 0.25 0.34 0.34 0.83 0.37 0.15 0.66 0.245 0.579 0.164
RNA. transcription plastid RNA polymerase alpha 5 1 096 021 219 105 = 205 032 056 <001 0021 0032
DNA .synthesis/chromatin structure DNA-dependent ATPase - -0.86 -0.49 _ -1.03 -0.51 <.001 0.244 0.193
DNA.synthesis/chromatin structure.histone histone H3 -2.13 1.2 1.96 -1.19 -1 -0.02 1.49 2.2 0.003 0.038 0.136
protein.synthesis.ribosomal ribosomal protein S3 242 0417 056 208 1.99 -0.54 012 <001 <001 0.005
protein.prokaryotic.chloroplast.30S subunit (chloroplast) : ' ' : ’ ' ' ' ' '
protein.synthesis.ribosomal ribosomal protein L16 ) ) ) )
protein.prokaryotic.chloroplast.50S subunit (chloroplast) 2 ot e R 2 gee es Ut <001 0041 0.3
protein.postranslational modification iPreonine-protein kinase htL- g gg 1 11 418 187 477 117 14 0002 <001 004
protein.degradation.ubiquitin.E3.SCF.FBOX :)er‘(’)%?rf'”‘:h repeat family 0.04 0.16 0.59 036  -0.01 058 -0.01 0.26 0783 0003 0.12
transport.metabolite transporters SLAHS Ca-dicarboxylate 0.62 0.14 0.6 013 012 -046 002 112 0021 0109 0.009

transporter




Resultados

En la primera fase de crecimiento hubo mayor nivel de transcritos para proteinas
de antena del PSII en la hoja méas joven que en las de mas edad, y mayor nivel de
transcritos para las proteinas psaA y psaB del PSI en las dos hojas mas jovenes
que en la de més edad (Tabla 3.8). Los transcritos para las proteinas psbQ y psbR
del PSII aumentaron de la hoja a hasta la b, con resultados méas variables para la
hoja c, tanto en G132 como en Graphic. El transcrito de la proteina psbP, también
del complejo de formacion de oxigeno del PSII, siguio la misma pauta que las
anteriores en G132, pero disminuyé de la hoja méas joven hasta la antepenultima
en Graphic. La expresion génica para las dos subunidades de Rubisco cambi6 en
hojas de mas edad respecto a la hoja mas joven de modo diferente en los dos
genotipos, mostrando poca variacion en G132 y disminucion en Graphic. El nivel
de transcrito para la oxidasa alrernativa 1A mitocondrial fue menor en la hoja a
que en las hojas b y ¢ de los dos genotipos, con mayores diferencias en el
genotipo silvestre que en el mutante. Los transcritos para la sintesis de fructanos
(1-SST y 6-SFT) aumentaron en G132 de la hoja a a la b y disminuyeron en la
hoja c; en Graphic disminuyeron o cambiaron poco con la edad de la hoja. Los
transcritos para fructano exohidrolasa y xiloglucano endotransglicosilasa de
pared celular decrecieron, el segundo fuertemente, en hojas de mas edad
comparadas con la hoja mas joven de los dos genotipos. La abundancia de
transcritos para glicerofosfodiester fosfodiesterasa, implicada en degradacion de
lipidos, nitrato reductasa y protoclorofilida reductasa A disminuyd en hojas de
mas edad comparadas con la hoja més joven. La expresion génica para la histona
H3 (estructura de la cromatina) fue menor en la hoja a que en hojas mas viejas.
Los niveles de mensaje para la subunidad alfa de la ARN polimerasa fueron
menores en la hoja b que las hojas a y ¢ de G132, mientras que disminuyeron al
progresar la edad de la hoja en Graphic. La abundancia de transcritos para la
proteina ribosémica S3 fue mayor en la hoja ¢ que en las mas jovenes de G132,
pero disminuyo en la hoja b comparada con las otras dos de Graphic. El transcrito
para la proteina ribosémica L6 fue menos abundante en la hoja b que en las hojas
a y c. El nivel de transcrito para la proteina similar a la proteina quinasa HT1
decrecid en las hojas de mas edad comparadas con la hoja a, mientras que una
proteina de la familia rica en leucina (ubiquitina), involucrada en la degradacion

de proteinas, tuvo la tendencia opuesta.
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Tabla 3.9. Nivel de expresion génica en hojas de Graphic y G132 (fase 15-17 Zadoks). La hoja mas joven completamente extendida (hoja a) y las dos inferiores
(hojas b y c) de la cebada Graphic y su mutante G132, cuando la hoja a era la 5 (G132)- 7 (Graphic) (fase 15-17), estando Graphic mas avanzado en el crecimiento.
Con un mapa de calor, los nimeros indican el cambio de expresidn (razén de logaritmos en base 2) entre genotipos (Graphic como referencia), entre hojas (hoja a
como referencia) y en la interaccién genotipo x hoja (hoja a de Graphic como referencia). Las categorias funcionales se anotaron con Mercator. P, probabilidad en el
andlisis de la varianza para los efectos del genotipo, la posicion de la hoja y la interaccion de ambas; los nimeros en negrita representan efectos significativos (n=3;
P<0.05).

Genotipo x Hoja

-4_ _4 Genotipo Hoja G132 Graphic P

Categoria funcional Nombre ((351R3§/ hoja b hojac hojaa hoja b hojac hoja b hojac Gtpo Hoja GxH
PS.lightreaction.photosystem 1I.LHC-II LHCII CAB-1 -2.04 -1.04 <.001 <.001 <.001
PS.lightreaction.photosystem II.LHC-II LHCII CAB-2 - <001 <.001 0.002
PS.lightreaction.photosystem 11.PSII polypeptide psbR 2.19 2.23 <.001 <.001 0.007
PS.lightreaction.photosystem I1.PSII polypeptide pshQ -1.83 -0.62 1.25 -1.48 -1.9 -0.8 -0.71 1.41 <.001 <.001 <.001
PS.lightreaction.photosystem 11.PS1I polypeptide psbP 1.74 -1.14 -0.78 1.09 0.21 0.69 -1.93 - <001 0.008 0.603
PS.lightreaction.photosystem 1.PSI polypeptide psaA 2.21 -0.78 -1.44 1.96 1.29 0.59 -1.32 -1.77 <.001 <.001 0.004
PS.lightreaction.photosystem 1.PSI polypeptide psaB - 0.07 -0.22 0.94 1.68 <001 0591 0.076
PS.calvin cycle.rubisco large subunit rbcL 2.23 -0.6 0.09 -0.51 1.78 <.001 0.27 0.307
PS.calvin cycle.rubisco small subunit rbcS 0.81 -1.38 -1.52 0.31 -0.58 -0.82 - -2.19 0.004 <.001 0.685
major CHO metabolism FEH 1.73 0.32 1.28 -0.32 2.02 <.001 0.001 0.552
major CHO metabolism 6-SFT 2.05 -0.55 0.07 -0.35 1.87 <.001 0.296 0.183
major CHO metabolism 1-SST 0.04 0.08 0.06 0.06 0.08 0.723 087 0.973




Genotipo x Hoja

-_4 4 Genotipo Hoja G132 Graphic P
. . G132/ - . . - . ) . .
Categoria funcional Nombre GRA hoja b hojac hojaa hoja b hojac hoja b hojac Gtpo Hoja GxH
mitochondrial electron transport Alternative oxidase 1A - 0.81 1.05 _ 0.81 1 <.001 0.019 0.045
cell wall.modification Xyloglucan 0.75 129 -1.94 145  -051  -1.08 -0.28  -1.02 0044 <001 001

endotransglycosylase

glycerophosphodiester

phosphodiesterase -0.41 0.3 1.58 11 1.55 0.97 -0.1

lipid degradation.lysophospholipases 0.098 <.001 <.001

N-metabolism.nitrate metabolism.NR N|tre[1lt\7AreDd|:5:tase - -0.68 -1.46 - 1.97 1.13 -0.74 -1.22 <.001 <.001 <.001
. Protochlorophyllide
tetrapyrrole synthesis reductase A 0.06 -1.34 -1.29 0.37 -1.09 -1.51 -1.19 -0.77 0.688 <.001 0.032
ﬁgf;gtmeﬁs; F;rr‘gt'gl':‘m’ seed storage/lipid transfer protein o\ o)) constituent ~ -0.03 0.85 - _ 058 - 0898 <001 <001
plastid RNA
RNA transcription polymerase alpha 1.72 -1.13 -1.25 1.57 0.44 0.48 -1.12 -1.88 <.001 <.001 0.155
subunit

DNA synthesis/chromatin structure DN/ dependent 0.62 051 <001 <001 <001
DNA .synthesis/chromatin structure.histone histone H3 0.71 0.64 <.001 <.001 <.001
protein.synthesis.ribosomal ribosomal protein S3 _ ) ) ) ]
protein.prokaryotic.chloroplast.30S subunit (chloroplast) B LA U S vz <001 0.009 0.008
protein.synthesis.ribosomal ribosomal protein L16 ) )

protein.prokaryotic.chloroplast.50S subunit (chloroplast) UES By <001 <001 <001
protein.postranslational modification threonine-protein 0.33 114 122 057 09 077 076  -1.06 0184 <001 0.249

kinase htl-like

leucine-rich repeat

SLAH3 C4-
transport.metabolite transporters dicarboxylate -1.36 0.02 -0.95 -0.5 1.22 -0.26

transporter

protein.degradation.ubiquitin.E3.SCF.FBOX

<.001 <001 <.001




Resultados

En la fase 15-17 de crecimiento (Tabla 3.9), excepto por el nivel menor de
transcrito para psbQ, las hojas de G132 tuvieron en comparacion con Graphic
niveles incrementados de transcritos para todos los polipéptidos de los PSI y I
analizados, asi como para las dos subunidades de Rubisco, fructano exohidrolasa,
6-SFT, nitrato reductasa (la tendencia no alcanzé significacion), subunidad alfa
de la ARN polimerasa de cloroplasto, glicerofosfodiester fosfodiesterasa y un
constituyente de la pared celular implicado en la transferencia de lipidos (en estos
dos ultimos excepto para la hoja c, en la que fue al contrario). En contraste, fue
menor en G132 que Graphic la abundancia de mensaje para la oxidasa alternativa
1A, las proteinas ribosdmicas S3 y L3 de cloroplasto, una proteina de la familia
rica en leucina (ubiquitina) y el transportador SLAH3, implicado en la respuesta
al CO; de la apertura de los estomas. Puede por tanto observarse una constancia
en las dos etapas del crecimiento de la planta de la estimulacion en G132
respecto a Graphic de la expresién génica para varios elementos implicados en la
fotosintesis y para la subunidad alfa de la ARN polimerasa de cloroplasto, asi
como una constancia de la represion génica para psbQ. En cambio, en la segunda
etapa de crecimiento desaparecieron los descensos en G132 comparado con
Graphic de transcritos para la sintesis de fructanos, xiloglucano
endotransglicosilasa y tetrapirroles, asi como los aumentos de transcritos para las

proteinas ribosomicas S3 y L6, que cambiaron a disminuciones.

En la segunda fase de crecimiento de la planta (fase 15-17, Tabla 3.9), la
comparacion entre hojas de diferente edad mostré disminuciones de la hoja a
hasta la hoja b, con resultados mas variables para la hoja c, en los transcritos para
el complejo de captacion de la luz del PSII, psbQ, psbP, psaA, rbcS, xiloglucano
endotransglicosilasa, nitrato reductasa, protoclorofilida reductasa A, subunidad
alfa de la ARN polimerasa plastidial, proteina quinasa similar a HT1 y la proteina
de la familia rica en leucina (ubiquitina). La abundancia de transcritos para las
proteinas ribosomicas de cloroplasto S3 y L6 generalmente decrecié también al
avanzar la edad de las hojas. En contraste, la expresion génica para psaB aumento
con la edad de la hoja en Graphic, pero mostrd pocas diferencias entre hojas en
G132. Ademas, los niveles de transcritos para psbR, FEH, oxidasa alternativa
1A, ATPasa dependiente de ADN, histona H3, SLAH3 y un constituyente de la

pared celular implicado en la transferencia de lipidos (excepto por la hoja b de
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Graphic), fueron menores en la hoja mas joven que en las de mas edad. La
diferencia entre hojas en abundancia de transcrito para glicerofosfodiester
fosfodiesterasa no siguid una pauta regular con la edad de la hoja.
Consiguientemente, en ambas fases del crecimiento de la planta la hoja mas
joven tuvo comparada con las de mas edad mayor nivel de transcritos para
LHCII, psaA, psaB, rbcS, xiloglucano endotransglicosilasa, nitrato reductasa,
protoclorofilida reductasa A, con alguna variacion subunidad alfa de la ARN
polimerasa, S3, L6 y HT1. En contraste, el nivel de transcritos para psbQ, psbP,
FEH, oxidasa alternativa 1A e histona H3 mostré la pauta opuesta en ambas fases
de crecimiento. La abundancia de transcritos para sintesis de fructanos no cambi6
significativamente entre hojas en la segunda fase, en contraste con las diferencias

entre las mismas encontradas en la primera fase.

3.1.10. Crecimiento y produccién de grano

En el segundo estadio de crecimiento el peso seco de la planta en G132 fue
aproximadamente un 25 % del de Graphic (Tabla 3.10). Posteriormente el
crecimiento hasta la madurez de G132 tuvo mayor duracion que el de Graphic,
alcanzando el primero esta etapa 16 dias después que el segundo, de forma que la
biomasa final y los componentes de la produccion de grano no fueron
significativamente diferentes en los dos genotipos.
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Tabla 3.10. Peso seco y componentes de la produccion de grano de Graphic y G132. Mediciones en
la cebada Graphic y su mutante G132, cuando la hoja mas joven completamente extendida era la 5-7
(fase 15-17 Zadoks) y en la madurez. mds, minima diferencia significativa. Los nimeros en negrita
representan efectos significativos (n=5; P<0.05).

G132 Graphic mds
Fase 15-17 P. seco total g/planta 1.0 4.2 0.46
Madurez Num. espigas/planta 10.8 13.2 2.59
Num. granos/espiga 18.5 17.0 251
Superficie de grano (mm?) 25.9 26.9 n/s
Ancho de grano (mm) 3.9 4 n/s
Largo de grano (mm) 8.8 9 n/s
P. seco por grano (mg) 45.2 44.6 3.22
P. seco grano (g/planta) 8.9 9.9 1.66
P. seco glum. y_rag. (g/planta) 2.1 25 0.47
P. seco espiga (g/planta) 11.0 125 0.90
P. seco paja (g/planta) 12.1 134 2.30
P. seco total (g/planta) 231 25.9 4.22
Indice de cosecha 0.39 0.38 0.024
Dias hasta la madurez 224.0 208.0

3.2. Respuesta al CO, elevado de la cebada Graphicy

su mutante G132

3.2.1. Fluorescencia de la clorofila

En el primer experimento en camaras de ambiente controlado, en las medidas de
la fluorescencia de la clorofila realizadas se analizaron la primera hoja en la fase
11 de Zadoks y la tercera (G132) y cuarta (Graphic) en la fase 13-14. En la
primera hoja se encontraron valores menores en G132 que Graphic de la
eficiencia cuéntica operativa (Fq’/Fm’) (Tabla 3.11). Al mismo tiempo, G132
mostré un incremento de este parametro al crecer en concentraciones elevadas de
CO,. En Graphic no hubo efectos de la concentracion de CO, en la primera hoja.
En las hojas tercera y cuarta se encontraron valores mayores de fluorescencia
minima (Fo) y menores de los deméas pardmetros en G132 que en Graphic,
independientemente de la concentracion de CO, de crecimiento. G132 mostro
también cambios en la eficiencia operativa (Fq’/Fm’), que incremento de forma
significativa en CO, elevado. En Graphic no hubo efectos de la concentracion de

CO; en los pardmetros de extincion de la fluorescencia. Como en el primer
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experimento, en el segundo la fluorescencia minima en hojas adaptadas a
oscuridad (Fo) fue mas alta en G132, reduciéndose significativamente en este
genotipo, pero no en Graphic, al crecer en CO, elevado (Tabla 3.11). En este
segundo experimento la eficiencia cuantica méaxima del PSIl (Fv/Fm) fue
también mayor en Graphic que en G132, en el que aumentd con el CO, de
crecimiento. La fraccién de centros abiertos del PSII (gL; con la Qa oxidada) fue
menor en G132 que en Graphic para plantas crecidas en CO, ambiental de 390
umol-mol™, pero la diferencia se invirti6 en CO, elevado. En G132, pero no en
Graphic, el CO, elevado aumentd gL. La eficiencia cuantica maxima en la luz
(dqL) mostro diferencias entre genotipos, siendo mayor en Graphic; el CO,
elevado no modifico significativamente este pardmetro en ninguno de los dos
genotipos. En consecuencia, la eficiencia cuantica operativa del PSII (Fg’/Fm’)
fue mayor en Graphic que en G132, siendo en este Gltimo mayor en CO, elevado

gue ambiente.

Tabla 3.11. Fluorescencia de la clorofila en CO, ambiente y elevado. Fluorescencia minima en hojas
adaptadas a oscuridad (Fo), eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il (PSII, Fv/Fm), fraccion de
centros abiertos del PSII (qL), eficiencia cuantica maxima en la luz (®qL), eficiencia cuantica operativa
del PSII (Fg’/Fm’), tasa de transporte electrénico (ETR), rendimiento cuéntico de la extincion no
fotoquimica (®npg) Y rendimiento cuéntico del decaimiento basal no-radiativo (®no) de la cebada
Graphic y su mutante G132 cultivados en CO, ambiente (390 umol mol™) y elevado (1200 pmol mol™)
en camaras de crecimiento. Las medidas se realizaron con la concentracion de CO, de crecimiento,
oscuridad o iluminancia de 1000 pmol m? s™. Parametros de la fluorescencia de la clorofila en la hoja 1
cuando la 2 estaba desplegada y en la hoja 3 (G132)-4 (Graphic) recientemente extendida de la cebada
Graphic y el mutante G132, en el primero y segundo experimentos realizados. mds, minima diferencia
significativa. Los nimeraos en negrita representan diferencias significativas (n=5; P< 0.05).

CO, Ambiente CO; Elevado mds
G132 Graphic G132 Graphic Gtpo CO; G xCO,
Exp. 1
Hoja 1 Fq'/Fm' 0.26 0.54 0.40 0.55 0.018 0.018 0.026
Hoja 3-4 Fo 0.93 0.23 0.79 0.27 0.147 0.120 0.207
Fv/Fm 0.51 0.79 0.58 0.77 0.057 0.047 0.081
Fg'/Fm' 0.05 0.30 0.12 0.26 0.045 0.037 0.064
Exp. 2
Hoja 3-4 Fo 114 0.29 0.90 0.26 0.087 0.087 0.123
Fv/Fm 0.40 0.78 0.51 0.78 0.041 0.041 0.058
qL 0.52 0.62 0.70 0.59 0.071 0.071 0.101
dqL 0.24 0.91 0.36 0.99 0.103 0.103 0.155
Fq’/Fm’ 0.13 0.56 0.24 0.56 0.026 0.026 0.037
ETR 54.1 233 98.3 228 10.78 10.78 15.24
Dnpg 0.74 0.25 0.62 0.26 0.031 0.031 0.043
Dno 0.13 0.19 0.14 0.17 0.014 0.014 0.020
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La tasa de transporte electronico (ETR) fue menor en G132 que Graphic,
aumentando con el CO; de crecimiento solamente en el primero. El rendimiento
cuantico de la extincion no fotoquimica (®Pnpg) fue mas alto en G132, en el que
disminuyd con el CO, elevado de crecimiento, y el rendimiento cuéntico de
decaimiento basal no-radiativo (®ng), 0 de otras pérdidas basales no radiativas en
el PSII, fue mayor en Graphic y no cambié significativamente con la

concentracion de CO..

3.2.2. Intercambio gaseoso

En el primer experimento, el andlisis de gases en el infrarrojo mostré que la
asimilaciéon neta de CO, (A) fue significativamente mayor en Graphic que en
G132 independientemente de la concentracion de CO, utilizada en las medidas
(Tabla 3.12). Ademas, las plantas de Graphic crecidas en CO, ambiente tuvieron
una velocidad de asimilacion fotosintética significativamente mayor que las
crecidas en CO; elevado, para las medidas realizadas con CO; de referencia tanto
de 390 pmol mol™ como de 1200 pmol mol™; no asi las plantas de G132, que no
mostraron cambios significativos con el CO, de crecimiento. De las medidas de
la fotosintesis a las dos concentraciones de CO, se deduce que el CO; elevado
tuvo como efecto directo en A un aumento del 46 % en Graphic y del 99 % en
G132, mientras que, como efecto de aclimatacion, redujo la fotosintesis un 12 %
en Graphic y solo un 4 % en G132. El efecto neto del aumento del CO; en la
fotosintesis fue un incremento del 28 % en Graphic y del 90 % en G132 (Tabla
3.13). La concentracion intercelular de CO, del meséfilo (C;j), la conductancia
estomatica (gs) y la velocidad de transpiracion (E) fueron significativamente
mayores en G132 que en Graphic, independientemente del CO, de crecimiento
(Tabla 3.12). Como cabria esperar, gs y E fueron menores en plantas crecidas y
medidas en CO, elevado que ambiente. Ademés, en medidas con 390 umol mol™
de CO,, gs y E fueron también menores en plantas crecidas en CO, elevado que
ambiente, pero esta diferencia desaparecié en medidas con 1200 pmol mol™ de
CO..
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Tabla 3.12. Intercambio gaseoso en CO, ambiente y elevado. Velocidad maxima de carboxilacion
catalizada por Rubisco (VCmaxzs, Mol m s'l), velocidad maxima de transporte de electrones (Jmaxes, mol
m?2 s y respiracion en la luz (Ryzs, pmol m? s™*) normalizadas a 25 °C, tasa de asimilacién fotosintética
(A, umol m? s™), concentracion intercelular de CO, en el meséfilo (C;, umol mol™), conductancia
estomatica (gs, mmol m? s) y velocidad de transpiracion (E, mmol m? s?) de la hoja mas joven
completamente extendida del genotipo silvestre Graphic (hoja 4) y su mutante G132 (hoja 3) cultivados
en CO, ambiente (390 pmol mol™) y elevado (1200 pmol mol™) en cdmaras de crecimiento. Las medidas
de A Ci, g, y E se realizaron con concentraciones de CO, en el aire de 390 y 1200 pumol mol?,
iluminancia de 1000 pmol m™? s, 20 °C y 0.95+0.12 kPa de déficit de presion de vapor. Resultados del
primero y segundo experimentos realizados. mds, minima diferencia significativa. Los nimeros en
negrita representan efectos significativos (n=5; P<0.05).

CO, Ambiente CO, Elevado mds
G132 Graphic G132 Graphic Gtpo CO, GxCO;

Exp. 1 VCrmaxzs 30.6 82.6 32.1 75.1 6.91 6.91 9.78

Jmax2s - 209.8 - 196.2 27.43
Ruazs 2.32 8.22 3.93 6.48 2.94 2.94 416
Asgo 6.36 20.8 5.48 14.2 1.79 1.46 2.53
Cisgo 353 277 340 223 13.2 10.7 18.6
OSs90 610 437 296 161 67.7 55.3 95.8
Esg0 5.09 3.92 2.89 1.79 0.49 0.40 0.69
Ao 12.7 304 12.1 26.7 2.31 1.89 3.27
Cizoo 1281 1160 1292 1129 317 25.9 44.8
gS1200 332 297 396 203 86.4 70.5 122
Ei1200 31 2.79 3.62 2.08 0.58 0.48 0.82
Exp. 2 VCmaxzs 29.9 105 35.2 97.0 6.24 6.24 8.82

Jmaxas - 213 - 192 - 15.6
Razs 3.73 6.31 4.09 6.06 0.83 0.83 1.18
Asgo 49 15.2 6.17 14.3 144 1.44 2.03
Ciago 362 233 326 220 14.2 14.2 20.0
0Ss90 235 157 158 132 31.9 31.9 45.1
Esg0 2.10 1.60 1.70 1.60 0.26 0.26 0.37
Ai200 114 29.5 142 28.0 1.66 1.66 2.34
Cizoo 1355 1060 1300 1096 59.7 59.7 84.4
051200 211 129 192 139 33.1 331 46.8
E1200 1.90 1.30 2.10 1.60 0.29 0.29 0.40

Tabla 3.13. Efectos directo, de aclimatacién y neto del CO, elevado en la velocidad de fotosintesis de
la hoja méas joven completamente extendida de la cebada Graphic (hoja 4) y el mutante G132 (hoja 3),
cultivados en CO, ambiente (390 pmol mol™) y elevado (1200 umol mol™) en cdmaras de crecimiento.

Exp. 1 Exp. 2
G132 Graphic G132 Graphic
Efecto directo 1.99 1.46 2.33 1.94
Efecto de aclimatacion 0.96 0.88 1.25 0.95
Efecto neto 1.90 1.28 2.90 1.84

Con concentraciones de CO, por encima de un umbral, las curvas de respuesta de
la asimilacion fotosintética a la concentracion de CO, intercelular (A vs.Cj)
mostraron para Graphic la transicion normal de fotosintesis limitada por la

actividad Rubisco a limitada por la regeneracion de RuBP (Fig. 3.13). El punto
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de co-limitacion fue mayor en las plantas crecidas en CO, ambiente (460 pmol
mol™ Ci y 27.8 pmol m? s™* A) que en las crecidas en CO, elevado (360 pmol
mol™ C; y 21.8 umol m? st A) En G132, en contraste, la fotosintesis estuvo
limitada Gnicamente por la actividad Rubisco hasta concentraciones de CO,
superiores a 1200 pmol mol™. Como muestran las curvas A vs. C;, la capacidad
maxima de carboxilacion catalizada por la Rubisco (normalizada a 25 °C;
Vemaxzs) fue significativamente mayor en Graphic que en G132 (Tabla 3.12). No
fue posible con estas curvas establecer comparaciones entre genotipos de la tasa
méaxima de transporte fotosintético de electrones asociado a la reduccion de
NADP para la regeneracion de RuBP (normalizada a 25 °C; Jnaxes), puesto que
ésta no limito la fotosintesis de G132. ElI CO; elevado tendio a disminuir V¢maxzs
Y Jmaxes €n Graphic, aunque el efecto no fue significativo. La tasa de respiracion
en la luz (normalizada a 25 °C; Rgzs) fue menor en G132 que en Graphic con

ambas concentraciones de CO, de crecimiento.
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Figura 3.13. Curvas de respuesta al CO, de la fotosintesis en CO, ambiente y elevado en el primer
experimento. Velocidad de asimilacion fotosintetica (A, pmol m? s™) a la concentracién intercelular de
CO, (C;, umol mol™) en la hoja més joven completamente extendida de la cebada (A, B) G132 (hoja 3) y
(C, D) Graphic (hoja 4) cultivadas en (A, C) 390 pmol mol™ y (B, D) 1200 pmol mol™ de CO, en el
primer experimento en camaras de crecimiento. Los circulos abiertos representan la tasa fotosintética neta
de asimilacion de carbono y las lineas rojas y verdes la modelizacion de la limitacion por Rubisco (Ac) y
la limitacion por regeneracion de RuBP (A]), respectivamente. Los circulos abiertos grandes representan
el punto de co-limitacion. Las curvas se ajustaron con la utilidad LeafWeb (Gu et al., 2010).

En el segundo experimento, la asimilacion neta de CO, (A) medida a 390 pumol
mol™ de CO, fue, como en el primero, significativamente mayor en Graphic que
en G132 y tendidé a aumentar en G132 y a disminuir en Graphic con el CO,
elevado, aunque el efecto no alcanzo significacion (Tabla 3.12). Para las medidas
realizadas con CO, de referencia de 1200 pmol mol™ de CO,, la asimilacion de
CO; fue igualmente menor en G132 que en Graphic y aumenté con el CO; de
crecimiento en el primero y no asi en Graphic. La concentracion intercelular de
CO, del mesofilo (Ci) y la conductancia estomatica (gs) fueron significativamente
mayores en G132 que en Graphic para medidas con las dos concentraciones de
CO; de referencia y disminuyeron con el crecimiento en CO, elevado de modo
significativo en medidas con 390 umol mol™ de CO, (Tabla 3.12). La velocidad
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de transpiracion (E) fue significativamente mayor en G132 para ambas
concentraciones de CO; en las medidas y no cambié significativamente con el
CO; de crecimiento. El efecto directo del CO, elevado en la fotosintesis fue
positivo en los dos genotipos y mayor en G132 que en Graphic (Tabla 3.13). El
efecto de aclimatacion fue positivo en G132, pero ligeramente negativo en
Graphic. En consecuencia, el efecto neto del CO, elevado fue mucho mas

positivo en el mutante que en el genotipo silvestre.

El andlisis de gases en el infrarrojo mostr0 que la capacidad méxima de
carboxilacion catalizada por la Rubisco (Vemaxes) fue, como en el primer
experimento, significativamente mayor en Graphic que en G132 y también
mostré una disminucion con el CO, elevado en Graphic y un aumento en G132
(Tabla 3.12); la interaccion genotipo x CO, fue significativa, aunque el efecto del
CO; elevado no alcanzé significacion en ninguno de los dos genotipos. La tasa
méaxima de transporte fotosintético de electrones asociado a la reduccion de
NADP para la regeneracion de RUBP (Jmaxes) tampoco se pudo determinar en este
experimento para G132 debido a que Vemaxes limito la fotosintesis con todas las
concentraciones de CO; de la curva A vs. C; (Fig. 3.14). En Graphic Jmaxzs
disminuyd significativamente con el CO; elevado. La tasa de respiracion en la luz
(Rq), confirmando lo observado en el primer experimento, fue menor en G132
que en Graphic en ambas concentraciones de CO,, que no tuvieron efecto en la

respiracion.
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Figura 3.14. Curvas de respuesta de la fotosintesis en CO2 ambiente y elevado en el segundo
experimento. Velocidad de asimilacion fotosintetica (A, pmol m? s™) a la concentracién intercelular de
CO2 (C;, pmol mol™) en la hoja méas joven completamente extendida de la cebada (A, B) G132 (hoja 3) y
(C, D) Graphic (hoja 4) cultivadas en (A, C) 390 pmol mol™ y (B, D) 1200 pmol mol™ de CO, en el
segundo experimento en cdmaras de crecimiento. Los circulos abiertos representan la tasa fotosintética
neta de asimilacion de carbono y las lineas rojas y verdes la modelizacién de la limitacién por Rubisco
(Ao y la limitacion por regeneracion de RuBP (A;) respectivamente. Los circulos abiertos grandes
representan el punto de co-limitacion. Las curvas se ajustaron con la utilidad LeafWeb (Gu et al., 2010).

3.2.3. Densidad y conductancia de los estomas

La densidad de estomas en la seccion central de la Gltima hoja completamente
extendida (hoja 3 en G132 y 4 en Graphic) fue mayor en G132 que en Graphic
(Figura 3.15), como ya se observo en el experimento de invernadero, mientras
que la frecuencia de estomas en la epidermis (indice estomatico) no mostrd
diferencias entre genotipos. La concentracion de CO, de crecimiento no tuvo
efectos en la densidad y la frecuencia de estomas, ni en la conductancia

normalizada a la densidad destomas.
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Figura 3.15. Cuantificacién de estomas y su conductancia en CO, ambiente y elevado. (A) densidad
de células epidérmicas (célula epidérmica-mm?), densidad (estoma-mm?) e indice (estoma-célula
epidérmica™) de estomas (haz) en CO, ambiente (barras blancas) o elevado (barras oscuras) y (B)
conductancia estomatica (haz y envés) normalizada a la densidad de estomas en el haz de la seccién
central de la hoja mas joven completamente extendida de la cebada Graphic (hoja 4) y G132 (hoja 3). Las
plantas se cultivaron con 390 pmol mol™ (columnas blancas) y 1200 pumol mol™ de CO, (columnas
negras) en el segundo experimento en camaras de crecimiento. La conductancia en el estado estable se
determind, en plantas crecidas en CO, ambiente, después de unos 20 min en una atmosfera con 390 pmol
mol™ de CO,, iluminancia de 1000 pmol m? s™, 20 °C y déficit de presién de vapor de 1.2 kPa. Las
barras verticales representan la mds para la interaccién genotipo x CO, (n=5; P< 0.05).

En las medidas de las curvas fotosintesis-CO, en plantas crecidas en CO,

ambiente, gs cambidé poco en Graphic y disminuy6 en G132, méas que aumentar,
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con C, decreciente desde 390 a 60 pmol mol™ en unos 10 min (Fig. 3.16). En
valores altos de CO, (390-1800 pmol mol™) la conductancia disminuyd menos en
G132 que en Graphic al crecer C, en aproximadamente 15 min. Las
concentraciones de CO, en las medidas cambiaron en orden distinto en plantas
crecidas en CO, ambiente y elevado, por lo cual las respuestas de la conductancia
de los estomas no fueron comparables y las correspondientes a CO, elevado no se

presentan aqui.
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Figura 3.16. Respuestas a corto plazo de la conductancia a la concentracion de CO, de los estomas a
la concentracion atmosférica de CO, (Ca) en la cebada Graphic (cuadrados blancos) y su mutante G132
(cuadrados negros) cultivados con 390 pmol mol™ de CO, en el segundo experimento en camara de
crecimiento. Medidas en la hoja mas joven completamente extendida en la fase de 3 (G132)- 4 (Graphic)
hojas. Las flechas horizontales muestran el orden en que la concentracion de CO2 se disminuyd y después
se aumentd. Los nimeros son las pendientes de respuesta de gs a la concentracion descendente o
ascendente de CO,. Cada punto es la media de 5 repeticiones.

En el segundo experimento en cadmaras de crecimiento se midio, como en el
experimento en invernadero, el intercambio gaseoso durante 40-50 min después
de aumentar en un paso la concentracion de CO, desde 390 a 1800 pumol mol™
con luz roja de alta intensidad. La fotosintesis en Graphic fue notablemente
mayor que en G132 y aumento inicialmente hasta alcanzar un valor estable,
mientras que en G132 no hubo aumento de la fotosintesis (Fig. 3.17A).
Paralelamente, C; disminuy6 en Graphic, pero no en G132, que mostré valores

mas altos de este parametro (Fig. 3.17B). gs como fraccion de su valor inicial fue
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mayor en G132 que en Graphic (Fig. 3.18A). G132 tuvo mayor gs y menor
disminucion de la misma con el tiempo que Graphic (Fig. 3.18B). De forma
similar a lo observado en el experimento de invernadero, las regresiones de gs
frente al tiempo (gs=A+B-exp®t®™°+C.tiempo) fueron significativamente
diferentes para los dos genotipos (Tabla 3.14), con menor velocidad de cierre de
los estomas en G132 que en Graphic (Fig. 3.18C). El mutante mostro, por tanto,

menor sensibilidad de gs al aumento de CO; que el genotipo silvestre.
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Figura 3.17. Cambio con el tiempo en Ay C; tras un aumento de CO,. Cambio con el tiempo en (A)
la fotosintesis y (B) la concentracion de CO, en los espacios intercelulares (C;) tras un aumento de la
concentracion de CO, de la atmésfera de 390 a 1800 pmol mol™ con iluminancia de 1000 pmol m?s™ de
luz roja en Graphic (cuadrados blancos) y G132 (cuadrados negros) cultivados con 390 pmol mol™ de
CO; en el segundo experimento en camara de crecimiento. Medidas en la hoja mas joven completamente
extendida en la fase de desarrollo de 3 (G132)-4 (Graphic) hojas. Las barras verticales representan el
doble de los errores estandar de las medias (n=5).
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Figura 3.18. Conductancia de los estomas tras un aumento de CO,. Conductancia (gs) tras un
aumento de la concentracion de CO, de la atmésfera de 390 a 1800 pmol mol™ con iluminancia de 1000
pmol m? s de luz roja(A) g después de 40-50 min respecto a la gy inicial. (B) Cambio con el tiempo en
gs de Graphic (cuadrados blancos) y G132 (cuadrados negros). Se ajustaron regresiones de la
conductancia frente al tiempo de la forma (exponencial més lineal) g=A+B-exp®™™°+C.tiempo. La
Tabla 3.14 muestra los parametros de las regresiones y la significacion estadistica (analisis de
paralelismo) de las diferencias entre genotipos. (C) Velocidades de cambio de gs con el tiempo para
Graphic (lineas continuas) y G132 (lineas quebradas), estimadas como derivadas respecto al tiempo de las
curvas en el panel (B). Medidas en la hoja mas joven completamente extendida en la fase de desarrollo de
3 (G132)-4 (Graphic) hojas de plantas cultivadas con 390 pmol mol™ de CO, en el segundo experimento
en camara de crecimiento. Las barras verticales representan (A) la minima diferencia significativa y (B) el
doble de los errores estandar de las medias (n=5).
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Tabla 3.14. Regresiones gs-tiempo y probabilidades en CO, ambiente. Parametros de regresion y probabilidades en el analisis de paralelismo de la curvas
gs=A+B-exp(k-t)+C-t de respuesta gs-tiempo (t) mostradas en la Figura 3.18. Se ajust6 una secuencia de modelos de regresion a los valores para Graphic y el
mutante G132 cultivados en camara de crecimiento. EI primer modelo a ajustar fue una curva Unica con parametros comunes para ambos genotipos. A
continuacion, el modelo se extendi6 para incluir una constante (A) diferente para cada genotipo, dando dos curvas paralelas. El siguiente modelo tuvo todos los
parametros lineales diferentes para cada genotipo. Finalmente, se ajustaron curvas con todos los parametros diferentes en los dos genotipos. Se seleccioné el
modelo de regresién significativo con mayor complejidad (en negrita).

Experimento Funcién Genotipo Pardmetros de la regresion P en el andlisis de varianza de la regression
. todos los param.
A B C k param. comunes constantes separadas param. lineales separados
separados
1800 pumol mol™ g=A+B-exp*V+C-t Graphic 80.76 51.01 -0.328 -0.2477 <.001 <.001 0.831 0.036

(Fig. 3.18A) G132 16.00 150.00 1.880 -0.0421
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3.2.4. Contenido en clorofilas

En el primer cultivo en cdmaras de crecimiento, el contenido en clorofilas totales
y clorofila a, y la razon clorofila a/clorofila b, fueron significativamente menores
en G132 que en Graphic (Fig. 3.19A); el contenido de clorofila b tendié también
a ser menor en G132. El crecimiento en CO, elevado no tuvo efecto en los

contenidos de clorofilas ni la razén entre ellas.

En el segundo cultivo, el contenido total en clorofilas, en clorofila a y en clorofila
b fue también significativamente menor en el mutante G132 (Fig. 3.19B). El CO,
elevado aumentd la clorofila a+b y la clorofila a en G132, pero no en Graphic, en
el que el CO, disminuyé significativamente el contenido en clorofila b. En cuanto
a la razon clorofila a/clorofila b de la cebada Graphic y su mutante G132,
encontramos que fue menor en el mutante, aunque la significacion de la
diferencia fue escasa en CO, ambiente. EI CO, elevado aumentd esta razon

significativamente en Graphic, pero el aumento no fue significativo en G132.
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Figura 3.19. Contenido en clorofilas en CO, ambiente y elevado. Clorofilas a y b, clorofila total y
razén clorofila a/clorofila b de la hoja méas joven completamente extendida de la cebada Graphic (hoja 4)
y su mutante G132 (hoja 3) cultivados en CO, ambiente (390 pmol mol™) y elevado (1200 umol mol™) en
(A) el primer y (B) el segundo experimento en camaras de crecimiento. Las barras verticales representan
la mds para la interaccion genotipo x CO, (n=5; P<0.05)
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3.2.5. Contenido de carbohidratos

En el primer cultivo, los contenidos de glucosa fueron muy bajos y sus
diferencias escasamente significativas (Tabla 3.15). Los contenidos de fructosa,
sacarosa, fructanos y almidén fueron menores en G132 que en Graphic. La razon
fructosa/glucosa menor que dos en los fructanos indicé ausencia de estos
carbohidratos en G132. El CO; elevado aumento los contenidos de carbohidratos
en los dos genotipos, aungue este efecto no alcanzé significacion para la fructosa,
fructanos y almidén en G132, debido a la influencia de la gran diferencia entre
genotipos en el andlisis de la varianza. En Graphic los contenidos de los
diferentes carbohidratos fueron de 1.6 a 7 veces mayores en CO; elevado que en
CO, ambiente. EI CO, elevado aumentd la polimerizacion de los fructanos en
Graphic, como mostro el incremento de la razon fructosa/glucosa de estos
carbohidratos. Los efectos del genotipo y el CO, de crecimiento en el contenido
de carbohidratos en el segundo cultivo fueron similares a los descritos para el
primero. Asi, la cantidad de glucosa libre fue indetectable en las muestras con el
analisis fluorimétrico utilizado (menos de 0.3 pumol g PF™), mientras que el
contenido en fructosa libre, sacarosa, fructanos y almidon fue menor en G132
que en Graphic (Tabla 3.15). En G132, en contraste con Graphic, la razon
fructosa/glucosa de los fructanos fue inferior al minimo de dos tipico de estos
carbohidratos, indicando de nuevo ausencia de los mismos. EI CO, elevado
aumento el contenido de todos los carbohidratos analizados, aunque, por la
heterogeneidad de valores de los dos genotipos, en G132 el efecto solo fue
significativo para la sacarosa. La polimerizacion de los fructanos (razon

fructosa/glucosa) tendié a aumentar con el CO; elevado en Graphic.
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Tabla 3.15. Contenido de carbohidratos CO, ambiente y elevado. Contenido (umol g PF™) en glucosa
(Glc), fructosa (Fru), sacarosa (Sac), glucosa + fructosa de los fructanos (Ftn (Glc+Fru)) y glucosa del
almidén (Alm) de la hoja mas joven completamente extendida de la cebada Graphic (hoja 4) y su mutante
G132 (hoja 3) cultivados en CO, ambiente (390 pmol mol™) y elevado (1200 umol mol™) en camaras de
crecimiento. Ftn(Fru/Glc), razon de los contenidos de fructosa y glucosa de los fructanos. mds, minima
diferencia significativa. Los nimeros en negrita representan efectos significativos (n=5; P<0.05)

CO, Ambiente CO, Elevado mds
G132 GRA G132 GRA Gtpo C0o2 G x CO;
Exp. 1 Gle 0.065 0.090 0.015 0.904 0.295 0.295 0.417
Fru 0.118 0.515 0.333 1521 0.238 0.238 0.337
Sac 11.0 27.2 28.9 43.8 3.33 3.33 471
Ftn (Glc+Fru) 1.40 13.90 2.10 92.00 16.99 16.99 24.02
Ftn(Fru/Glc) 1.25 1.91 0.87 434 0.775 0.775 1.096
Alm 0.80 28.00 5.60 46.30 5.34 5.34 7.55
Exp. 2 Glc - - - -
Fru 0.019 0.219 0.048 0.455 0.062 0.062 0.088
Sac 6.17 30.72 14.78 40.63 3.15 3.15 4.46
Ftn (Glc+Fru) 1.60 9.30 3.10 58.00 10.31 10.31 14.58
Ftn(Fru/Glc) 1.77 2.67 1.14 3.46 0.66 0.66 0.93
Alm 0.42 11.14 2.74 36.60 3.89 3.89 5.50

3.2.6. Contenido en nitrato aminoacidos y ATP

En el primer experimento no hubo diferencias entre genotipos en el contenido
foliar de nitrato, que disminuyd significativamente al crecer en CO, elevado
(Tabla 3.16). El contenido de aminoacidos libres fue notablemente mayor en
Graphic que en G132. El CO, elevado aumento este contenido en Graphic y solo
lo hizo escasa y no significativamente en G132.

El contenido de nitrato en el segundo cultivo fue también similar en G132 y
Graphic y menor con CO; elevado que ambiente en ambos genotipos (Tabla
3.16). El contenido foliar de aminodcidos libres fue, como en el primer cultivo,
mucho mayor en el genotipo silvestre que en el mutante. EI CO, elevado tendi6 a
disminuir el contenido de aminoacidos en Graphic y a aumentarlo en G132,
siendo la interaccién genotipo x CO, significativa, aunque las diferencias
causadas por el CO, no alcanzaron significacion estadistica en ningin genotipo.
El contenido de ATP en el segundo experimento fue mayor en G132 que en

Graphic y no cambio con el CO, elevado.
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Tabla 3.16. Contenido en nitrato, aminoacidos y ATP en CO, ambiente y elevado. Contenido (pmol

g PF-1)
(hoja 3)

de la hoja méas joven completamente extendida de la cebada Graphic (hoja 4) y su mutante G132
cultivados en CO2 ambiente (390 pumol mol-1) y elevado (1200 pmol mol-1) en camaras de

crecimiento. mds, minima diferencia significativa. Los numeros en negrita representan efectos
significativos (n=5; P<0.05).

CO; Ambiente CO; Elevado mds
G132  Graphic G132 GRA Gtpo Co, G xCO,
Exp.1  Nitrato 164.6 158.6 140.5 1375 9.8 9.8 13.86
Aminoacidos 13.7 475 14.9 58.1 4.27 4.27 6.04
Exp.2  Nitrato 172.6 170.8 163.8 147.3 1548  15.48 21.89
Aminoacidos 9.33 41.78 13.90 37.95 3878  3.878 5.484
ATP 0.280 0.165 0.264 0.167 0.091  0.091 0.128

3.2.7.

Contenido de proteinas y actividades enzimaticas

3.2.7.1. Contenido de proteinas

En el primer experimento el contenido total de proteina, la proteina soluble y la
proteina de membrana, asi como la proteina Rubisco fueron significativamente
mayores en Graphic que en G132, independientemente de la concentracion de
CO, de cultivo (Tabla 3.17). El descenso en G132 respecto a Graphic fue mucho
mayor en proteina soluble que en proteinas de membrana o clorofilas (ver Fig.
3.19). Mas aun, la Rubisco explicé toda la disminucion de la proteina soluble en
G132 comparada con Graphic. La enzima Rubisco representd un 56,4 y 52,6 %
de la proteina soluble en Graphic y solo un 13,7 y 10,4 % en el mutante para CO,
ambiente y elevado, respectivamente; esta diferencia fue significativa, con una
tendencia a la baja al aumentar el CO,. El polipéptido de 33 kDa que reacciond
con el anticuerpo para la subunidad grande de la Rubisco fue una fraccion
significativamente mayor de dicha subunidad en G132 que en Graphic (Fig.
3.20). El crecimiento en CO; elevado disminuy6 la concentracion de Rubisco en
Graphic, pero la disminucién no fue significativa en G132. Las otras fracciones

de proteina no cambiaron con el crecimiento en CO; elevado.

En la segunda experimentacion los contenidos en proteina soluble, de membrana
y total y, en gran medida, Rubisco y su porcentaje con respecto al contenido de
proteina soluble, fueron menores en el mutante G132 (Tabla 3.15), como ya se

observo en la primera experimentacion. El contenido de proteinas en la fraccion
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soluble, descartando la cantidad de enzima Rubisco, fue similar en ambos

genotipos, mostrando asi que la principal diferencia entre ellos fue la abundancia

de Rubisco. La proporcion de proteina de 33 kDa en la subunidad grande de

Rubisco fue notablemente mayor en G132 que en Graphic (41,2 % y 21,9 %,

respectivamente). Las proteinas analizadas mostraron en G132 una tendencia a

aumentar con el CO, de crecimiento, al contrario que en Graphic, en el que

tendieron a disminuir, siendo esta disminucion significativa para Rubisco y su

porcentaje en la proteina soluble. Fueron excepcion las proteinas solubles con

exclusion de Rubisco, que aumentaron con el CO, de crecimiento en los dos

genotipos. ElI CO, elevado aument6 la abundancia relativa del polipéptido de 33

kDa, en mayor medida en G132 que en Graphic, aunque esta diferencia no fue

estadisticamente significativa.

Tabla 3.17. Contenido de proteinas CO, ambiente y elevado. Contenido (mg g PF) de proteina
soluble, de membrana, total, Rubisco, soluble menos Rubisco y Rubisco como porcentaje de la proteina
soluble en la hoja mas joven completamente extendida de la cebada Graphic (hoja 4) y su mutante G132
(hoja 3) cultivados en CO, ambiente (390 pumol mol-1) y elevado (1200 pmol mol™) en camaras de
crecimiento. mds, minima diferencia significativa. Los numeros en negrita representan efectos
significativos (n=5; P<0.05).

CO, Ambiente CO; Elevado mds
G132 Graphic G132 Graphic Gtpo CO; GxCO;
Exp.1 Soluble 10.8 20.7 115 19.6 2.526 2.526 3.573
Membrana 5.60 7.96 591 8.37 1.114 1.114 1.575
Total 16.35 28.64 17.43 27.99 3.255 3.255 4.603
Rubisco 1.38 11.34 1.19 9.57 0.584 0.584 0.826
Rubisco (%) 13.7 56.4 104 52.6 5.800 5.800 8.200
Sol. - Rubisco 8.68 8.86 10.34 8.87 1.703 1.703 2.408
Exp.2 Soluble 7.98 16.0 9.57 15.8 1.650 1.650 2.330
Membrana 3.39 10.5 4.39 8.74 2.032 2.032 2.873
Total 114 26.5 14.0 24.6 2.900 2.900 4110
Rubisco 0.86 9.37 1.17 6.88 0.780 0.780 1.100
Rubisco (%) 10.7 58.8 12.1 43.8 5.060 5.060 7.160
Sol. - Rubisco 7.12 6.67 8.40 8.94 1.456 1.456 2.058

136



Resultados

6o ||D6132

O Graphic

dE e T

—t

o
0
o=
g 30 } ‘
X

20

10 +

0

Amb Elev Amb Elev
Expl Exp2

Figura 3.20. Polipéptido de 33 kDa como porcentaje de la subunidad grande de Rubisco en CO;,
ambiente y elevado. La hoja méas joven completamente extendida de cebada Graphic (barras grises) y su
mutante G132 (barras blancas) (hojas 4 y 3, respectivamente), cultivados en CO, ambiente (390 umol
CO, mol™) y elevado (1200 pmol CO, mol™) en cémaras de crecimiento. Las barras verticales
representan la mds para la interaccion genotipo x CO, (n=5; P<0.05).

En la segunda experimentacion, mediante blotting con anticuerpos conjugados, se
analizo en términos absolutos la proteina D1 del PSII. Y en términos relativos de
abundancia se analizaron el complejo cosechador de luz 1l (LHCII) vy el
citocromo b6 (Cyt b6) del complejo citocromo b6f implicado en la conexién de
los dos fotosistemas (Fig. 3.21). Para esta cuantificacion relativa se tuvo en
cuenta la cantidad de proteina total y se empled como referencia el tratamiento

control de Graphic cultivado a CO, ambiente.
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Figura 3.21. Detalle de membranas de hibridacién incubadas con anticuerpo conjugado de las
proteinas (A) D1, (B) LHCII y (C) Cyt b6 en extractos de la hoja mas joven completamente extendida de
cebada Graphic y su mutante G132 (hojas 4 y 3, respectivamente), cultivados en CO, ambiente (390 pmol
CO, mol™) y elevado (1200 umol CO, mol™) en cdmaras de crecimiento. No se especifican los diferentes
genotipos o tratamientos.

La cantidad encontrada de los polipéptidos D1, LHCII y Cyt b6 en el mutante fue
menor que en el genotipo silvestre en CO, ambiental, pero idéntica en CO,
elevado para el caso de la proteina D1 y mayor en el caso de LHCII y Cyt b6. En
el mutante se observd un aumento de las tres proteinas con el CO, elevado de
crecimiento mientras que el efecto fue inverso en Graphic, con reducciones del

33y 61 % en LHCII y Cyt b6, respectivamente.

Tabla 3.18. Western Blots en CO, ambiente y elevado. Contenido (ng g PF?) de proteina D1 y
abundancia relativa con respecto al tratamiento control (*) de LHCIl y Cyt b6 en la hoja mas joven
completamente extendida de la cebada Graphic (hoja 4) y su mutante G132 (hoja 3) cultivados en CO,
ambiente (390 umol mol-1) y elevado (1200 pmol mol™) en camaras de crecimiento. mds, minima
diferencia significativa. Los ndmeros en negrita representan efectos significativos (n=5; P<0.05).

CO, Ambiente CO, Elevado mds
G132 Graphic G132 Graphic Gtpo CO, GxCO;
D1 0.325 0.708 0.507 0.544 0.117 0.117 0.165
LHCII 0.908 *1 1.681 0.669 - - -
Cyt b6 0.458 *1 1.120 0.386 - - -

3.2.7.2. Ensayos enzimaticos in vitro

3.2.7.2.1. Actividad Rubisco

En el primer experimento la actividad inicial y la actividad total de la enzima
Rubisco fueron significativamente mayores en Graphic que en G132 (Fig.
3.22A), en el que el estado de activacion de la enzima fue mayor. No hubo

efectos significativos del CO; en la actividad Rubisco.
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En el segundo experimento las actividades inicial y total de la enzima Rubisco
fueron menores en el mutante G132 que en Graphic (Fig. 3.22B), confirmando el
resultado del experimento anterior. En el caso de Graphic la actividad total
disminuyd con el crecimiento en CO, elevado, mientras que tendié a aumentar en
G132 sin que este efecto alcanzara significacion estadistica. En cuanto al

porcentaje de activacion de la enzima, no se observaron cambios significativos.
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Figura 3.22. Actividad y estado de activacion de Rubisco en CO, ambiente y elevado. La hoja
recientemente extendida de la cebada Graphic (hoja 4) y su mutante G132 (hoja 3) cultivados en CO,
ambiente (390 pmol mol™) y elevado (1200 umol mol™) en camaras de crecimiento en (A) el primer
experimento y (B) el segundo experimento. Las barras verticales representan la mds para la interaccién
genotipo x CO, (n=5, P< 0.05).

3.2.7.2.2. Actividad Nitrato reductasa

En el primer experimento las actividades nitrato reductasa maxima y selectiva
fueron mayores en la variedad Graphic que en G132 (Fig. 3.23A). En ambos
genotipos dichas actividades tendieron a aumentar con el CO; de crecimiento,
aungue en G132 el efecto no alcanzo significacion. La activacion de la enzima
fue significativamente mayor en Graphic que en G132, mostrando en G132 un
aumento con el CO, y no asi en Graphic. La diferencia entre genotipos en
actividad nitrato reductasa fue mucho menor que en el caso de la actividad
Rubisco (Figura 3.22).

En el segundo experimento las actividades nitrato reductasa maxima y selectiva,
y el estado de activacion de la enzima, fueron menores en G132 que en Graphic

(Fig. 3.23B), como ya se encontrd en el primer experimento. El crecimiento en
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Figura 3.23. Actividad y estado de activacion de nitrato reductasa en CO, ambiente y elevado. La
hoja mas joven completamente extendida de la cebada Graphic (hoja 4) y su mutante G132 (hoja 3)
cultivados en CO, ambiente (390 pmol mol™) y elevado (1200 umol mol™) en cdmaras de crecimiento en
(A) el primer experimento y (B) el segundo experimento. Las barras verticales representan la mds para la
interaccion genotipo x CO, (n=5, P< 0.05).

3.2.8. Analisis paralelo de la expresion génica: microarray

Para investigar la respuesta de los genes del mutante G132 y del genotipo
silvestre de cebada a las diferentes condiciones de CO, atmosférico, se realizo un
analisis comparativo del transcriptoma. Los siguientes estudios se realizaron en
primer lugar para saber qué transcritos fueron cambiados en G132 en relacion al
tipo silvestre en ambas condiciones ambientales. En segundo lugar, se estudiaron
los genes cuya expresion cambié con el mismo signo en ambos genotipos en
respuesta al CO, elevado. El tercer objetivo fue averiguar la respuesta diferencial
de cada genotipo al CO, elevado. El factor genético determiné gran parte de los
resultados, si bien, en el caso del genotipo silvestre también lo hicieron las

condiciones de crecimiento, y en menor medida en el mutante (Fig. 3.24).
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Figura 3.24. Representacion del analisis transcriptomico del microarray de los cuatro tratamientos
empleados. (A) Dendrograma de conglomerados de las muestras (cluster analysis) y (B) andlisis de los
componentes principales (PCA) de los cuatro tratamientos. A-GRA, Graphic en CO, ambiente; A-G132,
mutante en CO, ambiente; E-GRA, Graphic en CO, elevado; E-G132, mutante en CO, elevado, con seis
repeticiones por tratamiento.
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3.2.8.1 Respuesta del genotipo

Encontramos 2043 transcritos que se expresaron diferencialmente en G132
respecto al genotipo silvestre, con el mismo patron de expresién en ambas
condiciones de CO,. De ellos 917 estuvieron sobreexpresados y 1126

infraexpresados (Fig. 3.25 y 3.26). De todos ellos pudimos anotar funcionalmente

un 49.4 % (Apéndice A.1).
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Figura 3.25. Grafico circular del porcentaje de abundancia de transcritos anotados.

3.2.8.1.1 Fotosintesis

Los transcritos anotados que se asocian a los procesos fotosintéticos de la planta
se encontraron sobreexpresados en el mutante. Principalmente fueron genes del
complejo colector de luz del PSII, proteinas del centro de reaccién del PSII como
PsbP y PsbR, y del PSI, como PsaA y PsaB. Tambien dos fragmentos

(subunidades 5 y 7) del complejo NADH-plastoquinona oxidoreductasa y un

transcrito codificante para la subunidad grande de Rubisco.
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3.2.8.1.2 Metabolismo de carbohidratos

El segundo grupo de transcritos fue anotado atendiendo a la implicacion en el
metabolismo de carbohidratos. Agrupados dentro del metabolismo de
carbohidratos principales encontramos reprimido un grupo de hexoquinasas y
fructoquinasas, transcritos con actividad glucosil hidrolasa (como beta-
fructofuranosidasas, glucosidasas, fructano -(2, 1) —fructosidasa y fructano 6-
exohidrolasa, estas dos Ultimas sobreexpresadas), transferasas muy reprimidas
del tipo fructosiltransferasas y una serie de invertasas de pared celular y otras
vacuolares, estas ultimas sobreexpresadas. Otro transcrito similar a sacarosa
sintasa (SUS) estuvo sobreexpresado, mientras que dos transcritos identificados

como almidon fosforilasa fueron reprimidos.

Dentro del metabolismo de carbohidratos secundarios se observd una
sobreexpresion de transcritos del metabolismo de la trehalosa y un grupo diverso
de quinasas. Concretamente hubo sobrexpresion de dos trehalosa sintasas (TPS) y
dos trehalosa fosfatasas (TPP) implicadas en el proceso de biosintesis de
trehalosa y con una posible funcion reguladora del metabolismo de carbohidratos.
Y en el grupo de quinasas se anotaron dos adenosin quinasas, transcritos
identificados como genes necesarios para la acumulacion de Rubisco (NARA) e
implicados en la regulacion fotosintética (Ogawa et al., 2009) y dos transcritos
similares a xilulosa quinasa (XK). Aungue teniendo una secuencia similar a
xilulosa quinasas, varias lineas de evidencia experimental sugieren que no acttian
sobre xilulosa o desoxi-xilulosa. También se encontraron infraexpresados un
transcrito de galacturonosiltransferasa implicado en la biosintesis de pectinas,
uno de alfa galactosidasa alcalina y dos de galactinol-sacarosa
galactosiltransferasas, probables proteinas de imbibicidn de la semilla (SIP) con

accion transferasa de galactosil de estaquiosa a rafinosa.

Por otro lado se observd que podria estar reprimida la conversion de glucuronato
a través de mio-inositol, ya que estuvo reprimida una serie de transcritos
implicados en dicha ruta, como oxigenasas y quinasas de mio-inositol (MIOX,
MIK), mientras que se encontrd sobreespresado un transcrito similar a mio-
inositol 1-fosfato sintasa (MIPS). (Loewus and Murthy, 2000). Tambien se
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subexpresaron dos oxidoreductasas, concretamente aldo-ceto reductasas y una

aldosa reductasa.

3.2.8.1.3 Glicolisis

Estuvieron reprimidos los transcritos agrupados dentro de la glicolisis. De entre
los localizados en el citosol se identificaron transcritos para pirofosfato-fructosa-
6-fosfato 1-fosfotransferasa (PFP), que cataliza una reaccion similar a la 6-
fosfofructoquinasa, pero utiliza pirofosfato en lugar de ATP como donador de
fosfato, cuatro piruvato quinasas (PK), dos enolasas (ENO), dos fosfoenol
piruvato carboxilasas (PEPC), y un transcrito similar a gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAP-DH). Los transcritos para tres fosfoglicerato mutasas
(PGM) localizados en los cloroplastos estuvieron también reprimidos.

3.2.8.1.4 Gluconeogénesis

Al mismo tiempo se clasificaron tres transcritos sobreexpresados e implicados en
la gluconeogénesis, que codifican para piruvato ortofosfato diquinasa (PPDK).
Esta enzima, que cataliza la conversion de piruvato en fosfoenolpiruvato, se
asocia normalmente con la fotosintesis C4. En plantas C3 se le ha implicado en la
interconversion de aminoacidos y produccion de los mismos para transporte
durante la senscencia foliar, asi como en el aporte de fosfoenolpiruvato a la ruta

del sikimato en la biosintesis de lignina (Aubry et al., 2011).
3.2.8.1.5 Metabolismo fermentativo

Dentro del metabolismo fermentativo encontramos cuatro transcritos de aldehido
deshidrogenasa (ALDH), dos reprimidos y supuestamente implicados en
procesos de respuesta a la desecacion, respuesta al estrés salino o respuesta al
estimulo &cido abscisico, y otros dos de coniferil aldehido deshidrogenasa
sobreexpresados, relacionados con la biosintesis de fenilpropanoides y que
también oxidan otros aldehidos aromaticos, pero no aldehidos alifaticos. Y por
otro lado, tres transcritos subexpresados similares a la alcohol deshidrogenasa
(ADH), relacionados con la respuesta a ion cadmio, la respiracion celular, la

respuesta al estrés salino, respuesta a la hipoxia o la respuesta al estrés osmético.
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3.2.8.1.6 Pentosas fosfato

En la ruta de las pentosas fosfato se encontraron diversos transcritos, en su
mayoria reprimidos. Dentro de la fase oxidativa de las pentosas fosfato se
identific6 una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) cloroplastica
sobrexpresada y un transcrito perteneciente a la familia proteinica de la 6-
fosfogluconato deshidrogenasa reprimido. Por otro lado, en la fase no oxidativa
de la ruta se subexpresaron tres transaldolasas. Ademas, hubo nueve transcritos
reprimidos de una flavoproteina, la ferredoxina NADP™ reductasa (FNR), que se
encuentra en los cloroplastos y actua sobre los centros [2Fe-2S] de las

ferredoxinas.
3.2.8.1.7 Ciclo de Krebs

Dentro del ciclo de Krebs hubo represion de la mayoria de transcritos.
Principalmente siete transcritos de la malato deshidrogenasa (MDH) y dos
trascritos de aconitasa. Estos Ultimos pueden catalizar la conversion de citrato a
isocitrato a través de aconitato, indicando que puede participar en el ciclo de
Krebs y otras rutas metabdlicas primarias. Y afectan también a los niveles de
transcripcion de superoxido dismutasa, pudiendo desempefiar un papel en la
respuesta al estrés oxidativo (Moeder et al., 2007). Por otro lado se
sobreexpresaron un transcrito que codifica la subunidad alfa del componente E1
del complejo piruvato deshidrogenasa (PDC-E1) con actividad oxidorreductasa,
paso limitante de la velocidad de todo el complejo, y otros dos que codifican para
lipoamida deshidrogenasa 1 (LPD1 o PDC-E3), otra subunidad del mismo
complejo. Este complejo proporciona acetil-CoA para la biosintesis de novo de

acidos grasos.
3.2.8.1.8 Transporte electronico mitocondrial y sintesis de ATP

Hubo una represion general de los transcritos identificados para esta ruta
metabolica. Casi todos fueron componentes de la cadena transportadora de
electrones. Empezando por una ubiquinol: citocromo b-c; oxidoreductasa y una
subunidad de la misma, llamada citocromo c;. Se encontraron también tres
NAD(P)H: ubiquinona reductasa (NDB2), cuatro ubiquinol oxidasas (AOX) y

una ubiquinona oxidoreductasa de transporte de electrones, esta ultima
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sobreexpresada. Por otro lado estuvo reprimida la subunidad g de la ATP sintasa
mitocondrial. Se observO la sobreexpresién de un transcrito implicado en la

biogénesis del citocromo c.

3.2.8.1.9 Pared celular

Se identificaron 52 transcritos cuya anotacion los ubico dentro del metabolismo
de pared celular. Estuvieron reprimidos de forma muy generalizada y de modo
mas acusado al crecer el mutante en CO, elevado. Atendiendo a la sintesis de
moléculas precursoras de pectinas y hemicelulosas, compuestos estructurales de
la pared celular, se localizd una serie de transcritos reprimidos anotados como
epimerasas, deshidrogenasas y descarboxilasas, cuya funcion es la formacién de
xilosa, ramnosa, arabinosa, fucosa, galactosa y arabinosa. Por otro lado
encontramos dos celulosa sintasas reprimidas cuya anotacion encaja con la
subunidad catalitica 2 mientras que otras dos celulosa sintasas sobrexpresadas
correspondian con la subunidades 4 y 7. Posiblemente implicadas en la sintesis
de hemicelulosa, se encontraron reprimidas tres glicotransferasas y cinco proteina
arabinogalactano con dominio fasciclina, lo que las implica en la adhesion

celular.

Por otro lado, en la degradacién y modificacion de la pared celular observamos
glicosil hidrolasas, endoglucanasas que degradan celulosa, xilosidasas que
degradan hemicelulosa y nueve xiloglucano endo-transglicosilasa (XET)
reprimidas, especialmente en CO, elevado. Estas ultimas son enzimas muy
importantes durante la expansién de la pared celular que rompen un enlace beta
1-4 en la cadena de un xiloglucano y transfieren el segmento xiloglucanil a un
aceptor. También se observo represion de un inhibidor de poligalacturonasas, o
en otras palabras, un inhibidor de las enzimas pectoliticas. Ademas, se identifico
un transcrito sobreexpresado relacionado con el crecimiento unidireccional y el

ensanchamiento de la pared celular, anotado como expansina.
3.2.8.1.10 Metabolismo de lipidos

Dentro del metabolismo de lipidos encontramos once transcritos para la sintesis
de &cidos grasos. Reprimidos, un par de tioesterasas, importantes en la sintesis de

acidos grasos al remover la coenzima A de la cadena de acilos, dos posibles
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proteinas portadoras de grupos acilo (ACP) y dos transcritos de dihidrolipoamida
S-acetiltransferasa (LTAZ2), que codifica la subunidad E2 del complejo piruvato
descarboxilasa. Mientras que sobreexpresados, observamos cinco transcritos
similares a 3-cetoacil-CoA sintasas implicados en la biosintesis de &cidos grasos
de cadena larga (VLCFA; very long chain fatty acids). Por otro lado, atendiendo
a la desaturacion de acidos grasos, nos encontramos reprimidos un transcrito de
una acido graso hidroxilasa (FAH) y dos desaturasas de acidos grasos (FAD).
Una de ellas, responsable de la sintesis de acidos grasos 16:3 y 18:3 a partir de
galactolipidos, sulfolipidos y fosfatidilglicerol, usa como donante de electrones la
ferredoxina, y la otra es una desaturasa plastidica sensible a la temperatura.

Dentro de la sintesis de fosfolipidos observamos mayor abundancia de transcritos
sobreexpresados, como cuatro sintasas de fosfolipido ciclopropano acido graso
(Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase) o una diacilglicerol quinasa
(DGK). Por otro lado encontramos subexpresados un transcrito de CDP-colina
sintetasa y dos fosfoetanolamina N-metiltransferasa (PMEAMT), que cataliza los
dos ultimos pasos de metilacion de la fosfoetanolamina, necesaria para la sintesis

de fosfocolina en plantas.

Encontramos dentro de la degradacion de lipidos nueve alfa-beta hidrolasas
anotadas principalmente como fosfolipasas, cuatro de las cuales se
sobrexpresaron y las restantes se reprimieron. Entre estas Ultimas habia una
GDSL(S) hidrolasa, una palmitoil esterasa, una carboxil esterasa que funciona
como receptor dominante de giberelinas, y dos transcritos identificados como
glicerofosfodiester fosfodiesterasa similares a SHV3 1 (SVL1), que participan en
la organizacion de la pared celular primaria, concretamente en la acumulacion de
celulosa cristalina. Tambien se reprimieron dos transcritos similares a
ceramidasas potencialmente implicados en la proliferacion celular, adhesion y

apoptosis.

Por ultimo obsevamos dos transcritos sobreexpresados de dihidroxiacetona
fosfato reductasa (DHAP) implicada en suministrar glicerol-3-fosfato dentro del
cloroplasto para la sintesis de glicerolipidos. En procariotas se la relaciona con el
flujo de acidos grasos. Y tambien sobreexpresadas dos flavoproteinas wrba cuya
respuesta se ve provocada por el fallo en la cadena de transferencia de electrones

e inducen la reduccién de quinonas para evitar la oxidacion celular. Ademas se
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identificaron una lipido transferasa (LTP) sobreexpresada y una esterol
aciltransferasa subexpresada.

3.2.8.1.11 Asimilacion de nitrogeno y azufre y manejo de metales

Por un lado encontramos dos transcritos muy infraexpresados que corresponden a
la nitrato reductasa. En cuanto al azufre, observamos 3 ATP sulfurilasas
sobrexpresadas, las cuales son las primeras enzimas en la asimilacion de azufre.
Dentro del movimiento de metales en la planta encontramos una sobreexpresion
generalizada. Principalmente encontramos proteinas ascociadas al transporte de
metales pesados, tales como un transportador de hierro, necesario para el
secuestro de hierro dentro de la vacuola, dos proteinas tsjtl especificas de tallo,
una proteina de unién a selenio o una reductasa quelante de hierro localizada en
el cloroplasto. Solamente observamos reprimidos trancritos para una chaperona
de cobre del citocromo c¢ oxidasa, una ferritina y una fitoquelatina sintasa con

funcion protectora frente al estrés oxidativo en las células vegetales.
3.2.8.1.12 Metabolismo de aminoacidos

En términos generales, observamos una represion de la sintesis de aminoacidos y
una sobreexpresion de la degradacion. En cuanto a la sintesis de aminoacidos,
encontramos primeramente que la formacion de serina a partir de glicerato estuvo
reprimida (EC. 3.1.3.3, EC. 1.1.1.95 reprimida por serina). Y a partir de serina,
encontramos que transcritos de la sintesis de cisteina se sobreexpresaron (cisteina
sintasa y EC. 2.5.1.47).

Respecto a la sintesis de aminoacidos aromaticos, observamos una represion en
la formacién de fenilalanina (EC. 4.2.1.51 encima reprimida por fenilalanina) y
triptofano (EC. 2.4.2.18, 4.1.1.48) asi como corismato a partir de shikimato (EC:
2.7.1.71,2.5.1.19, 4.2.3.5).

Por otro lado observamos reprimida la aspartato aminotransferasas (EC. 2.6.1.1),
que convierte el oxalacetato y glutamato en aspartato. Siguiendo la formacion de
treonina a partir del aspartato por la via de homoserina encontramos reprimida la
treonina sintasa (EC. 4.2.3.1). Y por consiguiente la sintesis de isoleucina desde
treonina se vio reprimida (EC. 1.1.1.86, enzima inhibida por NADP+ y 2,3-

Dihidroxi-3-metilbutanoato, EC. 4.3.1.19 inhibida por cisteina, isoleucina,
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leucina y activada por valina; via oxobutanoato desde treonina). Encontramos la
asparagina sintetasa sobreexpresada (EC. 6.3.1.1, encima inhibida por aspargina),

que convierte a su vez el aspartato en asparagina.

En la sintesis de aminobutanoato o0 GABA a partir de glutamato observamos una
glutamato descarboxilasa ambiguamente expresada (EC. 4.1.1.15). Por otro lado,
la primera encima en el proceso de transformacion de glutamato a prolina se vio
altamente reprimida (encima inhibida por prolina y ADP) y también la sintesis de
metionina (2.1.1.-, activada por metionina). Tambien vimos que la acetil ornitina
transaminasa, implicada en la formaciéon de agrinina via ornitina a partir de

glutamato (EC. 2.6.1.11), estaba sobreexpresada.

Como potenciales transcritos sobreexpresados en las vias catabolicas de
aminoacidos encontramos tres transcritos anotados como ureasas (EC. 3.5.1.5
urea que proviene de la arginina= ornitinaturea). Otros cinco transcritos que
codificaban para asparaginasa que cataliza la hidrolisis de asparagina a aspartato
y tambien dos posibles proteinas que contienen un dominio ACT (aspartate
kinase, chorismate mutase and TyrA). Tambien el primer paso de la degradacion
de prolina a glutamato fue sobreexpresado (EC. 1.5.5.2), mientras que el Gltimo
se observo reprimido (EC. 1.2.1.88). Mientras que reprimidos encontramos,
dentro de la degradacion de metionina, cuatro transcritos anotados para la
formacion de homocisteina Por otro lado encontramos reprimidos un par de
transcritos (EC. 1.5.1.8) intermediarios en la degradacion de lisina a glutarato y
un par de transcritos sobreexpresados que actlan en la degradacion de valina,
isoleucina y leucina (EC. 1.2.1.25).

3.2.8.1.13 Metabolismo secundario

Dentro del metabolismo secundario encontramos transcritos involucrados en la
formacion de isoprenoides y flavonoides que se sobreexpresaron principalmente,

mientras que la de fenilpropanoides y alkaloides se reprimio.

Dentro de los isoprenoides observamos que la formacién de carotenoides en sus
primeros pasos se sobreexpresd mediante transcritos como fitoeno desaturasas, al
mismo tiempo que encontramos un transcrito reprimido del tipo carotenoide
oxigenasa. Esta involucrada en los ultimos pasos de la biosintesis de carotenos

con la formacién de xantofilas. Por otro lado, la ruta del 4cido mevalonico la
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encontramos reprimida en uno de sus primeros pasos (hydroximetilglutaril-CoA
sintasa) y encontramos sobreexpresadas dos linalool sintasas que enlazan dicha
ruta a través del isoprenoide e intermediario universal geranil difosfato. En la
biosintesis de tocoferol, hubo un interesante transcrito sobreexpresado similar a
una metil fitil hydroquinona metiltransferasa. Este implicado en la sintesis de
vitamina E y que probablemente bloguea la plastoquinona y cuyos mutantes
padecen albinismo (2-metil-6-fitil-hidroquinona, APG1). Atendiendo al
metabolismo de terpenoides encontramos varias cadineno sintasas, que catalizan

la primera etapa en la biosintesis de gosipol, un pigmento amarillo.

Mientras que dentro del metabolismo de fenilpropaniodes encontramos una
represion generalizada y mas concretamente dentro de la biosintesis de ligninas.
Aqui encontramos transcritos como cuatro fenilalanina amonio liasa, cumarato-
CoA ligasa, y shikimato hidroxi cinamoil transferasa. También reprimidos otros
transcritos como deshidrogenasas (cinamil alcohol o manitol), metiltransferasas
(cafeoil) 0 una monooxygenasa (trans-cinimato), concluyendo en una represion

general de las diferentes rutas de biosintesis de ligninas.

Atendiendo a la biosintesis de alcaloides encontramos subexpresados dos
descarboxilasas de aminoacidos aromaticos (EC 4.1.1.28), una betaina aldehido
deshidrogenasa y una estrictosidina sintasa (EC 4.3.3.2) conocida como
YELLOW-LEAF-SPECIFIC GENE (YLS2), enzima central de la sintesis de

indol alcaloides monoterpenicos.

Entre los transcritos anotados la mayoria se identifico6 como parte de la ruta de
biosintesis de flavonoides. Los flavonoides constituyen una familia relativamente
diversa de moléculas aromaticas que se derivan de fenilalanina. Encontramos
sobrexpresadas dos chalcona sintasas (EC 2.3.1.74) y cuatro flavonona
hidroxilasa/flavonol sintasas (EC 1.14.11.9, proteina srgl). Mientras que
subexpresada encontramos una chalcona isomerasa (EC 5.5.1.6), enzima que se

encuentra entre los pasos que catalizan las dos enzimas anteriores.

3.2.8.1.14 Metabolismo de hormonas

Se encontrd una sobreexpresion de transcritos relacionados con el acido abcisico
(ABA), auxinas y parcialmente, con citoquininas. Mientras que se observé una
represion de los implicados con etileno, brasinosteroides, giberelinas y jasmonato
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(&cido jasmonico). Relacionados con ABA se observaron tres aldehido oxidasas,
paso final para la formacion de ABA, dos fosfatasas 2C una sobreexpresada y
otra reprimida, que son represores de ABA y sus vias de sefializacion en procesos
tales como cierre de estomas o crecimiento. En cuanto a auxinas, se observo la
sobreexpresion de transcritos de proteinas de respuesta a auxina como por
ejemplo las de tipo pequefa respuesta positiva a auxina (SAUR), factores de
transcripcion de rapida respuesta (IAA9-10), proteinas especificas de tallo tipo
TSJT u otras asociadas a dormancia. Por otro lado se observo reprimido un
regulador de tréafico entre endosomas y vacuola con unién a inositol. Dentro del
metabolismo de citoquininas encontramos transcritos de citoquinina
deshidrogenasa, que cataliza la degradacion irreversible de dicha fitohormona.
Dos sobreexpresados y uno reprimido. Se vio una represion de dos transcritos
relacionados con giberelinas. Un precursor de su formacion (ent-caureno sintasa;
GAZ2) y un regulador del nivel endogeno en planta (giberelina 2-beta dioxigenasa;
GA20X). Con respecto al jasmonato se encontraron reprimidas diez
lipoxigenasas (LOX) que se cree que estan involucradas en la sintesis de acido
jasmonico y tres aleno éxido ciclasas (AOC) involucradas en la produccion de un
precursor de &cido jasmonico. Los transcritos relacionados con etileno se
reprimieron en su mayoria. Se encontré un transcrito de la enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACC oxidasa), que en Gltima instancia
es responsable de la formacion de etileno, y algunas proteinas reguladoras de
transcripcion de respuesta a etileno. Se encontraron transcritos, en su mayoria
reprimidos, implicados en el metabolismo de los brasinoesteroides.
Concretamente, tres receptor quinasas insensibles a brasinoesteroide (BAK1),
que controlan la muerte celular y la expresion de genes asociados con la

inmunidad innata de la planta en ausencia de agentes patdgenos o elicitores.
3.2.8.1.15 Co-factores y vitaminas

Encontramos tres transcritos, uno de ellos reprimido e identificado como
pantotenato quinasa, que cataliza la fosforilacion de pantotenato, el primer paso
en la biosintesis de CoA. Puede jugar un papel en la regulacion fisioldgica de la
concentracion intracelular de CoA. Otros dos sobreexpresados, uno interviene en
la sintesis de acido salicilico (SA) y también participa en la sintesis de
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filoquinona (vitamina K1). Otro codifica una proteina similar a fitoltransferasa
acido 1,4-dihidroxi-2-naftoico, implicado en la biosintesis de filoquinona y
plastoquinona. Los mutantes son de color verde palido con defectos en el

transporte de electrones fotosintético.

3.2.8.1.16 Estrés

Encontramos transcritos relacionados con diferentes estreses, tales como bioticos,
temperatura 0 sequia, y que en su mayoria se observaron reprimidos. De entre
ellos, veinte transcritos relacionados con la patogenicidad, todos ellos reprimidos
y similares a la proteina taumatina. Tambien se identificaron siete quitinasas y
genes inducidos por lesiones y tres proteinas basicas de secrecion. Mientras que
sobreexpresados se encontraron tres transcritos identificados como proteinas
termoestables (HS1) que confieren actividad antimicrobiana y antifungica y dos
proteinas loricrina. Se identificaron una serie de transcritos relacionados con el
estrés por temperatura. En respuesta al calor se encontraron transcritos similares
a chaperonas y proteinas de choque térmico (HSP) de 40, 70 y 90 KDa. También
se identificaron dos transcritos de peroxidasas inducibles por frio. Dentro del
estrés salino y por sequia se encontraron tres metiltransfrerasas subexpresadas del
tipo PMT26, proteinas de la membrana del aparato de Golgi, y sobreexpresado
un transcrito definido como canal permeable a cationes de calcio activado por
estrés. Por otro lado, sin responder a un estrés concreto, se encontraron seis
transcritos infraexpresados muy similares a proteinas de germinacion, dos de
ellas con funcién oxalato oxidasa. Mientras que sobreexpresados identificamos
cinco transcritos similares a proteinas quinasas de respuesta a estrés ricas en

cisteina y un transcrito similar al gen tolerante de sodio y litio (SLT).

3.2.8.1.17 Redox

Atendiendo a la naturaleza de sus secuencias, algunos transcritos se pudieron
clasificar dentro de los procesos de 6xido-reduccion. En su mayoria se observo
una sobreexpresion. Se encontraron cuatro tioerredoxinas (TRX) sobrexpresadas
mientras que una ferredoxina-tioerredoxina reductasa (FTR) y dos proteinas
disulfuro isomerasas se observaron reprimidas. Por otro lado se encontraron

reprimidos dos transcritos similares a la ascorbato oxidasa y se observd una
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sobrexpresion de dos dehidroascorbato reductasa. En el caso de esos transcritos
reprimidos, la represion con CO, elevado fue notablemente mayor. También se
observO una expresion reprimida para poliaminas, concretamente esperminas y
una arginina descarboxilasa como enzima que cataliza el primer paso para la
sintesis de poliaminas. Y una degradacién sobreexpresada a través de poliamina

oxidasas.

Se encontrd una posible proteina cloroplastica de unién al grupo hemo e
identificamos dos glutaredoxinas, una sobrexpresada y otra clasificada como del

subgrupo 111 subexpresada.

3.2.8.1.18 Nucleotidos

En la sintesis de nucle6tidos se encotrd sobrexpresada una CTP sintetasa que esta
implicada en la biosintesis de pirimidina. Por otro lado, se encontraron

reprimidas dos fosforibosilpirofosfato sintetasa y una dihidropirimidina.

El metabolismo degradativo de nucledtidos se vio sobreexpresado en tres ureido
permeasas, que transportan un amplio espectro de derivados oxo de los
compuestos heterociclicos de nitrogeno, y dos inositol-1-monofosfato con
actividad nucleotidasa. Se encontraron tambien tres nudix hidrolasas, dos
sobrexpresadas y una reprimida. Hubo ademas cuatro fosfatasas reprimidas, dos
de ellas adenilato quinasas. Tambien estuvo reprimida la subunidad grande de

una ribonucledsido difosfato reductasa.
3.2.8.1.19 Biodegradacion

Se encontr6 una lactoglutation liasa implicada en la desintoxicacion de
metilglioxal y los otros aldehidos reactivos que se producen como una parte

normal del metabolismo.

3.2.8.1.20 Metabolismo C1

Dentro del metabolismo de compuestos de un carbono se observé subexpresada
una formato deshidrogenasa, mientras que sobrexpresadas hubo dos 5-

formiltetrahidrofolato ciclo ligasa.
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3.2.8.1.21 Miscelanea

Entre las monooxigenasas se encontraron cuatro transcritos subexpresados y
otros cuatro sobreexpresados, que codifican para polipéptidos del tipo citocromo
P450. Dentro de las glicosil transferasas hubo un trascrito sobreexpresado y cinco
subexpresados, entre los que se incluyen antocianina o galacturano
glicosiltransferasas, todas ellas implicadas en la biosintesis de flavonoides. Se
observo también represién de cuatro glucosidasas y dos xilosidasas, Yy
sobreexpresion de una xilosidasa, todas con funciones en la pared celular. Asi
mismo, hubo nueve glucanasas reprimidas mas fuertemente en CO, elevado y
cuatro sobreexpresadas. También se encontr6 subexpresion de tres O-
metiltransferasas. Hubo cuatro monooxigenasas dependientes de flavina, de las
cuales dos se subexpresaron, junto con otras oxidasas como una quinona
oxidoreductasa, una prolina hidroxilasa y una plastocianina. Se sobreexpresaron,
ademas, dos amidasas y dos glutation transferasas, mientras que se subexpresaron
otras tres glutation transferasas. Disminuy6 la expresion de seis peroxidasas, tres
fosfatasas acido purpura, una acetiltransferasa y cuatro lipotransferasas. Se
encontraron sobreexpresadas dos esterasas/lipasas GDSL una aciltransferasa y
una rodanasa o tiosulfato sulfurotransferasa. También se subexpresd una y se
sobreexpresaron dos deshidrogenasas/reductasas de cadena corta y plegamiento
de Rossman. La expresion de feoférbido A oxigenasa, que participa en la
degradacion de la clorofila, se subexpreso. La abundancia de transcrito para un
miembro de la superfamila de ferredoxinas 2Fe-2S, con actividad de transporte

de electrones, aumento.
3.2.8.1.22 ARN

Se clasificaron setenta y tres transcritos cuyas secuencias estaban relacionadas
con los acidos ribonucleicos, en su mayoria implicados en procesos de regulacion
de la transcripcion y principalmente sobreexpresados. Se observé una represion
de la degradacion de ARN, encontrandose reprimidas tres ribonucleasas, mientras
gue una ribonucleasa E cloroplastica, posiblemente implicada en el desarrollo del
cloroplasto, se sobreexpreso. Los fendmenos de corte y empalme (splicing) se

estimularon con la sobreexpresion de dos maturasas y un factor de corte y
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empalme cloroplastico. Tambien se encontraron dos helicasas sobreexpresadas,
enzimas fundamentales del metabolismo del ARN.

La propia transcripcion de ARN se vio sobreexpresada, encontrandose seis
subunidades de ARN polimerasas asi reguladas y un factor sigma de una ARN
polimerasa cloroplastica. Varias secuencias de factores de transcripcion con
dominios hélice-giro-hélice bésicos (Basic Helix-Loop-Helix, bHLH), MYB,
NAC, bZIP, Aux/IAA y SET se sobreexpresaron en el mutante. Algunos factores
de transcripcion bHLH (bHLH, pifl, fama, unel0) podrian estar implicados en
diferenciacion de los estomas e interaccion con fotoreceptores phyA (PIF). Otros
con un dominio MYB son cruciales para el control de la proliferacion y la
diferenciacion de tipo de celular, o simplemente regulan la biosintesis de
flavonoides (proteina relacionada con Myb MYBAS2; subexpresado). El
dominio NAC podria estar implicado en el control de formacion de células del
meristemo y en respuesta a estrés salino 0 ABA, y se encontrd sobreexpresado.
Atendiendo a los factores de transcripcion con dominio bZIP podriamos
relacionarlos con procesos importantes como el estrés abidtico, la sefializacion
hormonal, el metabolismo energético y el desarrollo. Del ultimo grupo, tres
secuencias con dominio SET eran metiltransferasas de Rubisco (RMT) cuya
actividad enzimatica se ha mapeado en el dominio SET. Ademas se encontraron
otros factores de transcripcion como una proteina citoplasmatica con dominio U-
box ubiquitina ligasa E3, que esta implicado en la respuesta al estrés hidrico, o un
factor de transcripcion con dominio homeobox e implicados en la regulacién del
desarrollo. Por otro lado se encontr6 menor numero de factores de transcripcion
reprimidos, del tipo WRKY, C2H2, RAV o0 BTF3.

3.2.8.1.23 ADN

Las secuencias anotadas dentro de los procesos metabdlicos del ADN se vieron
claramente reprimidas. Se encontraron 21 histonas en su mayoria tipo H2A y
subexpresadas. Implicados en la replicacion del ADN, su reparacion y la
recombinacion genética se anotaron también reprimidos transcritos codificantes
para genes de mantenimiento de minicromosomas, subunidades de ADN
polimerasa, proteinas de replicacion A y proteina de reparacion de lesiones del
ADN causadas por UV. Por otro lado los unicos transcritos sobreexpresados
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fueron helicasas de ARN dependientes de ATP con dominio DEAD-box y

endonucleasas.
3.2.8.1.24 Proteinas

Relacionados con la sintesis de proteinas se encontraron reprimidos dos factores
de iniciacion, uno de elongacién y un factor de liberacion, proteina que permite la
terminacion de la traduccion mediante el reconocimiento del codon de parada en
una secuencia de ARNm. Se encontraron también tARN ligasas tipo leucina y
alanina del citoplasma reprimidas, mientras que otra mitocondrial se
sobreexpresd. En cuanto a las proteinas ribosomales se observaron las del
cloroplasto sobreexpresadas, concretamente las fracciones 30S (subunidades S3,
S11, S30A) y 50S (subunidades L2, L12, L16, L22, L28), mientras que las
proteinas ribosomales citosolicas de las fracciones 40S (subunidades S8, S9, S19,
S26, S27, S3A) y 60S (subunidades L9, L24, L28, L34, L13A, L37A) se
reprimieron. En cuanto a la modificacion postraduccional, encontramos una gran

namero de proteina quinasas, concretamente 23, de las que 14 se sobrexpresaron.

La expresion génica para proteinas involucradas en la secrecion se vio reprimida
en el mutante. Principalmente se reprimieron transcritos del sistema de secrecion
vesicular en la célula. Se identificaron como SEC61, que es el canal central de un
complejo de proteinas asociado a la translocacion de polipéptidos a través de
membranas, SEC14, que es requerido para el trafico de endosomas y regula
distintas vias de exportacion en Golgi, y SEC1. Se encontraron dos particulas de
reconocimiento de sefial (SRP) una de ellas sobreexpresada. Y también
sobreexpresada una proteina vacuolar encargada del movimiento entre Golgi y
endosomas. Por otro lado, se observo reprimido un transcrito para una proteina
implicada en la importacion a plastidios de la protoclorofilida oxidorreductasa A
y sobreexpresado uno para una peptidasa requerida para el desarrollo de los
tilacoides, con funcién en la maduracion de la membrana exterior de los

cloroplastos y del complejo de oxidacion de agua (OE).

Para los transcritos implicados en la degradacion de proteinas se observo
claramente una sobrexpresion generalizada. Los grupos mas numerosos fueron
las serina proteasas y las ubiquitinas. La expresion de las serina endopeptidasas
del tipo subtilisina se encontr6 muy reprimida, principalmente en CO, elevado.
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Dichas proteasas estan probablemente relacionadas con la modificacion de pared
celular. Por otro lado se observaron sobrexpresadas dos serina proteasas tipo CLP
y varias metalopeptidasas. Estas Ultimas relacionadas con proteinas romboide
localizadas en el cloroplasto y que se reprimieron. Entre sus posibles roles dentro
de la planta podriamos destacar la regulacion dentro de la membrana tilacoidal de
la reparacion del aparato fotosintético (PSIl, D1). También se encontraron dos
serina carboxilpeptidasas reprimidas y otras dos sobreexpresadas. Se anotaron
transcritos en un amplio grupo de ubiquitinas del tipo E2 y E3, que se
sobreexpresaron en su mayoria. Entre estas encontramos algunas con dominio
RING (Realmente Interesante Nuevo Gen) y dedo de zinc CHY, C3HC4, caja F
(CAJA-F 2 DE SENALIZACION DE AUXINA) o BTB con dedo de zinc TAZ y
enlazante de calmodulina. Tambien se encontraron tres poliubiquitinas
sobrexpresadas, ubiquitinas que se unen a las proteinas destinadas a la
degradacion. Otras proteasas, como las cisteina proteasas, se sobreexpresaron,
mientras que se encontraron inhibidores de estas reprimidos. Estas proteasas
estan relacionadas con senescencia, por su respuesta a citoquininas, auxinas y
azucares (SAG12). Al mismo tiempo las aspartico proteasas se vieron reprimidas
(solo tres). Se observaron reprimidas cuatro chaperonas mitocondriales tipo AAA
ATPasa llamadas BCS1, que posiblemente se encargan de unir componentes para
la formacion del complejo citocromo bc (ubiquinol-citocromo ¢ reductasa), en la

membrana interna mitocondrial.

3.2.8.1.25 Sefalizacion

Se observo un gran ndmero de transcritos relacionados con la sefializacion por
quinasas, calcio, proteinas G y luz. Estuvieron reprimidos cuatro transcritos de
receptores quinasa involucrados en la elongacion celular durante el crecimiento
vegetativo, principalmente de forma independiente de brasinoesteroides. Y se
encontraron siete receptores quinasa con motivo tipo repeticion rica en leucina,
sin una funcién concreta, regulados de forma desigual. También dos receptores
quinasa con un motivo tipo repeticion rica en cisteina uno de ellos reprimido, que
probablemente estén implicados en el transporte a través de plasmodesmos. Por
otro lado, se vieron sobreexpresados algunos receptores quinasa asociados a
pared celular.
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Con dependencia del calcio encontramos siete transcritos reprimidos y otros seis
sobreexpresados. Entre los reprimidos encontramos calreticulinas y calnexinas,
que son chaperonas de control de calidad que impiden que se exporten las
proteinas mal plegadas, y cuatro quinasas de proteinas dependientes de calcio.
Por otro lado, entre los transcritos sobreexpresados encontramos calcineurinas,
gue son sensores del nivel de calcio en la planta. Se observaron otros transcritos
con dominio mano EF que actdan en la regulacion de muchos procesos celulares

y de desarrollo.

Se encontraron nueve transcritos para proteinas G, que actGan como interruptores
en la celula mediante actividad GTPasa, a modo de transductor de sefial.
Reprimidas encontramos cuatro GTPasas tipo Rab implicadas en el tréfico de
vesiculas intracelulares y transporte de proteinas. Y sobrexpresadas encontramos
en su mayoria proteinas cabeza o Ran BP2/dedo de zinc NZF, con una funcion

incierta.

Se sobreexpresaron transcritos de proteinas inducidas por la luz, concretamente
proteinas reguladas por luz tipo LIR, que ademas estan controladas por el reloj
circadiano de la planta y cuya funcion es incierta, asi como transcritos de
proteinas inducidas tempranamente por la luz (ELIPs) de diferente masa
molecular, probablemente implicadas en la integracién de pigmentos en los

complejos pigmento-proteina maduros.

Hubo ligera represion de dos MAP quinasas tipo PLC fosfodiesterasa. Se
reprimieron también tres factores de rapida alcalinizacion (RAF), que juegan un
papel fundamental en la biologia celular, y lo méas probable, regulan la expansion
de células. También se encontraron dos transcritos fuertemente reprimidos
identificados como exordium (EXQO), genes regulados por brasinosteroides y que
algunos datos sugieren que forman parte de una via de regulacién que controla el
crecimiento y el desarrollo cuando el C y el suministro de energia es pobre.
Finalmente, encontramos sobreexpresados dos transcritos para 1-
fosfatidilinositol-4-fosfato 5-quinasa, relacionados con la regulacion de la actina

del citoesqueleto.

158



Resultados

3.2.8.1.26 Organizacion celular

Diversos genes implicados en la organizacion celular se reprimieron, siendo por
tanto escasos varios transcritos similares a la actina, la tubulina y la organizacion
de microtubulos. Hubo sobreexpresion dentro del ciclo celular y se encontraron
varias ciclinas tipo D2-2, B1-5 y P1-1 y una quinasa subexpresada (quinasa
dependiente de ciclina) que juega un papel central en el control del ciclo celular
mitético. El transporte vesicular tambien se vio subeexpresado con transcritos
Ilamados anexinas, proteinas de union a membrana, dependientes de calcio e
involucradas en la secrecion de Golgi. Se encontraron transcritos
mayoritariamente reprimidos codificantes para coatdmeros de dos subunidades
putativamente distintas y un factor de ribosilacién de ADP activado por GTPasa.
Todos ellos son componentes principales de la proteina Coat de Complejo |y
participan en el transporte de las vesiculas entre el Reticulo Endoplasmico vy el

Aparato de Golgi y en el transporte vesicular intra-Golgi.

Aumento la sobreexpresion de un factor de reciclaje de ribosomas implicado en
el desarrollo del cloroplasto. Encontramos un transcrito para un regulador de la
condensacion de cromosomas, proteina sobreexpresada y que inhibe la division
en los plastidios. Por otro lado encontramos reprimido un transcrito de la familia
de las tubulinas, proteina FtsZ, implicada también en la division de cloroplastos y

que parece no interactuar con la anterior.

3.2.8.1.27 Transporte

Dentro de los transcritos asociados al transporte se observd una represion
generalizada. Principalmente los transportadores tipo ABC (dominio de union a
ATP), de los que doce transcritos para proteina de resistencia a multiples
medicamentos (MRP) se reprimieron. En relacion a esto, se encontraron tambien
reprimidos varios transportadores de metabolitos y cationes organicos
xenobidticos conocidos como extrusion de mdaltiples medicamentos 'y

compuestos toxicos (MATE).

Los transportadores de fosfato se encontraron reprimidos, principalmente en la
mitocondria y cloroplastos. En cambio, los transportadores de protones

vacuolares asociados a pirofosfatasa se sobrexpresaron. Por otro lado, cuatro
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transportadores de nitrato (NRT1) y uno de nitrito se vieron reprimidos. También
encontramos transportadores de zinc, de boro, de hierro y un transportador de
baja afinidad de sulfato, todos sobreexpresados. Se observo que un transcrito de
la proteina f para canales idnicos de cloruro se reprimio, mientras que la proteina
c se sobrexpresd. Se observd un transportador de calcio de reticulo
endoplasmatico asociado a ATPasa reprimido y un transcrito (SLAH3) también
reprimido, similar a una proteina de membrana tipo SLAC1 con funcion

estabilizadora de la homeostasis de iones a nivel celular.

Tambien se observaron reprimidos transcritos implicados en el transporte de
biomoléculas: azucares tipo polioles lineales (monosacaridos de tres a seis
carbonos), fosfoenolpiruvato, glucosa-6-fosfato, glicerol-3-fosfato o UDP
galactosa-glucosa. Se encontraron tres transcritos muy reprimidos codificantes
para uracil permeasas, y sobreexpresados tres para Xantina-uracil-ascorbato
permeasas y una adenina-guanina permeasa. Tambien se reprimieron transcritos
codificantes para el transporte de aminoacidos, dos del tipo transmembrana y otro
de transporte acoplado a calcio de aminoacidos neutros. Y hubo sobrexpresion de
un transportador de histidina, otro transportador transmembrana y una
aminoacido permeasa. Hubo una sobreexpresion de tres transportadores de
oligopéptidos. Hubo tres transportadores de folato reprimidos y dos

transportadores sobreexpresados de cationes organicos como carnitina.

Por otro lado se distinguieron trascritos codificantes para aquaporinas, dos (PIP,
TIP) resultaron reprimidos y otro sobreexpresado (NIP). Hubo dos transcritos
reprimidos para proteinas de membrana secretoras transportadoras (SCAMP),
que funcionan como portadores a la superficie celular via reciclaje en Golgi y
también se encontraron tres transcritos sobreexpresados similares a

transportadores de sustrato mitocondriales.

3.2.8.2 Respuesta comun al CO,

Hubo 20 transcritos que cambiaron con el aumento del CO, tanto para G132
como para Graphic. Entre estos transcritos se encontraron seis que estaban
sobreexpresados (30 %) y 14 subexpresados (70 %). Entre los sobreexpresados se

contd un transcrito relacionado con el estrés por sequia o salinidad con mediacion
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de ABA (RESPONSIVE TO DESSICATION 22; RD22), otro relacionado con el
transporte  transmembranoso de cationes (ZINC TRANSPORTER 5
PRECURSOR; ZIP5) y un tercer transcrito identificado como RIBONUCLEASE
T2 y con actividad que cataliza la division nucleotidica de 3'-fosfatos y 3-fosfo
oligonucleétidos como parte de un proceso que degrada ARNr para reciclar sus
componentes (Garcia-Segura et al., 1986). Todos localizados dentro del sistema
endomembranoso. Por otro lado, en los transcritos subexpresados encontrados se
pudo anotar un transcrito con actividad tiopurin S-metiltransferasa (HARMLESS
TO OZONE LAYER 3; HOL3), localizado en el cloroplasto y expresado en las
celulas oclusivas. Otro transcrito perteneciente a la superfamilia de las UDP-
glucosiltransferasas con funcién de transferencia de hexosas, similar a flavonol 3-
O-glucosiltransferasa (3-GT) o antocianidin 3-O-glucosiltransferasa (BZ1)
(Nakajima et al., 2001). Otros dos transcritos, también reprimidos, para la
proteina de aclimatacion al frio similar a WCOR413, cuya expresion es inducida
en respuesta a la aclimatacion al frio, la privacion de agua y al estimulo por acido

abscisico, localizada en la membrana plasmatica.
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Figura. 3.26 Diferencias de expresion de genes involucrados en el metabolismo entre el mutante y Graphic cultivados en CO, ambiente.
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3.2.8.3 Respuesta especifica al CO,

3.2.8.3.1 Respuesta de Graphic al CO,

Se encontraron 149 transcritos que se expresaron diferencialmente en el genotipo
silvestre en CO, elevado, sobreexpresados en su totalidad practicamente
(Apéndice A.1.2). Los grupos mas numerosos en cuanto a cantidad de transcritos

fueron aquellos relacionados con el estrés y la sefializacion.

En cuanto al metabolismo de carbohidratos se vieron dos aldosa epimerasas y
una fructano 6 exohidrolasa sobrexpresadas. Atendiendo a la cadena
transportadora de electrones se encontraron tres ferredoxinas cloroplasticas
sobrexpresadas. En las rutas de metabolitos secundarios tipo fenilpropanoides
hubo seis fenilalanina amonio liasas, una cumarato-CoA ligasa y una
monoxigenasa tipo citocromo p450 sobrexpresadas. Esta dltima, por su
homologia con Arabidopsis, sabemos que se requiere para la transduccién de
sefiales fitocromo en luz roja y cuya mutacion confiere superproduccion de

auxina.

Se encontraron ocho hexosiltransferasas (EC 2.4.1) sobrexpresadas como
galacturonosil, glucuronosil o glucosil transferasas implicadas en la formacion de
pared celular, con implicacién en el metabolismo de pectinas, hemicelulosa y
xilanos respectivamente. Tambien se sobrexpresaron otros transcritos
relacionados con el metabolismo de auxinas, como la indol-3-acetato beta-
glucosiltransferasa (IAGLU), que es parte de un mecanismo de regulacién para
controlar los niveles de IAA a través de la captura y reutilizacion. Y se
identificaron dos transcritos reprimidos, uno sin caracterizar y otro que afecta a la
glucosilacion de antocianinas (similar a cianidin  3-o-rutinésido 5-o-
glucosiltransferasa). Se identificaron siete endoglucano-1,3-beta glucosidasa,
cinco de ellas sobrexpresadas y anotadas como glucosil hidrolasas de la familia
17. Otras dos se reprimieron y una de ellas se anotd como liquenasa. Se anotaron
tres fosfatasas acidas parpura que son metaloenzimas que hidrolizan ésteres
fosfato y anhidridos en condiciones &cidas.
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Se distinguieron cinco transcritos sobreexpresados para serina-treonina quinasas,
una de ellas concretamente se anot6 como STRUBBELIG-receptor 6 (SRF6).
Tambien se identificO un transcrito como transportador involucrado en los
eventos de trafico de membrana asociados a la formacion de placa celular durante
la citocinesis. Se une a algunas moléculas hidrofébicas como fosfoinositidos y

promueve su transferencia entre los diferentes sitios celulares.

Involucrados en el mecanismo de defensa hubo veinte transcritos de proteinas
relacionadas con patogénesis (PR1-5) y entre ellas se encontraron algunas del
tipo taumatina, proteina basica de secrecion (BSP), respuesta resistente a dafio o
incluso ocho quitinasas y un transcrito de respuesta a virus (YELLOW-LEAF-
SPECIFIC GENE 9). Ubicados dentro del estres abidtico se encontraron quince
transcritos para proteinas de choque térmico principalmente de tamafio pequefio
(sHSP), 17.6 kDa (HSP17.611), del tipo chaperona dnalJ (HSP40) y otras como
proteinas de enlace en el lumen (HSP70). Se encontré tambien un grupo de tres
oxalato oxidasas y trece germin proteinas, que poseen un dominio oxalato
oxidasa conservado pero inactivo y probablemente confieren resistencia ante
enfermedades de forma generalizada. De todos los transcritos anotados solamente
dos estuvieron reprimidos. Uno de ellos fue una clp proteasa, fundamental en el

desarrollo de cloroplastos y otro fue una ferredoxina tipo 3fe-4s.

Dentro de los procesos de sefalizacion en la planta se observd una
sobreexpresion de un gran numero de receptores, ademas de transcritos de
sefializacion de calcio. Se encontraron seis transcritos con repeticiones ricas en
leucina similares al receptor quinasa de la subfamilia 1l (LRR-RLK II),
identificados como SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 1-3
(SERKSs) que son esenciales para los primeros eventos de sefializacion por
brasinoesteroides. Hubo nueve receptores quinasa del tipo herk (HERK) y feronia
(FER), ambos necesarios para la elongacion celular durante el crecimiento
vegetativo y en su mayoria de una manera independiente de brasinoesteroides.
Aparecieron seis receptores quinasa del tipo legumbre-lectina (LecRKs) que
juegan un papel crucial durante el desarrollo y en la respuesta de adaptacion a
diversos estimulos. Son consideradas como candidatos ideales para la integridad
de la pared celular. Se vieron cuatro receptores quinasa del tipo extensina ricos

en prolina (PERK) que son un grupo heterogéneo de serina/ treonina proteina
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guinasas que no tienen un compuesto de activacion y su especificidad no ha sido
analizada hasta la fecha. Hubo tres Calmodulinas (CAM) y una de union a calcio
con dominio de mano EF (CAM-like) sobreexpresadas. Tambien
sobreexpresadas hubo tres proteinas quinasa dependientes de calcio (CDPK)
implicadas en la fosforilacion de fenilalanina amonio liasa (PAL), una enzima
clave en la defensa frente a patdgenos y en la produccion de de compuestos
fenolicos y flavonoides. Una peroxigenasa dependiente de calcio o caleosin
relacionada con estres abiotico y control estomatico. Y una ATPasa
transportadora de calcio de membrana plasmatica. Por otro lado se encontraron
unicamente reprimidas, dos proteinas con dominio 1Q y que se cree que son un
nuevo tipo de calmodulinas implicadas en la regulacion de la expresion genica

por sefializacion de calcio.

Como parte de la organizacidn citoesquelética de la célula se observaron tres
transcritos sobreexpresados codificantes para la cadena beta de tubulina.

Se distinguieron varios transcritos para transporte de azucares. Hubo
sobreexpresion de un co-transportador de sacarosa e hidrogeno, de un
transportador de azucares tipo polioles lineales (monosacaridos de tres a seis
carbonos) y un transportador de nucleétido-azlcares. En contraste, se reprimieron
dos transcritos transportadores cloroplasticos de fosfoenolpiruvato y fosfato.
También se reprimieron dos transportadores mitocondriales de sustrato/soluto. Se
identificaron sobreexpresados dos transportadores ABC que catalizan la
transferencia a través de membrana de auxinas en la célula, dos transcritos para el
flujo de auxina y dos transportadores transmembrana de medicamentos tipo
MATE, asi como un transportador Xxantina-uracilo-ascorbato (vitamina c).
Ademas se encontro reprimido un transcrito anotado como proteina pleiotropica
de resistencia a medicamentos 2 (pleiotropic drug resistance protein 2). Dentro
del transporte de iones se identifico un transportador lento de aniones (SLAH3)
que se sobrexpresd, y se reprimio un transportador de iones metalicos tipo

NRAMP2, posiblemente implicado en homeostasis de hierro.
3.2.8.3.2 Respuesta de G132 ante el CO,

El mutante mostro represion de todos los transcritos expresados diferencialmente
en CO; elevado (Apendice A.1.3). Asi pues, asociados significativamente al CO,
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elevado se encontraron tres citoquinina glicosiltransferasas ademas de una acetil
y otra glucosil transferasa, dos transcritos para un receptor serina/treonina

fitosulfoquina, y una dehidrina (proteina de shock por frio).

3.2.9. Abundancia de ARNm

En el segundo experimento de camara de crecimiento se analiz6 mediante PCR
cuantitativa la abundancia de los transcritos descritos en el apartado 3.1.9.1. Esto
se llevo a cabo en plantas expuestas al CO, elevado durante mas tiempo que las
analizadas con el microarray en el primer experimento. Los datos mostraron
grandes semejanzas con los obtenidos de los experimentos de invernadero para
hojas de la misma edad (Tabla 3.8) y los datos transcriptomicos del microarray
(ver apdo. 3.2.8). Asi pues, en G132 comparado con Graphic se encontrd6 mayor
cantidad de un transcrito del complejo de captacion de la luz (aunque otro mostro
menor abundancia) y de las proteinas psbP y psbR del PSII, asi como para las
proteinas psaA y psaB del PSI, y la subunidad pequefia (rbcS) de Rubisco (Tabla
3.19); la mayor abundancia de transcrito para la subunidad grande (rbcL) de
Rubisco no alcanzé significacon estadistica. Por otro lado, los genes para la
proteina psbQ y la protoclorofilida reductasa A se reprimieron en el mutante, el
ultimo significativamente en CO, elevado, pero no en ambiente. Un transcrito de
la sintesis (1-SST) de fructanos y el de la oxidasa alternativa 1A mitocondrial
disminuyeron en G132 respecto a Graphic y también lo hicieron transcritos
implicados en la modificacion de la pared celular (xiloglucano
endotransglicosilasa) y la degradacion de lipidos (glicerofosfodiester
fosfodiesterasa); de estos cuatro transcritos, los tres primeros disminuyeron en el
mutante en mayor medida en CO, elevado que en CO, ambiente. Hubo
sobreexpresion de los transcritos para la subunidad alfa de la ARN polimerasa
plastidica y para las proteinas ribosomicas S3 y L6 (subunidades 30S y 50Ss,
respectivamente) del cloroplasto. Por el contrario, los niveles de transcritos
relacionados con el mantenimiento de la estructura de la cromatina disminuyeron
fuertemente en G132. Por ultimo, se identifico una gran represion de la nitrato

reductasa y del canal ionico SLAHS3, implicado en la respuesta estomatica.

167



Resultados

Por otro lado, se obtuvieron datos relevantes al analizar la abundancia relativa de
transcritos en CO, elevado con respecto a CO, ambiente. Se observo una
disminucion de los transcritos del complejo de captacion de luz y la proteina
psbP del PSII, y de la subunidad pequefia de la enzima Rubisco, mientras que la
disminucion para su subunidad grande no fue estadisticamente significativa. Del
mismo modo, el CO; elevado disminuyo la expresién génica para xiloglucano
endotransglicosilasa (solo en G132), para glicerofosfodiester fosfodiesterasa y
para una proteina de transferencia de lipidos a través de membrana. En contraste,
el CO, elevado indujo un aumento de transcrito de la sintesis de fructanos (1-
SST), solo en Graphic, y un aumento de la nitrato reductasa significativamente
mayor en G132 que en Graphic. Condujo también a una represion de los
transcritos para la subunidad alfa de la ARN polimerasa plastidica y para las
proteinas ribosémicas S3 y L6 (subunidades 30S y 50Ss, respectivamente) del
cloroplasto, solamente en G132. La abundancia de transcrito para una proteina
rica en leucina, implicada en degradacion de proteinas, disminuyé en G132 y
tendio a aumentar en Graphic con el crecimiento en CO; elevado. Este factor
disminuyé en el mutante, pero no en el genotipo silvestre, la cantidad de
transcrito para una treonina-proteina quinasa similar a HT1, involucrada en la

ruta de sefializacion del CO, en las células oclusivas de los estomas.
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Tabla 3.19. Nivel de expresién génica en CO, ambiente y elevado. La hoja mas joven completamente extendida de la cebada Graphic y su mutante G132, cuando la
hoja era la 3 (G132)- 4 (Graphic) (fase 13-14 Zadoks), estando Graphic mas avanzado en el crecimiento. Con un mapa de calor, los nimeros indican el cambio de
expresién (razén de logaritmos en base 2) entre condiciones de cultivo (CO2 ambiente como referencia), entre genotipos (Graphic como referencia) y en la interaccion
genotipo x CO2 (cultivo en CO2 ambiente de Graphic como referencia). Las categorias funcionales se anotaron con Mercator. P, probabilidad en el analisis de la
varianza para los efectos del genotipo, el CO2 y la interaccion de ambos; los nimeros en negrita representan efectos significativos (n=3; P<0.05).

|4ﬁ i\l Genotipo CO, Interaccion P
Nombre Descripcion %lSi/ E/A i(élR?’,i/ 'Z‘g‘;ﬁl i%le,i/ EEEQ/ Gtpo CO; GxCO;
PS.lightreaction.photosystem II.LHC-II LHCII -1.09 -0.65 -0.79 0.00 -2.01 -0.40 <.001 0.006 0.621
PS.lightreaction.photosystem II.LHC-II LHCII 1.45 -0.54 1.67 0.00 0.98 -0.16 <.001 0.029 0.061
PS.lightreaction.photosystem 11.PSII polypeptide psbR 1.58 -0.19 2.00 0.00 1.60 0.43 <.001 0.578 0.25
PS.lightreaction.photosystem 11.PSII polypeptide psbQ -1.41 0.25 -0.99 0.00 -1.34 0.48 <.001 0.308 0.087
PS.lightreaction.photosystem 11.PSII polypeptide psbP 0.98 -0.37 0.74 0.00 0.56 -0.75 <.001 <.001 0.13
PS.lightreaction.photosystem 1.PSI polypeptide psaA 1.91 0.23 1.57 0.00 1.94 -0.32 <.001 0.477 0.267
PS.lightreaction.photosystem 1.PSI polypeptide psaB 2.07 0.26 1.73 0.00 212 -0.29 0.001 0.546 0.393
PS.calvin cycle.rubisco large subunit rbcL 0.46 -0.17 0.31 0.00 0.28 -0.36 0.199 0.624 0.704
PS.calvin cycle.rubisco small subunit rbcS 0.36 -0.25 0.44 0.00 0.11 -0.15 0.01 0.052 0.321
major CHO metabolism FEH -0.42 0.44 -0.51 0.00 0.00 0.37 0.389 0.377 0.991
major CHO metabolism 6-SFT -0.13 -0.06 -0.17 0.00 -0.18 -0.10 0.672 0.839 0.87
major CHO metabolism 1-SST -4.73 2.26 -3.54 0.00 -2.81 2.33 <.001 0.008 0.01
mitochondrial electron transport Alternative oxidase 1A -2.79 1.83 -0.79 0.00 -1.65 2.39 0.018 0.063 0.039
cell wall.modification Xyloglucan 131 0.68 0.65 0.00 29 @ -0.16 <001 0005 0044

endotransglycosylase



4_ _4 Genotipo CO; Interaccion P
. G132/ AG132/ AGRA/ EG132/ EGRA/

Nombre Descripcion GRA E/A AGRA AGRA AGRA AGR Gtpo CO, G x CO,
. . . glycerophosphodiester ) ) : ) }
lipid degradation.lysophospholipases phosphodiesterase 1.52 0.57 1.24 0.00 2.38 0.38 <.001 <.001 0.994
N-metabolism.nitrate metabolism.NR Nitrate reductase [NADH] - 1.77 - 0.00 - 1.76 <.001 <.001 0.001
tetrapyrrole synthesis protochlorophyllide -0.63 0.12 022 0.00 -0.60 0.44 0004 0523 0035
misc.protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein - o\ oy constituent -0.19 -2.79 -0.34 0.00 -2.58 -3.44 053 <001  0.86
(LTP) family protein

- plastid RNA polymerase )
RNA .transcription alpha subunit 2.06 0.57 2.46 0.00 1.70 0.15 <.001 0.047 0.031
DNA.synthesis/chromatin structure DNA-dependent ATPase -1.80 0.23 -1.91 0.00 -1.53 0.19 <.001 0.478 0.854
DNA .synthesis/chromatin structure.histone histone H3 -2.67 -0.10 -2.28 0.00 -3.20 0.02 <.001 0.741 0.664
protein.synthesis.ribosomal ribosomal protein S3 )
protein.prokaryotic.chloroplast.30S subunit (chloroplast) LD iz e oo L ol <001 0.041 0.031
protein.synthesis.ribosomal ribosomal protein L16 )
protein.prokaryotic.chloroplast.50S subunit (chloroplast) 2 e e e = g <001 0.01 0.01
protein.postranslational modification Hl;e_‘l’i’l‘(':e'p“’te'” Kinase 0.32 0.61 0.60 0.00 033 022 0.06 0002 0022
protein.degradation.ubiquitin.E3.SCF.FBOX Ler‘g‘;é’i‘ﬁ'”"h repeat family 0.04 -0.15 0.46 0.00 -0.13 0.30 0.766 0.26 0.004
transport.metabolite transporters SLAHS Cd-dicarboxylate 5 1) 0.01 -2.69 0.00 -3.54 0.11 <001 0961 0477

transporter
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3.2.10. Anatomia foliar y crecimiento

En el segundo experimento en camaras de crecimiento, la superficie verde, el
volumen, el grosor, el peso fresco y el peso seco de la ultima hoja completamente
extendida fueron menores en G132 que en Graphic (Tabla 3.20). Por el contrario,
el contenido hidrico (% en peso fresco) de G132 fue mayor que el de Graphic. El
CO; elevado disminuy6 ligeramente el area y el contenido hidrico de la hoja,
pero el efecto sobre el area no alcanzo significacion estadistica. También los
pesos fresco y seco por unidad de superfice y de volumen fueron menores en
G132. Esto indico que sus hojas tuvieron menos densidad. La cantidad de agua
por unidad de superficie fue menor en G132 que en Graphic, pero por unidad de
volumen no hubo diferencias en la cantidad de agua entre genotipos, debido al
menor grosor de las hojas de G132. Los pesos fresco y seco por unidad de
superficie, el peso seco por unidad de volumen y la cantidad de agua por unidad
de superficie fueron mayores en plantas crecidas en CO, elevado que en CO;
ambiente en los dos genotipos.

Tabla 3.20. Parametros de la anatomia foliar en CO, ambiente y elevado. Medidas de la tercera hoja
de la cebada Graphic y su mutante G132 cultivados en CO2 ambiente (390 umol mol-1) y elevado (1200
pmol mol-1) en el segundo experimento en camaras de crecimiento. Se muestran el area verde (cm? hoja

Y, volu

men (cm® hoja™), grosor (mm hoja™), peso fresco (PF; g hoja™), peso seco (PS; mg hoja™),

contenido hidrico (% de agua en el peso fresco), peso fresco por area (mg cm™), peso seco por area (Mg
cm™), peso seco por area de los compuestos no determinados mediante analisis (mg-cm™), contenido
hidrico por area ( mg cm™), peso fresco por volumen (g cm™), peso seco por volumen (g cm?®) y
contenido hidrico por volumen ( g cm™). mds, minima diferencia significativa. Los niimeros en negrita
representan diferencias significativas (n=5; P< 0.05).

CO, Ambiente CO, Elevado mds
Base de
» Pardmetro G132 Graphic G132 Graphic Gtpo CO, Gx CO;,

expresion

Hoja Area verde 13.0 21.4 12.6 19.0 149 1.49 211
Volumen 0.43 0.81 0.45 0.76 0.056 0.056 0.079
Grosor 0.34 0.38 0.36 0.40 0.030 0.030 0.042
PF 0.34 0.66 0.36 0.65 0.046 0.046 0.065
PS 29.2 81.4 335 86.7 0.072 0.072 0.101
Cont. hidrico 91.3 87.6 90.8 86.6 0.47 0.47 0.66

Area PF 25.9 30.8 28.7 34.0 161 1.61 2.27
PS 2.26 3.81 2.65 4.55 0.229 0.229 0.324
PS otros compuestos 1.59 2.02 1.72 211 0.006 0.419 0.888
Cont. hidrico 23.7 27.0 26.1 29.4 144 1.44 2.03
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CO, Ambiente CO; Elevado mds
Base de . .
B Pardmetro G132 Graphic G132 Graphic Gtpo CO, Gx CO;,
expresion
Volumen PF 0.77 0.82 0.80 0.85 0.040 0.040 0.056
PS 0.067 0.101 0.074 0.114 0.0064 0.0064 0.0090
Cont. hidrico 0.71 0.72 0.72 0.74 0.035 0.035 0.049

A excepcion del porcentaje de agua en diferentes fracciones de la planta, que fue
mayor en el mutante, G132 mostré valores menores que Graphic en area, peso
fresco y peso seco (Tabla 3.21). EI CO; elevado de crecimiento aumento el area
verde del mutante G132, excepto la hoja recientemente extendida (tercera hoja)
gue no cambid. En el caso de Graphic el area disminuyd para la tercera hoja y
para el tallo principal, mientras que para el resto de la planta y para el sumatorio
de las partes no hubo cambios significativos. El peso fresco en G132 aumento
significativamente con el CO; elevado, mientras que en Graphic se mantuvo con
valores similares, excepto el de la tercera hoja que tendid a disminuir. En el caso
del peso seco, el CO, influyd positivamente en todas las partes de la planta
cuantificadas. El mutante G132 no mostro cambios con el CO, elevado en su
porcentaje de agua, a excepcion de la tercera hoja, en la que fue menor con este
CO,. Graphic disminuyé su contenido hidrico con el CO; elevado en la tercera
hoja, el tallo principal, asi como de forma global.

Tabla 3.21. Parametros de crecimiento en CO, ambiente y elevado. Parametros de la hoja
recientemente extendida (tercera hoja), el tallo principal, el resto de la planta excluyendo las dospartes
anteriores y el sumatorio de estas tres partes de la cebada Graphic y su mutante G132 cultivados en CO2
ambiente (390 umol mol-1) y elevado (1200 pmol mol-1) en el segundo experimento en cdmaras de
crecimiento. Se muestran el area verde (cm2 - planta-1), peso fresco (g - planta-1), peso seco (mg -
planta-1) y contenido hidrico (% de agua en el peso fresco). mds, minima diferencia significativa. Los
nUmeros en negrita representan diferencias significativas (n=5; P< 0.05).

CO, Ambiente CO; Elevado mds
G132 Graphic G132 Graphic Gtpo CO; Gx CO;,
Avrea verde Hoja 3 12.9 20.4 12.6 17.7 0.81 0.81 1.15
Tallo ppal. 337 62.2 40.9 55.2 2.46 2.46 3.47
Resto planta 75 49.3 19.8 50.1 6.66 6.66 9.42
Total 54.1 131.9 733 123.1 8.99 8.99 12.72
Peso fresco  Hoja 3 0.33 0.64 0.37 0.62 0.023 0.023 0.032
Tallo ppal. 0.67 1.63 1.00 1.68 0.082 0.082 0.116
Resto planta 0.24 1.82 0.69 2.04 0.235 0.235 0.333
Total 1.24 4.09 2.06 4.33 0.296 0.296 0.419
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CO, Ambiente CO; Elevado mds
G132 Graphic G132 Graphic Gtpo CO; GxCO;
Peso seco Hoja 3 295 86.1 355 90.9 3.25 3.25 4.60
Tallo ppal. 59.1 180.1 86.9 204.6 7.79 7.79 11.01
Resto planta 19.3 183.0 55.6 216.1 23.25 23.25 32.89
Total 107.9 449.3 177.9 511.6 29.31 29.31 41.45
Cont. Hidrico Hoja 3 91.0 86.6 90.5 85.3 0.31 0.31 0.43
Tallo ppal. 91.2 88.9 91.3 87.8 0.32 0.32 0.45
Resto planta 91.8 89.9 91.9 89.4 0.67 0.67 0.94
Total 91.3 89.0 914 88.2 0.37 0.37 0.53
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4.1. Caracterizacion del mutante G132

4.1.1. Eficiencia cuantica del mutante G132

La fuerte disminucion de la fotosintesis en el mutante G132 comparado con
Graphic se asocié con inhibicion de la eficiencia cuantica maxima de la
fotoquimica del PSII (Tablas 3.2 y 3.11). Esta inhibicion estuvo acompafiada de
valores notablemente altos de Fo y contenidos disminuidos de clorofila (Figs. 3.8
y 3.19), especialmente en las hojas mas jovenes. Un Fo alto puede deberse
simplemente al contenido reducido de clorofila (Barbagallo et al., 2003), pero
también a centros del PSII inactivos (Ifuku et al., 2005). El anélisis de la
abundancia de transcritos mostro la represion de la expresion genica para un
importador de protoclorofilida reductasa A al cloroplasto en la primera hoja
(Apéndice A.1.1) y una represion para protoclorofilida reductasa A (Tablas 3.8,
3.9 y 3.19) en las siguientes fases. Su deficiencia podria limitar la sintesis de
clorofila (Papenbrock and Grimm, 2001) directamente, o indirectamente al
inhibir la formacion de aminolevulinato a través de una acumulacion de
protoclorofilida (La Rocca et al., 2001). La baja razon clorofila a: clorofila b en
plantas jovenes de G132 (fase de crecimiento 13-14) podria deberse a un
aumento de la razén PSII: PSI (Rott et al., 2011), aunque también podria mostrar
un agotamiento de los centros de reaccion del PSII con relacion a los complejos
de captura de la luz (Habash et al., 1995). La mayor abundancia en G132 de
transcritos para LHCII (Tablas 3.8, 3.9, 3.19 y suplemental data), junto con una
disminucion respecto al genotipo silvestre notablemente mayor de la proteina D1
que de la LHCII (Tabla 3.18), podria sustentar la segunda posibilidad. La
estimulacion de la expresion genica para LHCII contrasta con el hallazgo de que
la acumulacion de protoclorofilida inhibe la transcripcién de genes nucleares
como LHCB2 y RBCS (Khandal et al., 2009). La comparacion entre hojas y
fases de crecimiento de la planta indica que la deficiencia de G132 en clorofila, y
posiblemente también en centros de reaccion del PSII (razon clorofila a: clorofila
b), se atenud con el progreso del desarrollo, a pesar de lo cual Fv/Fm continud
siendo inferior con respecto a Graphic.

176



Discusion

En la fase 12 los resultados del microarray mostraron en G132 mayor abundancia
de transcritos para psbR, que se ha mostrado que juega un papel en el ensamblaje
en el nacleo del PSII de las proteinas psbP y psbQ del complejo de liberacion de
O, (Suorsa et al., 2006). Lo mismo ocurri6 en la fase 13-14 de plantas cultivadas
en camara de crecimiento (Tabla 3.19) y en la fase 15-17 de plantas en
invernadero (Tabla 3.9). En contraste, la expresion génica para psbR disminuyo
en G132 respecto a Graphic en la fase 13-14 de las plantas que crecieron en
invernadero (Tabla 3.8). Ademas, se encontré un aumento de la abundancia de
transcritos para la proteina psbQ y psbP en G132 con respecto a Graphic en la
fase 12. Por el contrario, los resultados de la qPCR en las dos fases de
crecimiento siguientes mostraron que la abundancia de transcrito para la proteina
psbQ disminuyo6 en G132. In vitro, las proteinas psbP y psbQ parecen modular el
requerimiento de calcio y cloruro para una produccion eficiente de oxigeno (Yi et
al., 2008). Sin embargo, aunque psbQ se requiere en condiciones de luz baja (Yi
et al., 2006), se ha encontrado que no es esencial para la regulacion y
estabilizacion del PSII en condiciones normales de crecimiento (Ifuku et al.,
2005). Por otra parte, psbQ puede desemperfiar un papel en el apilamiento de los
grana (Dekker and Boekema, 2005) y su deficiencia, junto con el menor
contenido de proteinas de membrana en G132 (Tablas 3.6 y 3.17), puede indicar
menor abundancia y organizacion alterada de las membranas tilacoidales en
plantas de mas edad. Estos cambios pueden contribuir a la disminuicion de

Fv/Fm en el mutante.

Bajo iluminacion, la inferior Fq’/Fm’ de G132 (Tablas 3.2 y 3.11) no se debio
generalmente a reduccion de la fraccion de centros abiertos del PSII (gL), sino a
menor eficiencia cuantica maxima en la luz (®qL) y disipacion incrementada de
energia de excitacion mediante procesos no fotoquimicos, como indica el
aumento de ®npg (Baker et al., 2007; Murchie et al., 2009). La reduccion de la
eficiencia cuantica en la luz se relacioné con los bajos contenidos de
componentes del aparato fotosintético (particularmente D1 y cytb6; Tabla 3.18)
encontrados en G132. En la fase 13-14 de crecimiento, el aumento de Fq’/Fm’ en
hojas de mas edad respecto a la mas joven de G132 se asocid también con
disminuciones de ®Onpg. En contraste, en la fase 15-17 de crecimiento no hubo

mejoras de asimilacion de CO, y Fg’/Fm’ ni tampoco disminucion de @npg desde
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la hoja més joven a las més viejas de ningun genotipo. El envejecimiento foliar
disminuyd la fraccion de centros abiertos del PSII (qL decreciente) mientras que
Fq’/Fm’ y ®npg permanecieron casi constantes, implicando que aumento la
eficiencia cuantica de los centros abiertos (®qL), de acuerdo con observaciones
anteriores (Sanchez-Rodriguez et al., 1997). Posiblemente, el PSII se reorganiza,
aumentando la razon complejo de captura de luz/centro de reaccion (Giardi et al.,
1996). Globalmente, las diferencias entre genotipos y hojas sucesivas en Fq’/Fm’
y @npg parecieron asociadas con cambios en el uso de productos del transporte
fotosintético de electrones en la asimilacion de CO,. En contraste, en otros
estudios los cambios en la capacidad de utilizacion de los productos del
transporte de electrones afectaron al estado redox de Qa, y por tanto a gL, mas
que a la eficiencia cuantica de los centros oxidados del PSII, que depende de
Dnpg (Baker et al., 2007; Habash et al., 1995; Hymus et al., 1999).

4.1.2. Capacidad de carboxilacién y contenidos de compuestos

nitrogenados del mutante G132

El hecho de que la Rubisco limitara la fotosintesis en G132 hasta concentraciones
muy altas de CO, en el aire (apdo. 3.1.3 y Figs. 3.13 y 3.14) indica que la
capacidad de carboxilacion, mas que la capacidad de transporte fotosintético de
electrones, restringio fuertemente la asimilacién de CO,. Las reducciones en
G132 respecto a Graphic de Vemax (Tablas 3.3 y 3.12) y de la actividad Rubisco
in vitro (Figuras 3.11 y 3.22) se debieron al descenso de la cantidad de proteina
Rubisco (Tablas 3.6 y 3.17). La inspeccion de las disminuciones respecto a
Graphic de las diferentes proteinas analizadas (Tablas 3.6 y 3.17) indica que,
dentro de las proteinas solubles, el descenso de Rubisco fue selectivo. Las
estimaciones directas de las velocidades de sintesis y degradacion de Rubisco no
estaban en el punto de mira de este trabajo. No obstante, se sabe que la sintesis de
Rubisco termina alrededor del tiempo de maxima expansion foliar, mientras que
la degradacion continta durante la senescencia (Suzuki et al., 2001). O la
disponibilidad de nitrégeno (Imai et al., 2008; Imai et al., 2005), o la regulacion
de la transcripcién (Irving and Robinson, 2006; Suzuki et al., 2001) pueden ser el
principal determinante de la velocidad de biosintesis de Rubisco.
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El similar o mayor contenido de nitrato, pero menor contenido de aminoécidos en
G132 que Graphic (Fig. 3.9, Tabla 3.16) podria sugerir una inhibicion de la
asimilacion de nitrogeno y la sintesis de proteina en el paso de reduccion de
nitrato. De hecho, G132 tuvo menos actividad Nitrato Reductasa que Graphic en
la fase de crecimiento 13-14 (Figs. 3.12 y 3.23) y, en cultivo en camara de
crecimiento, menos abundancia de transcrito para la enzima. Sin embargo,
ocurrio lo contrario en la fase 15-17, cuando el nivel de transcrito para Nitrato
Reductasa aumenté también fuertemente en el mutante. Mé&s aun, una actividad
Nitrato Reductasa limitada no explicaria la disminucion preferencial de Rubisco,
que se deberia por tanto a alguna otra causa. De acuerdo con esta proposicion, en
mutantes de tabaco con un namero reducido de copias funcionales de genes para
Nitrato Reductasa, la actividad de esta enzima disminuyo, pero la actividad
Rubisco no fue significativamente diferente de la del tipo silvestre (Scheible et
al., 1997). Notablemente, y con mayor o menor significacién dependiendo del
experimento y fase de crecimiento, la abundancia de transcritos para las
subunidades de Rubisco fue mayor en G132 que en Graphic (Tabla 3.8, 3.9 y
3.19), lo que implica que el bajo contenido de esta enzima no es atribuible a
reducciones de su expresion génica. Ademas, en la fase 12 se observaron varios
transcritos necesarios para la acumulacion de Rubisco, tipo NARAS (Ogawa et
al., 2009), sobreexpresados en G132, y tambien transcritos correspondientes a las
proteinas ribosomales del cloroplasto del tipo 30S (S3, S11, S30A) y 50S (L2,
L12, L16, L22, L28), mientras que las proteinas ribosomales (no procarioticas)
del tipo 40S (S8, S9, S19, S26, S27, S3A) y 60S (L9, L24, L28, L34, L13A,
L37A) se reprimieron. La mejora en G132 de la expresion genica para Rubisco
fue acompariada de niveles de transcritos ribosémicos plastidiales (proteinas S3 y
L16) mayores en la fase de crecimiento 13-14, pero menores en la fase 15-17
(Tablas 3.8, 3.9 y 3.19). Paralelamente, los niveles de transcritos implicados en la
estructura de la cromatina (ATPasa dependiente de ADN e histona H3) fueron
menores en G132. La sintesis de proteina en el cloroplasto puede variar
notablemente mientras que los niveles de ARNm permanecen estables, indicando
que el procesado, edicion y estabilidad del ARNm y la iniciacién de la traduccion
juegan un papel principal en la regulacion (Yamaguchi and Subramanian, 2003)

Asi, aunque el bajo contenido de Rubisco en G132 podria depender, al menos en

179



Discusion

parte, de su sintesis, claramente no estuvo relacionado con restricciones en la

expresion génica.

Significativamente, G132 tuvo mayor contenido que Graphic de un fragmento de
33 kDa que reaccion6 con el anticuerpo contra la subunidad grande de Rubisco
(Figs. 3.10 y 3.20). Se han descrito fragmentos de diferentes tamafios de esta
subunidad, entre los que se encuentra un polipéptido de 36 o 37 kDa (Ishida et
al., 1997; Kokubun et al., 2002), que son productos de degradacion de la enzima.
Las condiciones oxidantes estimulan la degradacion de Rubisco, en la que esta
involucrada la oxidacion de residuos cisteina (Marcus et al., 2003), cisteina
proteasas (Prins et al., 2008) y peptidasas (Feller et al., 2008). La mayor
abundancia de transcritos de cisteina proteasas y la represion de un inhibidor de
estas proteasas en la primera hoja de G132 (Apéndice A.1.1), podrian estimular
la degradacion de Rubisco. Los resultados indican que un aumento de la
degradacion de la proteina explica en buena medida el bajo contenido de Rubisco
de G132. Con el progreso del desarrollo foliar aumento el contenido de Rubisco
de G132 en la fase 13-14 (comparese la hoja b con la hoja a, Tabla 3.6), y no en
la 15-17, pero en ningun caso alcanzé el mutante el contenido de Rubisco de
Graphic. Las diferencias entre hojas de G132 en contenido de Rubisco en la fase
13-14 no se debieron a variaciones en la abundancia del fragmento de
degradacion de Rubisco, ni de transcritos para sus dos subunidades. En contraste,
el descenso con la edad de la hoja en el contenido de Rubisco de Graphic en
ambas fases de crecimiento se relaciond con disminucion de transcritos,
especialmente de la subunidad pequefia de Rubisco en la fase 15-17, y con un
contenido creciente del polipéptido de 33 kDa. Este resultado es coherente con
los de Suzuki et al. (2001), que concluyeron que la degradacion de Rubisco en el
arroz es el determinante principal de la cantidad de Rubisco en hojas senescentes.
En la fase 15-17, los contenidos de Rubisco y otras proteinas fueron similares en
hojas de diferente edad de G132, lo que contrastd con la disminucion de esos
contenidos en las hojas de mas edad de Graphic. Esta diferencia entre genotipos

sugiere un retraso de la senescencia en el mutante.
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4.1.3. Movimientos estomaticos del mutante G132

La elevada conductancia estomética de G132 (Tablas 3.3 y 3.12) implica que la
fotosintesis no estuvo restringida por la difusion del CO, al interior de las hojas.
La baja fotosintesis de G132 comparada con Graphic se asocié con incrementos
en C; (Figs. 3.5y 3.17), que debieran producir un descenso de gs (Mott, 1988). El
mayor gs del mutante (Figs. 3.6 y 3.18) contradijo esta suposicion. La igual o
mayor conductancia normalizada a la densidad estomatica en el mutante respecto
a Graphic, descarta la posibilidad de que gs fuera mayor en G132 debido a un
mayor namero de estomas (Figs. 3.3 y 3.15) con menor apertura. Con CO, de
crecimiento ambiental, mas que elevado (von Caemmerer et al., 2004), y con las
intensidades de luz propias de experimentos de invernadero y camaras de
ambiente controlado, en lugar de luz tenue (Baroli et al., 2008), las hojas de
G132 en diferentes estadios de desarrollo de la planta tuvieron menor magnitud y
velocidad de cierre estomatico en respuesta al incremento de CO, atmosférico
que el genotipo silvestre (Figs. 3.6 y 3.18). De estos resultados se puede concluir
que el mutante G132, con fotosintesis reducida, tuvo una menor sensibilidad al
CO, alto. La velocidad de la respuesta estomatica a sefiales ambientales es
importante para identificar mecanismos reguladores (Merilo et al., 2013) y
maximizar la toma de CO; (Lawson and Blatt, 2014). Se ha valorado la respuesta
temporal de gs al CO, mediante la seleccion y comparacion estadistica de curvas
con mejor ajuste, y se han derivado las velocidades para cada genotipo desde el
comienzo del cambio en el CO, hasta el estado estable final. Este procedimiento
puede ser preferible a determinar solo las velocidades maximas (Merilo et al.,
2013) o la velocidad de respuesta lineal tras una primera fase (von Caemmerer et
al., 2004).

Algunos estudios previos sugieren que la respuesta a los cambios ambientales es
mas rapida en estomas pequefios que en estomas grandes (Drake et al., 2013;
Lawson and Blatt, 2014). Lo contrario sucedio con G132, que con estomas mas
pequefios que Graphic, muestra que los factores funcionales pueden tener una
mayor influencia en los movimientos de las células oclusivas que las
caracteristicas anatomicas. Como los estomas de G132, los de las plantas

transgénicas con deficiencias en varios de los pasos del proceso fotosintético

181



Discusion

mantienen una conductancia normal, en vez de reducida (Baroli et al., 2008;
Hudson et al., 1992; Lawson et al., 2008; Quick et al., 1991). Sin embargo, la
magnitud y la tasa de apertura estomatica en respuesta a luz roja — que tiene un
espectro de accion similar al de la fotosintesis y al espectro de absorcion de la
clorofila (Mott, 2009) — no se afect6 en plantas con reducciones antisentido del
complejo citocromo bgf y Rubisco (Baroli et al., 2008). Estos resultados llevaron
a la conclusion de que gs no esta determinada directamente por la capacidad
fotosintetica o el transporte cloroplastico de electrones en las células oclusivas o
el mesofilo. Por otro lado, la reducida sensibilidad estomatica al incremento de
CO;, observada en G132 también se ha encontrado, aunque en pequefia medida,
en mutantes de tabaco antisentido para sedoheptulosa bisfosfatasa (SBPasa), que
podrian tener niveles altos de productos de transporte cloroplastico de electrones
tales como ATP (Lawson et al., 2008). El alto rendimiento de la extincion no
fotoquimica en el mutante (Tablas 3.2 y 3.11) pudo deberse a un incremento del
gradiente de protones en los tilacoides, causado por un bajo consumo de los
productos del transporte electronico por una baja tasa de asimilacién de carbono.
Esto conduciria a una acumulacién de ATP y NADPH. Nuestros resultados
experimentales indican que la concentracion de ATP en las hojas iluminadas
completas, y muy probablemente en los cloroplastos (Stitt et al., 1982), fue
mayor en G132 que en Graphic (Tabla 3.16). Ademas, la respuesta fotosintesis-C;
de G132 (apdo. 3.1.3 y Figs. 3.13 y 3.14) estuvo limitada por la Rubisco hasta
muy altas concentraciones de CO,, al igual que en las plantas transgénicas de
tabaco antisentido para la subunidad pequefia de Rubisco (Hudson et al., 1992).
Este resultado muestra claramente un mayor balance entre las capacidades de
transporte electronico y de fijacion de carbono. Por lo tanto, la respuesta de g;s al
CO; del mutante G132 es coherente con el modelo de funcionamiento de los
estomas de Farquhar y Wong (1984). Dicho modelo relaciona la mayor
conductancia y menor sensibilidad al CO, de los estomas con el balance entre
produccion y consumo de los productos utilizados en la asimilacion de carbono,
como el ATP (Buckley et al., 2003; Farquhar and Wong, 1984; Jarvis and
Davies, 1998; Messinger et al., 2006). Esta respuesta es también coherente con el
papel positivo en gs de la reduccion de la plastoquinona y de los transportadores
de electrones aguas arriba (Busch, 2014). Unos niveles altos de productos del

transporte fotosintético de electronico, como el ATP, podrian promover la
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apertura estomatica (Tominaga et al., 2001). Alternativamente, un incremento en
estos productos, o una reduccién de la cadena de transporte de electrones, podria
desencadenar un mecanismo de sefializacion, lo que podria modificar los niveles
de un ion gaseoso producido en el mesofilo que podria llegar a las células
oclusivas (Mott et al., 2014). Aunque las respuestas a corto plazo (curvas
estandar de fotosintesis-CO,) de gs a disminuciones de CO, también parecieron
generalmente menores en G132 que en Graphic (Figs. 3.4 y 3.16), no hubo
practicamente ninguna respuesta de apertura estomatica a largo plazo con bajas
concentraciones de CO; en nuestros experimentos (datos no mostrados). Los
modelos y los datos experimentales (Buckley et al., 2003; Farquhar and Wong,
1984; Messinger et al., 2006) demuestran que cuando la carboxilacion esta
limitada por Rubisco y hay exceso en la capacidad de transporte electronico,
como se produce con bajas concentraciones de CO, y alta irradiancia, gs es casi
insensible al CO,.

Otra linea de evidencia que muestra que la fotosintesis media en la respuesta
estomatica al CO,, es el descenso de gs tras el envenenamiento con DCMU (Fig.
3.7), que esta de acuerdo con estudios previos (Messinger et al., 2006; Roelfsema
et al., 2006; Sharkey and Raschke, 1981; Tominaga et al., 2001). En nuestros
experimentos, el DCMU fue suministrado a C; constante, descartando la
participacion de los mecanismos de cierre estomatico que responden
directamente al aumento de la concentracion de CO,. La disminucion gradual de
asimilacion de CO, con DCMU fue probablemente debida a la propagacion
progresiva del inhibidor a lo largo de la hoja, y no a un declive uniforme de la
fotosintesis en la hoja entera, en concordancia con Messinger et al. (2006). En
desacuerdo con estos autores, sin embargo, en nuestro estudio gs no disminuyé a
la vez que la fotosintesis, sino que tuvo una respuesta retrasada al DCMU. O bien
se requiere mas tiempo para que el DCMU llegue a las células oclusivas de los
estomas que a otros tipos celulares de la hoja, o el estimulo de la fotosintesis
sobre gs se desplaza en una distancia mayor, por lo que la percepcion de su
supresion se retrasa. Estudios previos apoyan el hecho de que la respuesta de los
estomas al CO, es causada por una sefial generada en el mesofilo (Fujita et al.,
2013; Mott, 2009; Mott et al., 2008; Wong et al., 1985), lo que podria explicar la
respuesta diferida de gs al inhibidor. El efecto del DCMU sobre gs tuvo mayor
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prontitud y grado (tasa y magnitud) en G132 que en el genotipo silvestre. La
diferencia pudo deberse principalmente a la desaparicion con el inhibidor del
exceso de capacidad de transporte electronico respecto a la asimilacion de
carbono en el mutante. En menor medida, también pudo deberse a la C;
moderadamente mayor (24%) en G132 que en Graphic, lo que podria tener un
efecto independiente de la fotosintesis sobre el cierre de los estomas.

El efecto del CO, en los estomas de hojas tratadas con DCMU (Fig. 3.7) muestra
claramente otro mecanismo de control de los movimientos de los estomas que es
independiente de la fotosintesis, de acuerdo con Messinger et al. (2006) y Kim et
al. (2010), y que estéd probablemente relacionado con la sefializacion de CO, en
las células oclusivas (Fujita et al., 2013). En contraste con los resultados
reportados por Fujita et al. (2013), los estomas de las hojas tratadas con DCMU
respondieron al CO, bajo luz roja, siendo las razones de esta discrepancia poco
claras. En las hojas envenenadas con DCMU, el grado de cierre de los estomas en
respuesta a un aumento en la concentracion de CO; fue algo mayor en G132 que
en Graphic, aunque la respuesta estomatica en unidades absolutas fue mas
pequefa, y la tasa de cierre de los estomas mas lenta en el primero (Fig. 3.7). La
expresion genica mostré una disminucion en G132, en comparacion con el
genotipo silvestre, de la abundancia de transcritos para el canal lento de aniones
SLAH3 (datos suplementarios y Tablas 3.8, 3.9 y 3.19). La salida de aniones
osmoreguladores desde las células oclusivas a través de SLAC1 (Laanemets et
al., 2013a) y SLAH3 (Geiger et al., 2011; Laanemets et al., 2013a) inicia el
cierre estomatico (Kollist et al., 2014), y afecta a la sensibilidad al Ca®*
citosolico libre de los canales de entrada de K* (Laanemets et al., 2013a). El
mutante de Arabidopsis slacl-7, con una sustitucion Ser-120 por Phe, tiene una
conductancia estomatica similar a la de Graphic, aunque un ritmo mas lento de
cierre estomatico en respuesta al CO, (Merilo et al., 2013). En contraste, el
mutante slac1-3, con pérdida de funcién en SLACL, tuvo gs significativamente
mas alta que el genotipo silvestre, ademéas de sensibilidad reducida a niveles
elevados de CO, (Merilo et al., 2013). Al igual que en mutantes del canal de
aniones SLAC1 (Laanemets et al., 2013b; Wang et al., 2012), la disminucién de
la abundancia de SLAH3 puede dar cuenta de la tasa disminuida de cierre

estomatico en hojas de G132 tratadas con DCMU, en respuesta a aumentos en la
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concentracion de CO; (Fig. 3.7). Con las reducciones en SLAH3 cabria esperar
un retraso en la apertura estomatica en G132 cuando C, se redujo a 50 umol mol’
! debido a la disminucién de la entrada de K* tras el aumento de concentracién
de Ca®* citosélico (Laanemets et al., 2013b; Wang et al., 2012). La concentracién
de Ca** en G132 pudo no haber aumentado lo suficiente como para afectar al
aumento de gs en respuesta a bajas concentraciones de CO..

4.1.4. Contenidos de carbohidratos en G132

La baja velocidad de fotosintesis de G132 se relacion6 con un menor contenido
de carbohidratos no estructurales (Tablas 3.5 y 3.15) con respecto a Graphic, que
fue particularmente tangible para el almidon. Un flujo reducido a través del ciclo
de Calvin-Benson puede resultar en niveles bajos de 3-fosfoglicerato, que afectan
negativamente a la actividad ADP-glucosa pirofosforilasa (Preiss, 1988) y la
sintesis de almiddn. La represion de la expresion génica para almidon fosforilasa
y la sobreexpresion de la trehalosa-6-P sintasa, observadas en G132 en la fase 12
(Apéndice A.1.1), podrian haber favorecido la acumulacion de almidén por
inhibir su degradacion (Martins et al., 2013), pero este efecto no se observo. La
reduccion preferencial de la acumulacion de almidon muestra que el carbono
asimilado se dirigié a mantener la sintesis de sacarosa, que pudo emplearse para
la exportacion y el crecimiento (Harrison et al., 1997; Paul et al., 1995). La
mayor abundancia de transcritos en G132 correspondientes a sacarosa sintasa
(SUSY) durante la fase 12 no parecié reducir el balance entre la sintesis de
sacarosa Y la de almidén. El fuerte descenso en G132 del contenido de fructanos,
especialmente en la fase 13-14 de crecimiento, no es atribuible a mayor nivel de
nitrato (Tablas 3.9 y 3.15), un nutriente que se ha mostrado que actta como sefial
negativa para la sintesis de fructanos (Morcuende et al., 2004). La disminucion
del contenido de sacarosa, que es sustrato y también efector para la induccion de
la actividad fructosiltransferasa (Pollock and Cairns, 1991; Wagner et al., 1986)
podria limitar la acumulacion de fructanos en G132. De hecho, la expresion de
genes para la sintesis de fructanos (Tablas 3.8 y 3.19) se reprimi6 en G132 en la
fase 13-14 de crecimiento y se estimul6 en la fase 15-17 (Tabla 3.9). Junto con el
descenso en el contenido de nitrato, el aumento del contenido de sacarosa en la

fase 15-17 pudo favorecer la sintesis de fructanos. Es probable, por tanto, que el
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contenido de almidén de G132 descendiera como consecuencia de regulacion
metabolica de la actividad enzimatica, mientras que el contenido de fructanos
disminuia debido a regulacion metabolica de la expresion génica. Como en el
caso del contenido de proteina, los contenidos de almidon, sacarosa y fructanos
en la fase 15-17 decrecieron con la edad de la hoja en Graphic y no en G132, lo

gue sugiere nuevamente una senescencia retrasada en el mutante.

4.1.5. Respiracion en G132

A nivel transcriptomico, los analisis de la primera hoja revelaron que aquellos genes
que codificaban para las vias metabolicas de la glucdlisis, de la oxidacion de pentosas
fosfato, ciclo de acidos tricarboxilicos y del transporte electronico mitocondrial estaban
reprimidos en G132. Y en términos generales observamos una represion de la sintesis
de aminoacidos (Apéndice A.1.1). La glucolisis es el proceso de conversion de glucosa
en piruvato con la generacion de pequefias cantidades de ATP y NADH. Es una via
central que produce importantes metabolitos precursores, como glucosa-6P, fructosa-6P
y compuestos de tres carbonos como gliceraldehido-3P, glicerato-3P, fosfoenolpiruvato,
y piruvato. La via de las pentosas fosfato es la principal productora de NADPH vy el
ciclo de Krebs cumple dos funciones elementales; la sintesis de NADH y la formacién
de precursores de la sintesis de aminoacidos. Mediante el transporte electronico
mitocondrial se consigue el gradiente protonico que daria lugar a la sintesis de ATP. En
cualquier caso, es importante reconocer que el conjunto de las vias metabolicas
respiratorias tienen lugar de forma simultanea con una interaccion fisioldgica, ya que
dichas vias comparten sustratos y productos (Hoefnagel et al., 1998).

La inhibicion del complejo | mediante rotenona en cultivos celulares de Arabidopsis
demuestra que se induce una remodelacion significativa de las vias metabolicas que se
dan en la mitocondria y otros compartimentos (Garmier et al., 2008). Aunque en este
estudio no se indujo estrés oxidativo, el analisis integrado de la expresion génica y del
proteoma mitocondrial indic6 cambios en el metabolismo primario y se observé una
alteracion de las actividades glucoliticas asociados con la membrana externa
mitocondrial y del ciclo de los acidos tricarboxilicos. También fueron modificados por
el tratamiento con rotenona los aminoacidos y el conjunto de acidos organicos. En otro
estudio (Umbach et al., 2012), con el uso de dos inhibidores mitocondriales con

distintos sitios de accion, la antimicina A (AA), inhibidor de la respiracion de
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citocromo, y monofluoroacetato (MFA), que inhibe el ciclo de Krebs, las similitudes en
las respuestas del transcriptoma se dieron en la sefializacion (la sefializacion de calcio y
factores de transcripcion con dominio WRKY y NAC) y estrés biotico. Pero en ambos
estudios la categoria funcional con una generalizada represion significativa de
transcritos tras la inhibicién mitocondrial (rotenona, AA, MFA) fue para las reacciones
luminosas de la fotosintesis. Este resultado pone de relieve la estrecha relacién entre la
sefializacion de las vias metabdlicas del cloroplasto y la mitocondria (Noctor et al.,
2004; Padmasree et al.,, 2002; Raghavendra and Padmasree, 2003). Otros autores
trabajando con mutantes del complejo Il mitocondrial no mostraron diferencias
significativas para la respiracion, la tasa de transporte cloropléstico de electrones, la
absorcion de CO; en concentraciones saturantes, o parametros bioquimicos, como las
tasas maximos de carboxilacion por Rubisco y de transporte fotosintético de electrones
(Fuentes et al., 2011). Y es que en ultima instancia la biomasa esta determinada por la
razon entre asimilacion fotosintética y respiracion del CO,, y la represion generalizada
de transcritos y de las tasas de respiracion del carbono asimilado en G132 (Tablas 3.3 y
3.12), condujeron a una menor cantidad de carbohidratos y menor respiracion, lo que
pudo influir claramente en la concentracién de carbohidratos en hoja, ademés de la
menor biomasa y desarrollo més lento en las fases iniciales (Tabla 3.10, 3.20 y 3.21).
Asi como Li et al. (2013) observaron bajo alto CO, de crecimiento en plantas de
tomate, el aumento de la capacidad respiratoria vino dado por una mayor abundancia de
transcritos que participan en las vias del metabolismo de carbohidratos como la
glucdlisis, el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y el metabolismo energético de

transporte electrénico mitocondrial.

4.1.6. Crecimiento y produccion en G132

La inhibiciéon de la asimilacion fotosintética de carbono en G132 condujo a
disminuciones de la superficie verde y el peso seco de la planta en la fase 13-14
del crecimiento (Tabla 3.20) y del peso seco en la fase 15-17 (Tabla 3.10). De
acuerdo con lo observado en plantas con Rubisco antisentido (Miller et al., 2000;
Tsai et al., 1997), G132 mostrd desarrollo lento (Tabla 3.10) y, como se ha
indicado, senescencia retrasada. Ademas, la morfologia de la tercera hoja fue
diferente, mostrando el mutante menor peso, area, volumen , grosor y densidad

(Tabla 3.20); como consecuencia de las reducciones en grosor, el peso de agua
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por unidad de superficie fue también inferior, pero el porcentaje de agua en el
peso fresco de la hoja fue mayor (Tablas 3.20 y 3.21). Los cambios de peso y
densidad de G132 respecto a Graphic fueron atribuibles a compuestos
estructurales (Tabal 3.20) y no solo a los carbohidratos y compuestos de
nitrdgeno analizados, Ya en la fase 12 se detectaron diferencias entre ambos
genotipos en transcritos implicados en la composicion de la pared celular. Se
sabe que una gran cantidad de la biomasa de la pared celular deriva del precursor
UDP-glucuronato (UDP-GIcA) a través de la interconversion de nucleotido
azucares (Seifert, 2004) y a su vez, aquel se convierte en gran nimero de
azUcares, incluyendo UDP-galacturonato, UDP-xilosa y UDP-arabinosa. Roberts
(1971) sugirié que la produccion de UDP-GICA a través de mio-inositol podria
ser la via predominante en plantulas jovenes de cebada. De esta forma, en la
primera hoja, encontramos reprimidos en G132 una serie de transcritos como
oxigenasas y quinasas de mio-inositol que convierten el mio-inositol en UDP-
GIcA. Ademéas encontramos reprimidos de forma muy generalizada y mas
acusados al crecer en CO, elevado, transcritos del tipo epimerasas,
deshidrogenasas y decarboxilasas para la formacion de xilosa, arabinosa y
galactosa. Y existid una represion de transcritos implicados en la formacion de
celulosa (UDP-glucosa deshidrogenasa, celulosa sintasa), en la sintesis de
hemicelulosa y en la adhesion celular (Apéndice A.1.1). G132 mostro también en
las fases 12 y 13-14 disminuciones (Apéndice A.1.1 y Tabla 3.19), o tendencias
decrecientes (aunque no significativas, Tabla 3.8), de la expresion de xiloglucano
endotransglicosilasa. Estas alteraciones en la composicion de la pared celular, a
través de los cambios en la expresion de la biosintesis de la pared celular o de las
enzimas hidroliticas, pueden relacionarse con el menor peso por unidad de
superficie foliar y conducir a defectos drasticos en el desarrollo (Carpita and
McCann, 2015; Cosgrove, 2005). En plantas antisentido para enzimas del ciclo
de Calvin-Benson, las reducciones de la fotosintesis y de los contenidos de
sacarosa Yy almidon se correlacionan con disminuciones del peso por unidad de
superficie foliar (Fichtner et al. 1993; Raines and Paul 2006), lo cual se confirmé
en G132. Se ha sefialado que un peso por unidad de superficie foliar menor puede
compensar una disminucion de la capacidad fotosintética a nivel de planta entera
(Raines and Paul, 2006). El retraso de la senescencia y un menor peso por unidad

de superficie foliar podrian explicar que fuera pequefia la diferencia con Graphic
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en materia seca de la planta, tamafio y forma del grano y produccion del mismo
en la madurez (Tabla 3.10).

El desarrollo de las plantas es un proceso coordinado e integrado a través de un
gran numero de sefiales, entre las que se encuentran las hormonas. Sin embargo
no hay pruebas de la participacion directa de las hormonas en procesos celulares
especificos. Durante la misma fase de crecimiento, en la primera hoja,
comprobamos que existio también una alteracion significativa en los niveles de
transcritos del metabolismo hormonal de la planta, tanto a nivel de sintesis como
de respuesta a hormonas, lo que repercutiria en el anormal crecimiento de G132
(Vanstraelen and Benkova, 2012). Principalmente hubo una represion de la
expresion de transcritos involucrados en la produccion de acido jasmonico, que
tiene un papel activo en la resistencia contra gran diversidad de estres bidticos y
abidticos (Santino et al., 2013), como varias lipoxigenasas y aleno oxido ciclasas.
Por otro lado, con la presencia de acido jasmonico se sabe que se estimula la
expresion de algunas serin endopeptidasas del tipo subtilisina (Golldack et al.,
2003). Y en los resultados del microarray una serie de transcritos para estas
proteasas, cuya funcién esta probablemente relacionada con la modificacion de la
pared celular (Rautengarten et al., 2008), se encontré muy reprimida. Plantas de
Arabidopsis mutadas en la ALEL subtilasa son deficientes en el desarrollo de la
epidermis de la hoja y forman una cuticula rudimentaria en embriones y plantas
(Tanaka et al.,, 2001). Otra serie de transcritos involucrados directa e
indirectamente con los brasinoesteroides también se alteré en la primera hoja
entre ambos genotipos. Los brasinoesteroides participan en la elongacién y la
division celular, afectan a las relaciones de fuente-sumidero, al bombeo de
protones y a la polarizacion de las membranas, la fotosintesis, la respuesta al
estrés y la senescencia (Bishop and Koncz, 2002). Transcritos asociados con la
sefializacion de brasinoesteroides tipo BAK1, que controla de alguna forma el
desarrollo y la expresion de genes asociados con la inmunidad innata de la planta
(Postel et al., 2010), se reprimieron en G132. Ciertos mutantes de BAK1
muestran un fenotipo en el que el desarrollo es més lento, la senescencia esta
retrasada y padecen enanismo (Friedrichsen et al., 2000; Noguchi et al., 1999), lo
cual podria explicar en parte el fenotipo del mutante. Ademas de estos efectos,

los brasinoesteroides pueden promover la reorientacion de los microtubulos
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(Mayumi and Shibaoka, 1995), y en concordancia se reprimieron transcritos
implicados directamente en la organizacion de microtdbulos, y también otros
similares a la actina y la tubulina. Dicha organizacién de microtubulos cuya
rotacion, mas que cualquier hipotético mecanismo para el auto-ensamblaje de la
pared celular, tiene un papel esencial en el desarrollo de las capas entrecruzadas
de la pared celular (Chan et al., 2010) lo que pudo nuevamente influir en la
represion generalizada del desarrollo y formacién de pared celular. Otros
transcritos de genes identificados como exordium (EXO), también regulados por
brasinosteroides, se encontraron fuertemente reprimidos en G132 y algunos datos
sugieren que forman parte de una via de regulacién que controla el crecimiento y
el desarrollo cuando el C y el suministro de energia es pobre (Schroder et al.,
2012).

4.2. Efecto del CO, elevado

4.2.1 Condiciones de cultivo

Guiados por las previsiones del IPCC (2013) detalladas en la introduccion, sobre
el aumento de las concentraciones atmosféricas de CO, para finales de este siglo,
la mayor parte de los estudios realizados han empleado concentraciones de CO,
de entre 550 y 700 umol mol™. En este trabajo se ha estudiado el efecto de 1200
umol mol™ de CO, atmosférico en plantas mutantes de cebada. Se establecié esta
concentracion para mantener la utilizada en el proceso de seleccion de mutantes
en una atmosfera enriquecida en CO,. Otros estudios del efecto del CO, elevado
sobre las plantas han empleado también concentraciones de este orden (Aranjuelo
et al., 2014; Hubbart et al., 2013; Ryan et al., 2014), que se encuentran dentro de
los limites previstos para el afio 2100. Esta parte del estudio se ha llevado a cabo
en cdmaras de crecimiento de plantas (ver apdo. 2.1.2), que permiten un control
riguroso de las variables ambientales, aunque la experimentacion en el campo
con camaras abiertas (open top chambers; Dore et al., 2003), camaras de
gradiente de temperatura (Gutiérrez et al., 2013) y dispositivos de

enriquecimiento en CO; a cielo abierto (FACE; Ainsworth and Long, 2005) se
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aproximen maés a las condiciones naturales. De esta forma las Unicas variables de

estudio fueron el CO, y el genotipo de cebada.

4.2.2. Efecto del CO, sobre la fijacion del didéxido de carbono en ambos

genotipos

El crecimiento a largo plazo en CO, elevado aumentd A, como es evidente al
comparar las plantas desarrolladas y medidas con 1200 pmol mol™ de CO, con
las desarrolladas y medidas con 390 pmol mol™ de CO, (Tabla 3.12). El anélisis
de la respuesta directa de A al enriquecimiento en CO, del aire (Tabla 3.13)
mostré incrementos del 46 al 94 % en el genotipo silvestre, dependiendo del
experimento. Es bien conocido que un aumento instantaneo de la concentracion
de CO, tiene como efectos principales una estimulacion de la fotosintesis y una
reduccion de la conductancia estomatica (Long et al., 2004). La primera se debe
al aumento de sustrato para la carboxilacion catalizada por la enzima Rubisco,
gue no esta saturada por el CO; con las concentraciones atmosféricas actuales, y
a la inhibicion competitiva de la oxigenacién (Habash et al., 1995). Sin embargo,
las respuestas netas de A al CO, elevado (aumentos del 28 al 84 % en Graphic)
fueron menores que las respuestas directas. La causa de esta diferencia fue el
efecto de aclimatacién causado por el crecimiento prolongado en CO, elevado,
con disminuciones de A entre el 5y el 12 %. Estas disminuciones se observaron
también en medidas de la fotosintesis con una misma concentracion de CO, en
las plantas desarrolladas en CO, ambiente y elevado (Tabla 3.12). La
aclimatacion consiste en una disminucion de la capacidad fotosintética y se ha
observado en numerosos estudios precedentes (Martinez-Carrasco et al., 2005;
Nie et al., 1995b; Sage, 1994; Stitt, 1991), aunque algunas veces la estimulacion
inicial de A se mantiene después de una exposicion prolongada al CO; elevado
(Alonso et al., 2009; Gunderson et al., 1993; Habash et al., 1995). De hecho, la
magnitud de la aclimatacion en este estudio, comparada con la observada en otras
investigaciones (Bunce, 2001; Del Pozo et al., 2007), fue moderada. Conforme
con otros resultados (Del Pozo et al., 2007; Drake et al., 1997; Nie et al., 1995b;
Pérez et al., 2005; Rogers and Humphries, 2000; Sicher and Bunce, 1997; Van
Oosten et al., 1994), en nuestros experimentos la aclimatacion de la fotosintesis
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en el genotipo silvestre se debio a una tendencia general decreciente de Vcmax
(Tabla 3.12), actividad Rubisco in vitro (Fig. 3.22) y proteina Rubisco (Tabla
3.17). El mayor efecto directo y el efecto de aclimatacion mas atenuado en el
mutante G132 tuvo como resultado una respuesta neta al CO, elevado
notablemente mas positiva (aumento de 90 a 190 %, dependiendo del
experimento) que en Graphic. Este mejor efecto del enriquecimiento en CO, se
observo también en medidas de la fotosintesis de G132 y Graphic con
concentracion comun de CO, (Tabla 3.12). ElI modelo de la fotosintesis de
Farquhar et al. (1980) permite predecir una respuesta mas positiva al aumento
instantaneo en la concentracion de CO, (respuesta directa) cuando la velocidad
méaxima de carboxilacion catalizada por Rubisco es menor, como se encontré en
G132 (Tabla 3.12). Y méas aln cuando, con 1200 pmol mol™ de CO,, la
fotosintesis estuvo limitada por la Rubisco en G132 y por la regeneracion de
RuBP en Graphic (Figs. 3.13 y 3.14). Algunos estudios con mutantes y
transformantes con actividad Rubisco reducida (Melkonian et al., 2005; Sicher et
al., 1994) también han mostrado mayor respuesta de la fotosintesis al aumento
instantdneo de CO, que en los genotipos silvestres. En experimentos en FACE,
los grupos funcionales de plantas con fotosintesis limitada por Rubisco en CO,
elevado tuvieron mayor potencial para el aumento de la fotosintesis que aquellos
en los que la fotosintesis estaba limitada por RuBP en CO, elevado (Ainsworth
and Rogers, 2007). G132 mostr6 también una diferencia con Graphic en la
respuesta a largo plazo o de aclimatacion al CO,, para la que no es adecuada la
explicacion ofrecida para la respuesta a corto plazo o directa. Los efectos del
aumento de CO; en V¢max (Tabla 3.12), la actividad (Fig. 3.22) y la proteina
(Tabla 3.17) Rubisco, opuestos 0 mas positivos en G132 que en Graphic, indican
que el mutante no sufrié aclimatacion, o esta fue escasa, porque no experimentd
disminuciones de Rubisco, o fueron disminuciones moderadas. Ademas, el
incremento 0 escasa disminucion del contenido de Rubisco en el mutante
compensd con creces un aumento de su degradacion en CO, elevado (Fig. 3.20).
Tanto la prediccion basada en modelos antes expuesta, como la confirmacion
experimental, sugieren que la fotosintesis de las plantas con contenidos bajos de
Rubisco podria mostrar mayores aumentos con el ascenso de la concentracion de

CO, en la atmosfera.
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4.2.3. La eficiencia cuantica en CO, alto

El crecimiento en CO, elevado influyd también de modo diferente en la
eficiencia cuéantica maxima (Fv/Fm) de los dos genotipos, aumentandola en el
mutante y no cambiandola en el genotipo silvestre (Tabla 3.11). Entre los efectos
del aumento del CO, en la actividad fotoquimica de las plantas se incluyen
cambios de pequefia magnitud (Tezara et al., 2002), o disminuciones solo en
fases tardias del desarrollo (Martinez-Carrasco et al., 2005), a pesar de la
disminucion en el contenido de Rubisco; ausencia de cambios en Fv/Fm (Habash
et al., 1995; Hymus et al.,, 1999); y aumentos en la eficiencia cuantica
acompafiando a una estimulacién (Zhang and Dang, 2006) o un descenso
(Gutierrez et al., 2009) de la capacidad de carboxilacion. EI CO, elevado
modificd los contenidos de algunos componentes de la cadena de transporte
fotosintetico de electrones, tales como D1, LHCII y citocromo b6 (Tabla 3.18).
En Graphic desarrollado en CO, elevado, la disminucién de estas proteinas y del
transcrito para LHCII (Tabla 3.19) fue coherente con los descensos observados
en la abundancia de transcritos para proteinas enlazadas a clorofila en tomate
(Van Oosten et al., 1994), y para dichas proteinas y D1 en Populus (Cseke et al.,
2009). Ademas, el aumento de la razon clorofila a/clorofila b y la disminucién
del contenido de clorofila b (Fig. 3.19), podrian indicar que descendid la
proporcién de antena por centro de reaccion del PSII, en contraste con la
constancia de esta razon encontrada por Habash et al. (1995). Sin embargo,
disminuciones del 23 % (D1) al 33 % (LHCII) de las proteinas fotosintéticas
fueron insuficientes para limitar Fv/Fm en Graphic. Descensos en el contenido de
citocromo b6 como los encontrados en este genotipo con CO, elevado (61 %)
reducen fuertemente el transporte fotosintético de electrones (Yamori et al.,
2011), pero puede esperarse que no modifiquen la eficiencia cuéntica del PSII de
las hojas adaptadas a la oscuridad. A diferencia con estos cambios en Graphic,
los grandes aumentos con el CO; de los contenidos de D1 (56 %) y LHCII (85
%), a pesar de la disminucion de transcrito para esta ultima, asi como de clorofila
(23 %), se asociaron con un incremento de la eficiencia cuantica maxima en
G132. El aumento considerable del contenido de citocromo b6 (144 %) podria
estimular la eficiencia cuantica en la luz. Nuestros resultados indican que el

enriquecimiento en CO, de la atmosfera no afecté solo a la Rubisco y a los

193



Discusion

movimientos de los estomas, como indicaron Long et al. (2004), sino también al

aparato fotoguimico y, en el mutante, a su eficiencia cuantica maxima.

En hojas iluminadas, el efecto del CO; elevado en la eficiencia cuantica operativa
(Fg’/Fm’) y la velocidad de transporte de electrones (ETR, Tabla 3.11) también
fue diferente en el mutante y el genotipo silvestre, con aumentos solo en el
primero. Con mayor concentracion de CO,, el trasporte fotosintético de
electrones destinado a la asimilacion de C aumenta proporcionalmente, mientras
que el flujo hasta el O, disminuye; el resultado neto de estos cambios determina
si el flujo total de electrones aumenta (Hymus et al., 2001). En Graphic, la
ausencia de estimulacién de Fg’/Fm’ en CO, elevado se relaciond con las
disminuciones de Rubisco y citocromo b6, que restringieron el aumento del flujo
total de electrones. En G132, en cambio, el aumento de Fq’/Fm’ fue
probablemente una consecuencia del aumento o la disminucién mas moderada de
proteina Rubisco y de asimilacion de CO,, asi como del aumento de citocromo
b6. De acuerdo con Baker et al. (2007), la estimulacion del consumo de los
productos del transporte de electrones con el CO, elevado aumentd Fq’/Fm’
favoreciendo la apertura de centros del PSII, como indica el incremento de gL.
Ademas, el aumento del consumo de ATP y de la actividad ATPasa disminuiria
el gradiente de protones a través de los tilacoides, reduciendo asi la disipacion de
energia de excitacion por vias no fotoquimicas, como mostro el descenso de
Onpg. EN otros estudios donde no se encontré aclimatacion de la fotosintesis, el
crecimiento en CO, elevado aumento6 Fq’/Fm’ (Habash et al., 1995; Hogan et al.,
1997; Hymus et al., 2001) estimulando la extincion fotoquimica de la
fluorescencia (dependiente de gL), con poco efecto en la eficiencia méxima de
los centros abiertos del PSII (dqL) (Habash et al., 1995; Hymus et al., 1999), o
también con aumentos de ésta (Hymus et al., 2001).

4.2.4. Conductancia de los estomas en CO, alto

La falta de efectos del CO, elevado en la densidad y la frecuencia de estomas en
la epidermis foliar (Fig. 3.15) contrasta con observaciones anteriores de una
disminucion de dicha densidad (Woodward, 1987), que es inducida por
mecanismos moleculares elucidados recientemente (Engineer et al., 2014). En
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cambio, nuestros resultados coincidieron con un meta-analisis de las respuestas
de la densidad de los estomas al CO, elevado, que encontrd que su disminucion
no fue significativa (Ainsworth and Rogers, 2007). Las respuestas de gs (Tabla
3.12) confirmaron, en cambio, que los estomas se cierran con el enriquecimiento
en CO, (Franks et al. (2013) y referencias antiguas aqui citadas), por mecanismos
gue no se conocen por completo (Kim et al., 2010). Este cierre podria limitar
parcialmente la fotosintesis en medidas a corto plazo con 390 pmol mol™ de CO,
en plantas desarrolladas en CO, elevado. Sin embargo, la disminucion de C;
asociada con el cambio en gs fue pequefia y probablemente insuficiente para
explicar la menor fotosintesis de las plantas en CO; elevado. Similarmente, la
conductancia estomatica disminuida limitaria de modo despreciable el aumento
en la fotosintesis en CO; elevado respecto a las plantas crecidas y medidas con
CO, ambiente, de acuerdo con Long et al. (2004). La disminucién de la
transpiracion que acompario al cierre de los estomas en plantas crecidas con CO,
elevado condujo a un aumento de la eficiencia instantanea en el uso del agua
(Long et al., 2004).

4.2.5. Rubisco y compuestos nitrogenados en CO, alto

El estudio del array no revel6 cambios con la concentracion de CO, en la
expresion génica para Rubisco, quiza porque las hojas primarias analizadas
estuvieron expuestas poco tiempo al enriquecimiento en CO,. En contraste, el
analisis mediante RT-qPCR en plantas crecidas en CO, elevado durante un
periodo mas prolongado, revelé una represion de la expresion génica para la
subunidad pequefia de Rubisco (Tabla 3.19). La disminucion del nivel de ARNm
para Rubisco en plantas crecidas en CO, elevado se ha encontrado en muchos
estudios anteriores (Cseke et al., 2009; Cheng et al., 1998; Fukayama et al.,
2011; Kim et al., 2006; Moore et al., 1998; Nie et al., 1995a; Van Oosten and
Besford, 1995), aunque no en otros (Ainsworth et al., 2006; Li et al., 2006; Pérez
et al., 2005). Algunos estudios han mostrado que el CO, elevado reprime la
expresion génica para Rubisco en hojas de mas edad, pero no en hojas jovenes
(Nie et al., 1995a; Taylor et al., 2005). Se sabe que la expresién génica para la
subunidad pequefia de Rubisco modula la traduccion para la subunidad grande en

el cloroplasto (Wostrikoff and Stern, 2007), coordinandose asi la sintesis de las
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dos subunidades (Nivison and Stocking, 1983; Suzuki and Makino, 2012). En
nuestros experimentos se encontrd en los dos genotipos una represion escasa de
la transcripcion para la subunidad pequefia de Rubisco en CO, elevado, como fue
escasa la respuesta de aclimatacion de la fotosintesis. Ademas, en G132 el
contenido de Rubisco apenas disminuyé o incluso aument6. Mas adn, G132
parecié insensible a la disminucion con CO; elevado de transcritos para proteinas
ribosomicas y la subunidad alfa de la ARN polimerasa plastidica (Tabla 3.19),
que podria restringir la sintesis de proteina en los cloroplastos. Probablemente, un
descenso en el transcrito para Rubisco tuvo menor efecto en G132 porque tenia
mayor nivel del mismo que Graphic. La disminucién de la Rubisco inducida en el
genotipo silvestre por el CO; elevado podria reflejar una disminucion general de
proteina foliar, mas que una represion de la expresion génica (Stitt and Krapp,
1999). Sin embargo, en estos experimentos no hubo tal disminucion, sino una
pérdida selectiva de Rubisco (Tabla 3.17), en contraste con resultados anteriores
(Del Pozo et al., 2007; Gutiérrez et al., 2013). La menor abundancia de transcrito
para la Rubisco podria explicar, al menos en parte, el descenso del contenido de

Rubisco inducido por el crecimiento en CO; elevado.

Los datos muestran que no hubo cambios en la cantidad de proteina total, soluble
0 de membrana con el CO, elevado (Tabla 3.17). Pero en detalle, el CO, elevado
altero la fraccion de proteina soluble sin Rubisco, ademas de inducir los cambios
en la enzima Rubisco ya discutidos. El efecto fue un aumento de la cantidad de
proteinas solubles sin Rubisco con el CO, en ambos genotipos y fue significativo
en la segunda experimentacion, pero en la primera se observo la misma tendencia
en G132. Tal vez la pérdida selectiva de la enzima Rubisco en el tipo silvestre
propicié una utilizacion de sustratos para la sintesis de otras proteinas. Con
concentraciones altas de CO; la fotosintesis esta limitada por la regeneracién de
RuBP y no por la carboxilacion catalizada por Rubisco. En consecuencia, la
estrategia de aclimatacion al CO, elevado consistird en reducir la inversion de
recursos en la enzima Rubisco y aumentarla en procesos que sostienen la
regeneracion de RuBP (Sage, 1994; Zhu et al., 2007). Hubo estudios en los que
no se observaron cambios indicativos de una redistribucién de recursos (Nakano
et al.,, 1997; Sage, 1994). En contraste, Mitchell et al. (2000) obtuvieron

evidencia de un efecto del crecimiento en 700 umol mol™ de CO, por el que la

196



Discusion

capacidad de carboxilacién se redujo mas que la capacidad de regeneracion de
RuBP, para un contenido de nitrogeno foliar dado. Similarmente, el CO; elevado
aumento significativamente la razon entre capacidad de regeneracion de RuBP y
Vemax €N soja no nodulada (Sims et al., 1998). La disminucion de la capacidad de
carboxilacion, junto con un aumento en la eficiencia cuantica y los complejos de
antena en el trigo cultivado con CO, elevado, sugirié un cambio hacia la
adscripcion de recursos para la captura de la luz (Gutierrez et al., 2009). Otros
autores han encontrado tambien un aumento con el CO; elevado en el balance
entre transporte de electrones y Rubisco (Makino et al., 1997; Osborne et al.,
1998). En nuestros experimentos, la disminucién del contenido de Rubisco en el
genotipo silvestre no estuvo acompafiada por un aumento del transporte de
electrones (Tablas 3.11 y 3.12) o de componentes del aparato fotosintético (Tabla
3.18), como se ha discutido més arriba. Entre el resto de proteinas solubles que
aumentaron con el CO, elevado podrian estar enzimas del ciclo de Calvin-
Benson, como observaron Aranjuelo et al. (2013), que contribuirian a la
regeneracion de RuBP, y para la sintesis de productos fotosintéticos (Sage,
1994), de acuerdo con el aumento de carbohidratos observado en nuestro estudio
(Tabla 3.15). Es resefiable que en G132, en el que la Rubisco limitd la
fotosintesis aun con CO; elevado (Figs 3.13 y 3.14), esta enzima no disminuyd, o

lo hizo en poca medida, mientras que la proteina soluble sin Rubisco aumento.

Por otro lado, la cantidad de nitrato en hoja disminuyé con el CO, elevado de
crecimiento (Tabla 3.16), en concordancia con lo descrito previamente en la
literatura (Ferrario-Meéry et al., 1997; Geiger et al., 1999), si bien el efecto fue
pequeiio en G132 en el primer experimento. Una disminucion del contenido
foliar de nitrato puede ser consecuencia de menor importacion o también de
mayor metabolizacion o redistribucion a otros 6rganos. Aunque se ha descrito
que la absorcidén de nitrégeno por las raices (Taub and Wang, 2008) y su
adscripcion a hojas jovenes (Gutiérrez et al., 2013) disminuyen con el CO,
elevado, solo en el tipo silvestre hubo un descenso del total de compuestos
nitrogenados, mientras que el nitrato disminuyé en los dos genotipos. Parece, por
tanto, que la disminucion del nitrato con el CO, elevado podria no estar
relacionada invariablemente con reducciones en la absorcion de nitrogeno. El

aumento del contenido de aminoacidos con el enriquecimiento en CO; de la
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atmosfera, salvo en Graphic en el segundo experimento, sugiere que se estimuld
la reduccién del nitrato, disminuyendo asi su contenido. El aumento de
transcritos para Nitrato reductasa, en el segundo experimento (Tabla 3.19), y de
actividad de esta enzima (Fig. 3.23), excepto en Graphic en dicho experimento,
parecié confirmar que el CO, elevado estimulé dicha reduccion. Este resultado
contrasta con las disminuciones en la asimilacion de nitrato descritas por Bloom
et al. (2014) y la ausencia de cambios de la misma en las primeras horas del
fotoperiodo observada por Geiger et al. (1999) y Matt et al. (2001), en plantas
fertilizadas con nitrato. En el caso del genotipo silvestre en el segundo
experimento, la disminucién con el CO, elevado de la actividad Nitrato
Reductasa parecio concordar con el descenso en el contenido de aminoéacidos,
pero el nitrato disminuy0 también. Esta desviacion respecto a los otros
tratamientos, junto con el declive del total de compuestos nitrogenados antes
mencionada, puede indicar que aumentd la exportacién a otros Organos con
crecimiento activo. La actividad de la NR estd regulada tanto a nivel
transcripcional como postransduccional (Meyer and Stitt, 2001). La expresion
génica para Nitrato Reductasa es inducida por el nitrato (Stitt and Krapp, 1999) v,
a bajas concentraciones, por los carbohidratos (Klein et al., 2000). La glutamina,
0 un metabolito relacionado, parece reprimir la actividad Nitrato Reductasa
(Morcuende et al., 1998; Stitt et al., 2002). Los casos en los que no se observa
relacion entre transcritos y actividad con los compuestos indicados, como en
nuestros experimentos, se han atribuido (Stitt et al., 2002) a que el nivel de estos
transcritos responde al equilibrio entre importacion y reduccion del nitrato,
probablemente representado por el nitrato citosélico mas que el total en la célula,
Similarmente, cuando el contenido de aminoacidos aumenta sin que disminuya la
actividad Nitrato Reductasa, debe considerarse que entre aquellos solo el
glutamato (Fritz et al., 2006) o la glutamina disminuyen esta actividad. Los
niveles de glutamina no siempre son un indicador fiable del estado nitrogenado
interno, y pueden variar, junto con los de otros intermediarios, con la
disminucion de la fotorrespiracion en CO, elevado (Miyazawa et al., 2014; Stitt
et al., 2002).
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4.2.6. Carbohidratos en CO, alto

En ambos genotipos, el aumento de la fotosintesis con el CO, elevado tuvo como
resultado un incremento en el contenido de carbohidratos no estructurales, como
se ha observado en estudios anteriores (Nie et al., 1995a; Pérez et al., 2005; Stitt,
1991). El mayor porcentaje de aumento fue de carbohidratos no estructurales de
reserva como el almiddn o los fructanos (Tabla 3.15) (Moore et al., 1998; Poorter
et al., 1997; Stitt and Krapp, 1999). Estos ultimos mostraron en Graphic, pero no
en G132 (razon fructosa/glucosa en los fructanos), un mayor grado de
polimerizacion con el CO, elevado de crecimiento, lo que podria indicar un uso
de los fructanos en el primero como reserva por la planta (Labhart et al., 1983), o
como una fuente de hexosas sin comprometer el crecimiento celular (Livingston
et al., 2009). Ademas del incremento en contenido, hubo un aumento por efecto
del CO, de abundancia de transcritos de enzimas clave en el metabolismo de
fructanos, como 1-SST y FEH, detectados mediante gPCR (Tabla 3.19), y FEH,
en los resultados de microarray (Apéndice A.1.2). Otros carbohidratos, como la
sacarosa, también se incrementaron, con su posible implicacion directa en el

aumento en la concentracion de fructanos (Pollock et al., 2003).

En el genotipo silvestre, el mayor contenido en carbohidratos en CO, elevado
pudo estar relacionado con una mayor abundancia de transcritos anotados en la
primera hoja como transferasas de hexosas y transportadores de azucares,
alterandose de esta forma el metabolismo de carbohidratos. En el caso de Graphic
el aumento de sacarosa pudo producir un flujo de iones de calcio desde la
vacuola que pudo influir en la mayor sintesis de fructanos mediante la
sefializacion de cationes de calcio por efecto de proteinas quinasa dependientes
de calcio (CDPK) y por la modulacion de calmodulinas. Tanto estas quinasas
como las calmodulinas se sobreexpresaron con el CO, elevado, y las segundas, al
activar proteinas de pequefia respuesta positiva a auxina (SAURS), facilitan la

sintesis de fructanos inducida por sacarosa (Valluru, 2015).

Se ha encontrado que las oscilaciones diurnas en el nivel de transcritos para
Rubisco es antiparalela a la pauta de acumulacion de carbohidratos (Nie et al.,
1995a) y coincide con contenidos altos de hexosas en las primeras horas de la

noche en CO, elevado (Cheng et al., 1998), lo que sugiere que hay una relacion
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entre niveles altos de azlcares y represion de la expresion génica. En cambio, con
suministro alto de nitroégeno los carbohidratos aumentaron en CO, elevado, pero
no se observo aclimatacion de la fotosintesis o disminucion de transcritos para
enzimas del ciclo de Calvin-Benson (Geiger et al., 1999). Como se ha expuesto,
en nuestros experimentos el crecimiento en CO, elevado no se asocid, como en
otras investigaciones, con disminuciones en la adscripcion de nitrégeno a las
hojas (Gutiérrez et al., 2013; Seneweera et al., 2011) y en el contenido de
proteina (Ferrario-Méry et al., 1997; Perez et al., 2005; Poorter et al., 1997).
Nuestros resultados son compatibles con una represion de la expresién génica
para Rubisco inducida por la acumulacion de carbohidratos en CO; elevado (Jang
and Sheen, 1994; Van Oosten and Besford, 1995). La diferente respuesta del
contenido de Rubisco al CO; en los dos genotipos se correspondié con menores
contenidos de carbohidratos (Tabla 3.15) y mayor abundancia de transcritos para
Rubisco (Tabla 3.19) en G132 que en el genotipo silvestre.

4.2.7. Metabolismo secundario en CO, alto: compuestos fenolicos

En Graphic también se observd una represion en CO, elevado del transportador
de fosfoenolpiruvato al cloroplasto, cuya funcion propuesta en plantas C3 es la
provision de PEP para la ruta del acido siquimico (Fischer et al., 1997). Como
productos finales de la via del acido siquimico esta la produccion de aminoacidos
aromaticos (AAA) y una serie de productos derivados, tales como antocianidina,
los flavonoides, los anillos aromaticos de plastoquinona o tocoferol, y una gran
cantidad de productos secundarios de las plantas, incluyendo la lignina (Maeda
and Dudareva, 2012). Los fenoles producidos mediante esta via derivan del acido
cinamico, biosintetizado de la fenilalanina por la accion de la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL). La fenilalanina es el principal producto de esta ruta, ademas
de ser considerada un importante punto de regulacion entre el metabolismo
primario y secundario. Como hemos visto en los resultados del microarray
(Apéndice A.1.2), seis transcritos de PAL se sobreexpresaron con el CO; elevado
en el genotipo silvestre. Los tratamientos deficitarios en nitrogeno conducen a un
aumento de los niveles transcripcionales de PAL; dichos niveles se correlacionan
positivamente con la actividad de la enzima (Olsen et al., 2008). Y en alto CO, se

produjo un aumento de fenilpropanoides acompafiado por un aumento de la
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actividad PAL en hojas, en diferentes regimenes nitrogenados (Matros et al.,
2006). En un reciente estudio, Goufo et al. (2014) demostraron que el contenido
total de compuestos fendlicos y flavonoides aumenté bajo CO, elevado en la
madurez de los drganos de plantas de arroz, un cambio que coincidié con la
aclimatacion de la fotosintesis. Este estudio muestra que la asignacion de carbono
para la sintesis de compuestos fendlicos en CO, elevado depende del desarrollo
ontogénico de la planta. Ademas apunta que si la aclimatacion se lleva a cabo y
la capacidad fotosintética disminuye (Tabla 3.12), segun el modelo de
competencia de proteinas (Jones and Hartley, 1999) se predice un aumento en las
concentraciones de compuestos fendlicos, en concordancia con los resultados de

dicho estudio y otros (Ibrahim and Jaafar, 2012).

4.2.8. Efecto del CO, en la anatomia de la hoja y el crecimiento de la

planta

Este cambio composicional de la hoja ocurrié junto con un cambio en la
morfologia de la misma, con un incremento de materia seca por unidad de
superficie (LMA; Tabla 3.20 y 3.21). Estos incrementos de LMA pueden ser el
resultado de células méas grandes, contribuyéndose a una mayor fijacion de
carbono (Lin et al., 2001; Muralikrishna et al., 2013; Radoglou and Jarvis, 1990).
Pero también podria ser el resultado de mayor contenido en fibra y carbohidratos
(Roumet et al., 1999; Teng et al., 2006) sin ninguna influencia positiva en la
capacidad fotosintética de las plantas, ya que puede producirse un aumento en el
grosor y estos cambios pueden provocar un descenso en la luz interceptada por
unidad de materia seca (Evans and Poorter, 2001). En nuestro estudio, los
aumentos de materia seca por unidad de superficie inducidos por el CO, elevado
fueron despreciables al descontar la masa de los compuestos analizados (Tabla
3.20). Esto indica que aquellos cambios fueron atribuibles casi enteramente al
aumento con el CO, del contenido de carbohidratos no estructurales y la menor
cantidad de Rubisco y nitrato. El incremento de masa por unidad de superficie
con el CO; elevado no condujo a aumentos significativos del grosor de la hoja,
que serian desfavorable para la fotosintesis (véase mas arriba), sino a mayor
densidad (peso seco por unidad de volumen) y un contenido de agua ligera, pero
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significativamente menor. En efecto, al no cambiar el grosor de la hoja, un
aumento de materia seca debe hacerse a expensas de disminuciones del agua o de
los espacios aereos. La anatomia de la hoja y su tamario son afectados claramente
por el efecto del CO, elevado en muchas especies (Pritchard et al., 1999). Segln
las observaciones de Tsutsumi et al. (2014) sobre el desarrollo de la hoja de arroz
en CO; elevado, hay una disminucion en el nimero de células epidérmicas en el
haz mientras que en el envés se reduce la longitud de las células, pero no el
numero, lo que indica que la elongacion celular se reprime. Segun este estudio, el
CO, elevado disminuyé la longitud de la hoja, influyendo tanto en la division
como en la elongacion celular. Los resultados de nuestros experimentos
corroboraron en parte estos resultados, ya que el nimero de células epidérmicas
del haz de G132, pero no del genotipo silvestre (Fig. 3.15), y el area de la hoja de
este Ultimo experimentaron una disminucién con el CO,, aunque no siempre de

forma significativa (Tablas 3.20 y 3.21).

El aumento de la fotosintesis y la sintesis de carbohidratos y otros compuestos
condujo a un incremento de la biomasa de la planta (Ingvordsen et al., 2015)
(Long et al., 2006), que se destind principalmente a tallos axilares o hijos. El
mayor aumento relativo con el CO, elevado de materia seca en G132 que en el
genotipo silvestre es atribuible al aumento en el primero, pero no en el segundo,
de la superficie verde. La mayor superficie verde puede aumentar la fotosintesis,
y por tanto la materia seca, por planta (Raines and Paul, 2006). Los resultados
indicaron que, a nivel de planta entera, G132 fue més eficiente en el uso del CO,
atmosférico suplementario. Este fendmeno tan acusado pudo ser también un
efecto hormonal provocado por el CO, elevado de crecimiento, ya que en el
transcriptoma de la primera hoja de G132 se observo una represion significativa
de transcritos para citoquinina glicosiltransferasas, cuya interaccion con las
citoquininas permite la inactivacion de las mismas (Sakakibara, 2006). Se sabe
que las citoquininas promueven la produccion de nuevos tallos o ramas en
detrimento de la dominancia apical y retrasan la senescencia foliar (Wingler et
al., 1998). Ademaés la aplicacion exdgena a hojas sombreadas reduce el declive
de la capacidad fotosintética en varias especies y también es un factor de
regulacion en la redistribucion de proteinas y otros compuestos de las hojas mas

viejas del dosel, y por lo tanto de los cambios de LMA (Boonman et al., 2007;
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Pons et al., 2001). En términos generales ese mayor aumento de biomasa en
ambos genotipos se tradujo en un mayor eficiencia en el uso del agua (Ainsworth
and Long, 2005).
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

La fotosintesis de la cebada mutante G132 es muy reducida, principalmente porque
el contenido de Rubisco es escaso a pesar de un aumento de sus transcritos, debido a
que su degradacion aumenta. Su baja eficiencia cuantica se relaciona con
disminuciones de transcritos para psbQ y protoclorofilida oxido-reductasa A y de las
proteinas D1, LHCII y cyt b6.

A pesar de la inhibicion de la fotosintesis, los estomas de G132 tienen mayor
conductancia y menor sensibilidad al CO,. Se debe a su mayor balance transporte
fotosintético de electrones/ carboxilacion y a menos transcritos para el canal lento
de aniones SLAH3. Se evidencia que hay mecanismos dependientes e
independientes de la fotosintesis que controlan las respuestas de los estomas al CO..

El mutante G132 tiene menor contenido de carbohidratos no estructurales, como
consecuencia de una fotosintesis reducida y regulacion metabdlica de la actividad
enzimética (almiddn) o de la expresion génica para enzimas de sintesis (fructanos).
La escasez de carbohidratos y la represion génica para la glucélisis, la oxidacion de
pentosas fosfato, el ciclo de acidos tricarboxilicos y el transporte electronico

mitocondrial se asocian con tasas de respiracion bajas.

El crecimiento de G132 en etapas iniciales es reducido a causa de la escasa
fotosintesis y la subexpresion de genes para la formacion de la pared celular y el
metabolismo hormonal. Pero debido al menor peso por unidad de superficie foliar y
al retraso de la senescencia, la materia seca total y la produccion de grano en la

madurez son similares a las de Graphic.

La fotosintesis de G132 responde al crecimiento en CO, elevado mas positivamente

que el genotipo silvestre.

a) Primero, la eficiencia cuéntica del Fotosistema Il aumenta en el primero y no en
el segundo, en asociacion con aumentos y disminuciones, respectivamente, de
las proteinas D1, LHCII y cyt b6.

b) Segundo y mas importante, la expresion génica para la subunidad pequefia de
Rubisco, que es mayor en el mutante, se reprime en ambos genotipos. Pero
G132 no experimenta, como Graphic, disminuciones del contenido de Rubisco,

0 estas son moderadas.

El CO, elevado estimula la acumulacion de carbohidratos no estructurales y de

transcritos para el metabolismo de fructanos. En el genotipo silvestre este Gltimo
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7)

8)

9)

Conclusiones

puede estimularse también por efecto de la sobreexpresién de proteina quinasas
dependientes de calcio (CDPK), calmodulinas y proteinas de pequefia respuesta

positiva a auxina (SAURS).

El enriquecimiento en CO, de la atmdsfera estimula la expresion génica para Nitrato
Reductasa, la actividad de esta enzima y el contenido de aminoécidos. La excepcion
con el genotipo silvestre en un experimento puede asociarse con aumentos de la

exportacion de compuestos nitrogenados a otros érganos con crecimiento activo.

El descenso de Rubisco con CO, alto en el genotipo silvestre es selectivo, pues no
hay una disminucion general de la proteina foliar. Hay una readscripcion de recursos
a otras proteinas solubles que puede mejorar la adaptacion al CO, elevado.

La disminucién de Rubisco en CO, elevado es compatible con una represion de la
expresion genica para Rubisco inducida por la acumulacion de carbohidratos. El
bajo contenido de carbohidratos y la abundancia de transcritos para Rubisco

explican la respuesta mas positiva del mutante al aumento de concentracion de CO,.

10) EI CO2 elevado induce méas cambios transcriptomicos en el genotipo silvestre que

en el mutante G132. En el primero estimula la expresion de genes para la sintesis de

flavonoides, fenilpropanoides y lignina.

11) Se evidencia que el CO, elevado no disminuye la densidad de estomas en las hojas y

que disminuye la conductancia de los mismos, mejorando asi la eficiencia

instantanea en el uso del agua.

12) El CO, elevado estimula la produccion de biomasa, principalmente con mas tallos

axilares o hijos. G132 es mas eficiente que el genotipo silvestre en el uso del CO,
suplementario para producir biomasa, debido a que en el primero aumenta la
superficie verde y disminuyen los transcritos para citoquinina glicosiltransferasas,

favoreciendo la accion de la hormona en la produccion de nuevos tallos.
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A.1l. Resultados del microarray

A.1.1. Resultados de las diferencias entre genotipos

Transcritos diferencialmente expresados del genotipo mutante frente al silvestre

en ambas concentraciones de CO,. Se representa la razon entre los logaritmos de
la tasa de cambio (Fold Change); AGRA, Graphic en CO, ambiente; AG132,
mutante en CO, ambiente; EGRA, Graphic en CO, elevado; EG132, mutante en

CO; elevado; BINCODE, cddigos de agrupacion por rutas metabdlicas.

BINCODE DESCRIPCION AG132-AGRA EG132-EGRA IDENTIFICADOR
FOTOSINTESIS

1111 chlorophyll a b-binding protein cab- partial -2.73 -1.02 contig949_at
1111 chlorophyll a-b binding chloroplastic 1.03 2.89 35_395

1111 chlorophyll a-b binding protein chloroplastic-like 1.65 2.92 35_28165
1111 chlorophyll a-b binding chloroplastic 1.02 291 35 521

1111 chlorophyll a-b binding chloroplastic 1.64 35_446

11.1.2 photosystem ii 10 kda chloroplastic-like 1.22 1.66 35_15169
1112 psbp domain-containing protein chloroplastic-like 1.72 2.39 35_6275
11.1.2 psbp domain-containing protein chloroplastic-like 1.83 2.39 contigl4611_at
1122 photosystem i p700 apoprotein al 2.54 2.59 35_31646
11.2.2 photosystem i p700 apoprotein a2 1.34 1.42 35_31589
1122 photosystem i p700 apoprotein a2 2.45 2.61 35_34138
11.2.2 photosystem i p700 apoprotein al 2.80 291 hv_cea0013j19f_at
1122 photosystem i p700 apoprotein al 2.48 2.56 hvsmec0016d02f_at
1141 atp synthase cfl alpha subunit 1.28 135 35_12658

116 nadh-plastoquinone oxidoreductase subunit 5 1.33 1.52 35_47577
1.1.40 nadh-plastoquinone oxidoreductase subunit 7 1.34 1.40 chlorcontig3_at
1.1.40 chloroplast post-illumination chlorophyll fluorescence increase protein 1.09 1.58 35_1584

122 peroxisomal -2-hydroxy-acid oxidase glo1-like -1.17 -1.15 35_3023

131 ribulose- -bisphosphate carboxylase oxygenase large subunit 1.63 1.12 35_38001
CARBOHIDRATOS PRINCIPALES

2211 ---NA--- contig101_at
2211 fructokinase 1 35_472

2211 protein kinase contig17600_at
22132 fructan 6-exohydrolase contig6787_at
22132 gifl contig11241_at
22132 beta- insoluble isoenzyme 2-like 35_19710
22132 cell wall invertase 35_20258
22132 beta- insoluble isoenzyme 4 contig9965_at
22132 fructan 6-exohydrolase 35_2595
22132 fructan exohydrolase 35_4551
22132 glycosyl hydrolase 35_15819
22132 fructan 6-exohydrolase 35_15818
22133 sucrose:fructan 6-fructosyltransferase hallp12u_s_at
22133 fructan:fructan 1-fructosyltransferase 35_15651
22133 sucrose:sucrose 1-fructosyltransferase 35_15653
22133 sucrose:fructan 6-fructosyltransferase 35_1175
22133 sucrose:fructan 6-fructosyltransferase 35_1173
22133 beta-fructofuranosidase 1-like 35_27820
22133 beta-fructofuranosidase 1-like contig23526_at
22133 beta-fructofuranosidase 1 35_369

2214 hexokinase 1 35_19343
2214 hexokinase 3 contig14657_at
2214 hexokinase 3 35_5646
2215 - contig602_at
2222 alpha-glucan h isozyme contig6517_at
2222 alpha-glucan h isozyme 35_2506
CARBOHIDRATOS SECUNDARIOS

3112 probable galacturonosyltransferase-like 9-like -1.15 -1.60 35_17402
3122 alkaline alpha-galactosidase seed imbibition protein -2.01 -1.52 35_7583
3122 probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 1-like -2.56 -2.36 contig11464_at
3122 probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 1-like -2.04 -2.06 35_4137

322 trehalose-phosphate phosphatase 1.07 1.53 35_15232

322 trehalose-phosphate phosphatase 1.00 1.54 contig2825_at
323 probable -trehalose-phosphate synthase 2.64 3.05 35_15335

323 probable -trehalose-phosphate synthase 1.10 1.77 35_1800

343 myo-inositol-1-phosphate synthase 1.22 1.32 35_40031

344 probable inositol oxygenase -1.26 -1.75 contig4011_at
344 probable inositol oxygenase -1.34 -1.36 35_15535

35 aldo-keto reductase family 4 member c9-like -2.60 -2.27 35_7268

35 aldo-keto reductase family 4 member c9-like -1.88 -1.55 contigl6232_at
35 myo-inositol kinase -1.05 -1.21 35_19306
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BINCODE DESCRIPCION AG132-AGRA EG132-EGRA  IDENTIFICADOR
35 aldose reductase -1.14 -1.52 352428

35 adenosine kinase 1.19 1.50 contig20263_at
35 adenosine kinase-like 1.16 1.45 35_10572

3.7 xylulose kinase 1.32 191 contig17460_at
37 xylulose kinase 1.06 1.10 35_24501
GLIcoLisIs

415 pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit beta 1-like -1.13 -1.46 contig2561_s_at
415 pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit beta {eco:0000255 -1.01 -1.51 35_15071

415 pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha-like -1.06 -2.33 35_1867

418 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase -1.31 -1.41 35_76

4.1.13 enolase chloroplastic -1.86 -1.59 35_8327

4.1.13 enolase chloroplastic -1.80 -1.88 contigl7025_at
4114 pyruvate cytosolic isozyme -1.17 -1.17 35_15328
4.1.14 pyruvate cytosolic isozyme -1.21 -1.08 contig3010_s_at
4114 pyruvate cytosolic isozyme -1.04 -1.16 35_15327
4.1.14 pyruvate cytosolic isozyme-like -1.05 -1.45 35_15127
4.1.15 phosphoenolpyruvate partial -1.41 -1.87 contig3250_at
4.1.15 phosphoenolpyruvate carboxylase -1.12 -1.79 35_1118

4212 phosphoglycerate mutase-like -2.17 -1.96 35_23347
4.2.12 phosphoglycerate mutase-like -2.24 -1.79 contig18878_at
4212 ---NA--- -1.07 -2.48 35_24445
FERMENTACION

51 aldehyde dehydrogenase family 7 member al -2.19 -2.87 35_958

51 aldehyde dehydrogenase family 7 member al -2.11 -2.66 35_959

51 aldehyde dehydrogenase family 2 member c4-like 1.37 1.53 contig14339_at
51 aldehyde dehydrogenase family 2 member c4-like 1.41 1.47 35_2644

53 alcohol dehydrogenase 3 -1.89 -1.26 35_14210

5.3 alcohol dehydrogenase family-1 -2.04 -2.38 35_14207

53 alcohol dehydrogenase 1 -1.14 -2.07 35_42740
GLUCONEOGENESIS

6.5 pyruvate orthophosphate partial 1.14 1.84 35_8200

6.5 pyruvate orthophosphate partial 1.13 1.82 35_7012

6.5 cytosolic orthophosphate dikinase 1.13 1.77 35_2054
OXIDACION DE PENTOSAS FOSFATO

711 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase chloroplastic 1.32 1.66 contig25445_at
7.13 6-phosphogluconate decarboxylating chloroplastic-like -1.85 -1.01 35_2965

722 transaldolase 2 -1.27 -1.61 35_14408

7.2.2 glycerophosphoryl diester phosphodiesterase 1 -2.00 35_34211

722 transaldolase 2 -1.28 -1.70 contig4084_at
7.3 ferredoxin--nadp root chloroplastic -1.89 -1.12 hu08p15u_x_at
7.3 ferredoxin--nadp root chloroplastic -1.89 -1.12 hu08p15u_s_at
7.3 root r-h1-like -1.87 contig3886_at
7.3 ferredoxin--nadp root chloroplastic -1.67 -1.05 contig5403_at
7.3 root r-h1-like -1.14 -1.04 contig5299_at
7.3 ferredoxin--nadp root chloroplastic -1.42 -1.07 35_2053

73 ferredoxin- chloroplastic-like 1.8 [EEE 35 1296

7.3 root r-b1-like -1.16 -1.18 35_2159

73 root r-b1-like -1.79 s 351295

CICLO DE ACIDOS TRICARBOXILICOS

8111 pyruvate dehydrogenase el component subunit alpha 1.08 1.78 35_37503
8113 dihydrolipoyl dehydrogenase chloroplastic-like -1.11 -1.18 contig5576_at
8.1.13 dihydrolipoyl dehydrogenase chloroplastic-like -1.09 -1.29 35_2202

813 aconitate cytoplasmic -1.20 -1.33 35_15074

8.1.3 aconitate cytoplasmic -1.10 -1.18 35_15073

819 malate dehydrogenase -1.08 -1.74 contig613_s_at
8.1.9 malate dehydrogenase -1.05 -1.73 35_169

819 malate dehydrogenase -0.98 -1.20 35_165

8.2.9 malate chloroplastic -1.50 -1.85 35_15553

829 malate chloroplastic -2.39 -2.42 35_15554

8.2.9 malate chloroplastic -1.13 -1.58 35_15552

829 malate chloroplastic -1.23 -1.60 35_29202
CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES MITOCONDRIAL Y ATP SINTESIS

9.1.2 nadh dehydrogenase -1.19 -1.69 35_1557
9.21.2 external alternative nad h-ubiquinone oxidoreductase mitochondrial-like -1.11 -2.45 contig7354_at
9.2.1.2 external alternative nad h-ubiquinone oxidoreductase mitochondrial-like -1.12 -2.40 35_2573

9.3 electron transfer flavoprotein-ubiquinone mitochondrial-like 1.08 1.51 hv06k05u_s_at
9.4 ubiquinol oxidase mitochondrial-like -1.62 -2.82 35_21652

9.4 ubiquinol oxidase mitochondrial-like -1.39 -2.23 contig15936_at
9.4 ubiquinol oxidase mitochondrial-like -1.19 -1.88 35_7598

9.4 ubiquinol oxidase mitochondrial-like -1.75 -2.89 contig5887_at
9.5 cytochrome b-c1 complex subunit 7-like -1.16 -1.36 35_15426

9.6 cytochrome ¢ -1.27 -1.77 35_14600

9.6 cytochrome c biogenesis protein chloroplastic 1.10 1.21 rbah35p18_s_at
9.8 mitochondrial uncoupling protein 1-like -1.59 -1.79 contig4193_at
9.8 mitochondrial uncoupling protein 5-like -1.65 -2.19 contig18326_at
9.8 mitochondrial uncoupling protein 1-like -1.54 -1.71 35_15852

9.8 mitochondrial uncoupling protein 5-like -1.67 -2.44 35_4936

9.9 hydrogen-transporting atp rotational mechanism -1.16 -1.47 35_18535
PARED CELULAR

10.1.2 udp-glucose 4-epimerase -2.11 -1.90 35_4412

10.1.3 bifunctional polymyxin resistance arna protein -1.09 -1.48 35_1378

10.1.3 udp-d-apiose udp-d-xylose synthase 2 -1.53 -2.19 35_1377

10.1.4 udp-glucose 6- expressed -1.13 -2.78 35_397

10.1.4 udp-glucose 6-dehydrogenase 5-like -1.11 -2.77 35_517

10.15 udp-glucuronic acid decarboxylase 2-like -1.75 364 3515131
10.1.7 gdp-mannose dehydratase 1-like -1.42 -2.63 35_43242
10.1.9 probable udp-arabinose 4-epimerase 1 -1.20 -1.10 35_16818
10.1.10 probable rhamnose biosynthetic enzyme 1 -1.13 -2.58 35_15953
10.2.1 probable cellulose synthase a catalytic subunit 2 -1.92 -2.14 35_7148

10.2.1 truncated cellulose synthase catalytic subunit -1.97 -2.23 35_17196
10.2.1 cellulose synthase a catalytic subunit 4 1.03 1.97 35_20775
10.2.1 cellulose synthase a catalytic subunit 7 1.26 2.27 35_4496

10.2.2 cobra-like protein 7 -1.11 35_2850

10.2 endoglucanase 12-like -1.15 -2.37 352326
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BINCODE DESCRIPCION AG132-AGRA EG132-EGRA  IDENTIFICADOR
10.3.2 glycosyltransferase -1.26 -1.51 35_17824
10.3.2 probable glucuronosyltransferase 0s05g0123100 -0.99 35_3199
10.3 beta- -galactosyltransferase 18 -1.25 35_7907
10511 fasciclin-like arabinogalactan protein 7 precursor -2.12 35_17628
10.5.1.1 fasciclin-like arabinogalactan protein 2-like -1.20 -1.77 35_15884
10511 xyloglucan endotransglycosylase -1.93 -2.09 35_37436
10.5.1.1 beta-ig-h3 domain-containing expressed -1.37 35_30930
10511 fasciclin-like arabinogalactan protein 16 -1.20 35_236
10.5.1.1 fasciclin-like protein fla25 -1.08 -2.17 35_471
10511 fasciclin-like arabinogalactan protein 11-like 1.12 1.29 35_18313
10.5.3 leucine-rich repeat extensin-like protein 4 -1.21 -1.70 35_3896
10.5.3 tpa: leucine-rich repeat family protein 352175
10.5.5 alpha- -glucan-protein synthase 35_47605
10.5.5 alpha- -glucan-protein synthase 35_478
10.5 snfl-related protein kinase regulatory subunit gamma-1-like 35_2196
10.6.1 endoglucanase 24-like 35_29766
10.6.1 ---NA--- 35_9428
10.6.1 endoglucanase 24-like 35_12558
10.6.1 endo-beta- -glucanase precursor 35_19424
10.6.1 lysosomal beta glucosidase-like isoform x2 35_1758
10.6.1 lysosomal beta glucosidase-like 35_26812
10.6.2 xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 23 35_31642
10.6.2 probable beta-d-xylosidase 7 35_25018
10.6.2 alpha-I-fucosidase 1 35_21312
10.6.2 xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 25 35_31565
10.6.2 probable beta-d-xylosidase 7 35_6513
10.6.2 xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 25 35_422
10.6.2 xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 23 35_398
10.6.2 xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 25 35_177
10.6.2 xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 23 35_411
10.6.3 floral organ regulator partial 35_893
10.7 probable xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 27-like 35_9035
10.7 xyloglucan endotransglucosylase hydrolase protein 23 35_499
10.7 expansin-like al 35_19656
10.8.2 protein notum homolog 35_23602
10.8.2 protein notum homolog 35_38236
10.8.2 protein notum homolog 35_2112
METABOLISMO DE LiPIDOS
11.15 beta-hydroxyacyl-acp dehydratase -1.19 -1.80 contig9102_at
11.15 ---NA--- =115 =183 35_2638
11.1.10 3-ketoacyl- synthase 12-like 1.11 1.08 contig24680_at
11.1.10 3-ketoacyl- synthase 17 1.04 1.02 contig15532_at
11.1.10 3-ketoacyl- synthase 1-like 1.49 1.81 contigb411_at
11.1.10 3-ketoacyl- synthase 19-like 1.26 1.15 35_21462
11.1.10 3-ketoacyl- synthase 1-like 137 1.76 35_15183
11.1.12 acyl carrier protein 3 -1.60 -2.22 contig5579_at
11.1.12 acyl carrier protein 3 -1.87 -2.35 35_16349
11.1.31 dihydrolipoamide acetyltransferase -1.28 -1.59 contig6806_at
dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase
11.1.31 mié e n‘(’i ri);l_)ﬁk i Y P 24 yarog 125 167 35_2203
1122 fatty acid 2-hydroxylase 1-like -1.03  [1181200 1 contig6315_s_at
11.2.3 fatty acid desaturase -1.73 -2.16 contig6725_at
11.2.3 omega-3 fatty acid chloroplastic-like -1.62 -1.94 35_15047
1135 diacylglycerol kinase 3-like 1.09 134 35_934
11.3.6 choline-phosphate cytidylyltransferase 2-like -1.12 -1.67 35_3141
1137 cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase 1.69 1.13 contig12308_at
11.3.7 cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase 1.39 1.30 contig9601_s_at
1137 cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase 131 1.26 35_17567
11.3.7 ---NA--- 1.63 1.08 35_5583
113 phosphoethanolamine n-methyltransferase 1-like -1.18 -1.41 contig4006_at
113 phosphoethanolamine n-methyltransferase 1-like -1.25 -1.51 35_15913
115.2 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1.01 131 contig23957_at
115.2 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1.02 1.41 3510447
116 lipid transfer protein 1.03 1.03 35_287
117 acyltransferase-like protein -1.69 -1.16 35_17588
11811 neutral ceramidase -1.09 -1.11 contig10984_at
11.8.1.1 neutral ceramidase -1.12 -1.22 35_4630
11.8.10 lecithin-cholesterol acyltransferase-like 4 contig8904_at
118 flavoprotein wrba contig5217_at
11.8 flavoprotein wrba 35_49405
11.9.1 ---NA--- 35_26695
119.2.1 phospholipase al-ii 7-like 35_47874
11.9.21 phospholipase al- chloroplastic-like contigb611_at
119.2.1 phospholipase al- chloroplastic-like 35_17175
11.9.2 gdsl esterase lipase at1g28580-like 35_17156
11.9.2 phospholipase al-ii 5 35_5060
11.9.2 lipase precursor 353271
11.9.2 phospholipase al-ii 5 contig14384_at
11.9.2 lipase precursor contig9211_at
11.9.3.2 gibberellin receptor gid1l2 35_20809
11.9.33 probable glycerophosphoryl diester phosphodiesterase 1-like contig7184_at
11.9.33 glycerophosphoryl diester phosphodiesterase 1 35_17079
ASIMILACION DE NITROGENO
12.1.1 nitrate reductase contig13776_at
1211 nitrate reductase 35_6525
METABOLISMO DE AMINOACIDOS
131111 glutamate decarboxylase 35_14142
13.1.1.11 glutamate decarboxylase-like 35_13143
13.1.1.1.2 aminotransferase y4ub contig25090_at
13.1.1.1.2 aminotransferase y4ub 35_27816
13.1.1.21 aspartate aminotransferase 35_15149
13.1.1.2.1 aspartate mitochondrial contig2799_at
13.1.1.311 alanine--glyoxylate aminotransferase 2 homolog mitochondrial-like contig7739_at
13.1.1.3.11 alanine--glyoxylate aminotransferase 2 homolog mitochondrial-like 35_2395
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BINCODE DESCRIPCION AG132-AGRA
131221 ---NA---

13.1.2.21 delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase

131311 asparagine synthetase

13.1.3.11 asparagine synthetase 1.07
13.1.3.1.1 asparagine synthetase 320
131321 threonine chloroplastic-like -1.33
13.1.3.21 threonine chloroplastic-like -1.43
13.1.3.4.12 methyltransferase-like protein 13 isoform x1 -1.23
13.1.3.4.12 methyltransferase-like protein 13 isoform x1 -1.18
13.1.3.4.12 uncharacterized methyltransferase chloroplastic 1.17
13.14.12 ketol-acid chloroplastic-like -1.02
13.1.45.1 threonine dehydratase chloroplastic-like -1.33
131451 threonine dehydratase chloroplastic-like -1.29
13.15.11 d-3-phosphoglycerate chloroplastic-like -1.53
13.15.11 d-3-phosphoglycerate chloroplastic-like -1.45
13.1.5.13 phosphoserine chloroplastic -1.61
13.1.5.13 phosphoserine chloroplastic -1.71
131531 ---NA---

13.1.5.3.1 cysteine expressed 1.04
13.15.31 probable s-sulfocysteine chloroplastic isoform x2 1.03
13.1.5.3.1 small nuclear ribonucleoprotein sm d3-like 1.01
13.1.6.1.5 shikimate kinase -1.30
13.1.6.15 shikimate kinase -1.44
13.1.6.1.6 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase -1.06
13.1.6.1.7 embryo defective 1144 -1.12
13.1.6.1.7 chorismate synthase -1.15
13.1.6.3.1 arogenate dehydratase prephenate dehydratase chloroplastic -1.29
13.1.6.3.1 arogenate dehydratase prephenate dehydratase chloroplastic -1.50
13.1.6.3.1 arogenate dehydratase prephenate dehydratase chloroplastic-like -1.73
13.1.6.5.2 anthranilate phosphoribosyltransferase -1.30
13.1.6.5.2 anthranilate chloroplastic -1.02
13.1.6.54 indole-3-glycerol phosphate chloroplastic-like -1.24
13.1.6.54 indole-3-glycerol phosphate chloroplastic -1.22
13.2.2.2 delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase -1.27
13.2.2.2 delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase -1.31
13.2.2.2 probable aldehyde dehydrogenase isoform x1 -1.33
13.2.2.2 proline dehydrogenase mitochondrial-like 2.75
13.2.2.2 proline dehydrogenase mitochondrial-like

13.2.2.3 urease isoform x2 1.10
13.2.23 urease accessory protein g 1.35
13.2.2.3 urease accessory protein g 1.33
132311 probable isoaspartyl peptidase |-asparaginase 2

13.23.11 isoaspartyl peptidase I-asparaginase 2

132311 probable isoaspartyl peptidase |-asparaginase 2 2.12
132311 probable isoaspartyl peptidase |-asparaginase 2

13.23.11 isoaspartyl peptidase I-asparaginase 2

13234 adenosylhomocysteinase -1.24
13.2.34 adenosylhomocysteinase -1.25
13234 s-adenosyl-I-homocysteine hydrolase -1.20
13.2.34 s-adenosylhomocystein hydrolase 2 -1.24
132351 cytokinin riboside 5 -monophosphate phosphoribohydrolase log1-like 2.07
13.2.35 lysine-ketoglutarate reductase saccharopine dehydrogenasel -1.52
13.2.35 lysine-ketoglutarate reductase saccharopine dehydrogenasel -1.47
13.24.1 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha mitochondrial isoform x1 1.34
13241 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha mitochondrial isoform x1 1.40
13.25.2 |-allo-threonine aldolase -1.29
13.99 act domain containing expressed 1.60
13.99 act domain containing expressed 1.93
ASIMILACION DE AZUFRE

141 atp sulfurylase 1.75
141 atp sulfurylase 1.74
141 atp sulfurylase 1.51
MANEJO DE METALES

15.1 cytochrome c oxidase copper chaperone -1.10
151 ferric reduction oxidase chloroplastic-like 1.04
15.2 glutathione gamma-glutamylcysteinyltransferase 1 -1.03
15.2 ferritin- chloroplastic -2.11
15.2 heavy metal-associated isoprenylated plant protein 26-like 1.14
15.2 heavy metal-associated isoprenylated plant protein 26-like 1.09
15.2 germin-like protein 5-1 1.24
153 vacuolar iron transporter -like 1.37
15 cadmium-induced protein 1.07
15 stem-specific protein tsjt1-like 1.16
15 stem-specific protein tsjt1 1.18
15 selenium-binding protein 1 1.12
METABOLISMO SECUNDARIO

16.1.2.2 hydroxymethylglutaryl- synthase-like -1.07
16.1.3.3 2-methyl-6-phytyl- -hydroquinone methyltransferase chloroplastic-like 1.07
16.1.4.2 phytoene desaturase 1.41
16.1.4.10 carotenoid (9 )-cleavage dioxygenase 1-like -1.02
16.1.4 phytoene chloroplastic chromoplastic 1.21
16.1.5 (+)-delta-cadinene synthase isozyme c2 2.20
16.1.5 (+)-delta-cadinene synthase isozyme c2 1.37
16.1.5 (+)-delta-cadinene synthase isozyme c2 1.72
16.1.5 linalool chloroplastic 1.88
16.1.5 linalool chloroplastic 1.18
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase -1.92
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase -1.19
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase -1.10
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase -1.30
16.2.1.2 trans-cinnamate 4-monooxygenase -1.15
16.2.1.3 4-coumarate- ligase -2.08
16.2.1.3 amp-dependent synthetase and ligase superfamily protein -1.04
16.2.1.4 shikimate o-hydroxycinnamoy/ltransferase-like -1.45
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IDENTIFICADOR
contig3814_at
35_15808
hv11004r_s_at
contig2562_s_at
35_798
contig10838_at
35_3202
35_20451
35_20452
35_18054
35_730
contig11390_at
35_19453
35_16267
contig5494_at
35_17262
contig6830_at
35_14703
contig1302_at
35_22023
35_14708
contig9197_at
35_3492
35_16652
contig5108_s_at
35_2091
contig6733_at
35_2751
35_2750
35_16371
contig5883_s_at
35_17044
contig6407_s_at
contig2524_s_at
35_1160
35_1161
35_18196
contig68_at
35_45479
contig25582_at
35_5034
35_19212
contig8739_at
35_46501
35_19213
contig8740_at
35_14559
contigl794_s_at
contigl791_x_at
35_14558
35_20261
35_17195
contig7064_s_at
contig4891_at
35_1675
35_5474
35_20647
35_6955

35_13732
contig2776_at
ht11a06u_s_at

35_19098
35_24257
35_7385
35_15437
contig11751_at
35_20149
35_4241
35_4258
35_44897
35_14813
35_14809
35_894

35_3495
35_13815
35_2352
359271
35_26961
35_6186
35_6134
35_43327
35_19219
35_18750
35_14238
35_14224
35_14228
35_14239
35_865
35_5528
35_1744
35_16665
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BINCODE DESCRIPCION AG132-AGRA EG132-EGRA  IDENTIFICADOR
16.2.1.4 shikimate o-hydroxycinnamoyltransferase-like 1.59 1.23 35_7418
16.2.1.6 caffeoyl- 3-o-methyltransferase 1 -1.07 -2.15 35_14092
16.2.1.7 cinnamoyl reductase 1.29 1.62 35_16543
16.2.1.8 cytochrome p450 71d10 -2.18 35_27261
16.2.1.10 cinnamy! alcohol dehydrogenase 5 -1.54 -1.70 35_8324

16.2.1 udp-glycosyltransferase-like protein -1.64 -1.09 35_21909

16.2 cinnamoyl- reductase 1-like -1.13 -1.43 35_29795

16.2 uncharacterized acetyltransferase at3g50280-like 35_24654

16.2 uncharacterized acetyltransferase at3g50280-like 1.91 1.92 35_13141
16.4.1 aromatic-l-amino-acid decarboxylase -1.32 -1.64 35_30956
16.4.1 protein yls2-like 240 8B4 35_15175
16.4.1 aromatic-l-amino-acid decarboxylase -1.06 -1.41 contig11623_at
16.4.2.1 betaine aldehyde dehydrogenase -1.63 -1.58 35_15384
16.5.1.1.1.7 cytochrome p450 71c4 -2.18 35_7889

16.8.1 flavonol synthase flavanone 3-hydroxylase-like -2.39 -2.27 35_20228
16.8.2.1 chalcone synthase 1.05 1.24 35_18204
16.8.2.1 chalcone synthase 1.10 1.27 35_18205
16.8.2 chalcone--flavonone isomerase -1.84 -1.00 35_2198
16.8.3 anthocyanidin -0-glucosyltransferase-like -1.41 -1.61 35_12395
16.8.4 protein srgl 2.01 2.30 contig12782_at
16.8.4 flavonol synthase flavanone 3-hydroxylase-like 1.11 1.84 35_36806
16.8.4 protein srgl 2.05 2.35 35_20573
16.8.5.1 isoflavone reductase homolog irl-like 213 365 35_1704
HORMONAS

17.1.1.1.12 probable aldehyde oxidase 2 1.21 1.22 35_16307
1711112 aldehyde oxidase 2 1.32 1.29 contigd920_s_at
171121 aba 8 -hydroxylase 1.27 1.35 35_5350

17.1.2 protein phosphatase 2c abi2 1.14 131 35_9808

17.1.3 protein phosphatase 2c -1.74 -1.69 35_4627

17.1.3 gem-like protein 4-like 173 contig16985_at
17.2.2 sorting nexin 2b-like -1.18 -1.17 35_20914
17.2.3 probable aldo-keto reductase 2-like -1.37 -1.65 35_15540
17.2.3 iaa9 - auxin-responsive aux iaa family member 1.05 1.34 contig16924_at
17.2.3 auxin-repressed kda protein 2.36 35_30677
17.2.3 auxin-repressed kda protein 35_14650
17.2.3 ferric-chelate reductase 1-like 1.09 1.40 35_16640
17.2.3 aux iaa protein 1.29 2.16 contig15125_at
17.2.3 stem-specific protein tsjt1-like 2.63 35_16112
17.2.3 stem-specific protein tsjt1-like 2.52 35_16111
17.2.3 saur56 - auxin-responsive saur family member 1.07 1.03 35_18455
17.2.3 auxin-repressed kda 2.26 2.16 contigl762_s_at
17.3.1.15 cytochrome p450 734al-like 1.02 1.60 35_28768
17.3.1.2.99 squalene monooxygenase -1.05 -1.58 35_16514
17.3.2.99 somatic embryogenesis receptor kinase 1-like -1.44 contig3638_at
17.3.2.99 somatic embryogenesis receptor kinase 2-like isoform x1 -1.72 35_15506
17.3.2.99 brassinosteroid insensitive 1-associated receptor kinase 1 precursor -1.54 35_15510
174.1 cyanohydrin beta-glucosyltransferase -1.56 -1.12 35_22356
1741 cytokinin dehydrogenase -1.88 -1.63 35_13504
174.1 cytokinin dehydrogenase 5-like 1.92 2.09 35_25659
1741 cytokinin dehydrogenase 5-like 1.12 1.09 35_9745
175.1.2 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-like -1.00 -1.57 35_573

1751 protein srgl 35_12578
175.2 ethylene-responsive transcription factor 2 35_3452

17.5.3 transcription factor bhlh113-like 35_4715

1753 adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily protein isoform 1 35_1307
17.6.1.2 syn-pimara- -diene synthase 35_40511
17.6.1.13 gibberellin 2-oxidase 35_19338
17.7.1.2 lipoxygenase 1 35_14194
17.7.1.2 partial contigl737_at
17.7.1.2 lipoxygenase 35_14195
17.7.1.2 tpa: tassel seedl contig26335_at
17.7.1.2 lipoxidase domain partial contig2305_at
17.7.1.2 lipoxygenase chloroplastic 35_14643
17.7.1.2 lipoxidase domain partial contig2306_s_at
17.7.1.2 lipoxygenase chloroplastic 35_14644
17.7.1.2 lipoxygenase-1 contigl736_at
17.7.1.2 partial contig12574_at
17.7.1.3 allene oxide partial 35_857
17.7.1.4 allene oxide cyclase 4 35_1757
17.7.1.4 - contig4986_at
17.7.1.10 jasmonate o-methyltransferase 35_19375
17.7.2 protein tify 10a-like 35_4009
CO-FACTORES Y VITAMINAS

18.4.5 pantothenate kinase-like -1.03 -1.53 35_2139
18.5.2.1 isochorismate synthase chloroplastic-like 1.37 1.98 35_18276
18.5.2.7 - 1.82 2.07 35_3001
ESTRES

20.1.1 respiratory burst oxidase homolog protein b-like -1.09 -1.04 35_16929
20.1.5 probable gtp diphosphokinase chloroplastic 1.57 1.42 35_18006
20.1.7 pathogenesis-related protein 1 35_24518
20.1.7 pathogenesis-related protein 5 35_15377
20.1.7 pathogenesis-related protein 5 35_38976
20.1.7 thaumatin-like protein af016328_at
20.1.7 pathogenesis-related protein 1 35_703

20.1.7 pathogenesis-related maize seed protein 35_704

20.1.7 pathogenesis-related maize seed protein 35_705

20.1.7 pathogenesis-related maize seed protein 35_702

20.1.7 probable protein pop3-like . 1.44 35_4776
20.1.7 probable protein pop3-like 1.49 1.24 35_4775
20.1.7 probable protein pop3-like 1.74 1.46 35_4777

20.1 disease resistance protein rga2 -1.11 -1.21 35_28032

20.1 chitinase 5-like -1.33 -2.37 35_15621
20.1.7 thaumatin-like protein 1b -1.01 -2.40 35_18772

20.1 chitinase 5-like 132 826 3515622
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20.1.7 thaumatin-like protein 1b -1.91 -1.79 35_10341
20.1.7 af355457_1thaumatin-like protein tlp7 35_14144
20.1.7 pathogenesis-related protein 5 35_15380
20.1 ---NA--- 35_17346
20.1.7 af355457_1thaumatin-like protein tlp7 contig2790_s_at
20.1 prl7c precursor 35_210
20.1 barw_horvu ame: full=barwin 35_773
20.1 chitinase 8 35_886
20.1 dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit dad1-like 351999
20.1 chitinase 8 35_882
20.1 achain three-dimensional structure in solution of a protein from barley seed 35_772
20.1.7 pathogenesis-related protein 4 35_774
20.1 pri7d precursor 35_414
20.1 vamp protein sec22 35_4083
20.1 prl7c precursor 35_249
20.1.7 pathogenesis-related protein prms 35_4903
20.1 hornerin-like isoform x1 35_8052
20.1 isoform 2 35_31450
20.2.1 dnaj homolog subfamily b member 4-like contig7490_at
20.2.1 dnaj protein erdj3a 35_10479
20.2.1 dnaj homolog subfamily b member 4-like 35_17452
20.2.1 endoplasmin homolog 35_14103
20.2.1 luminal-binding protein . 35_14470
20.2.1 endoplasmin homolog -1.20 -2.27 35_14098
20.2.1 er molecular chaperone -1.38 | 303 | 3528100
20.2.1 heat shock 70 kda protein 17 -1.17 -1.95 35_1571
20.2.1 3fe-4s ferredoxin 1.08 299 | 354479
20.2.1 kda class v heat shock protein 1.09 1.46 35_5795
20.2.2 peroxidase 1-like -2.31 -2.32 35_3998
20.2.2 peroxidase 24 precursor 35_5205
20.2.3 probable methyltransferase pmt26 -1.46 -1.99 35_16067
20.2.3 probable methyltransferase pmt26 -1.44 -2.05 35_16066
20.2.3 probable methyltransferase pmt26 -1.42 -1.94 contig7681_s_at
20.2.3 calcium permeable stress-gated cation channel 1-like 1.12 35_7605
20.2.99 oxalate oxidase gf- contig3017_at
20.2.99 oxalate oxidase gf- 35_15274
20.2.99 germin-like protein 35_14823
20.2.99 germin-like protein subfamily 3 member 2 35_21702
20.2.99 germin-like protein 35_14822
20.2.99 germin-like protein 3-7 contig10860_at
20.1.7 af355457_1thaumatin-like protein tlp7 35_14143
20.2 gamma-glutamyltranspeptidase 1-like 35_21695
20.1.7 pathogenesis-related thaumatin-like protein 35_15708
20.1.7 thaumatin-like protein -2.13 -2.31 contig3947_s_at
20.1.7 pathogenesis-related thaumatin-like protein contig3667_s_at
20.1.7 thaumatin-like protein -2.27 -2.31 35_27334
20.2 slt1 protein 35_17058
20 cysteine-rich receptor-like protein kinase 20 35_20518
20 cysteine-rich receptor-like protein kinase 20 35_10585
20 cysteine-rich receptor-like protein kinase 10-like 35_22792
20 serine threonine kinase protein d 35_6100
20 cysteine-rich receptor-like protein kinase 10 -1.72 -1.99 35_40035
REDOX

2111 protein disulfide isomerase 144 [RE8 3514571
2111 pdi-like protein -1.16 -2.13 35_675
211 ferredoxin-thioredoxin reductase catalytic chloroplastic-like -1.11 -0.99 35_929
21.1 thioredoxin chloroplastic-like 1.30 211 35_18066
211 thioredoxin-like 1 2.06 1.75 35_1841
21.1 thioredoxin-like protein chloroplastic 1.26 1.33 35_4882
211 thioredoxin-like 1- chloroplastic-like 1.85 1.58 35_1840
21.2.1 l-ascorbate oxidase-like -1.63 -1.51 35_22942
21.2.1 |-ascorbate oxidase-like -1.81 35_2438
21.2.1 dehydroascorbate reductase 1.07 131 35_18329
21.2.1 dehydroascorbate reductase 1.03 1.22 35_18328
213 heme-binding-like protein chloroplastic 1.59 2.26 35_12960
214 glutaredoxin-c14 -1.16 -1.48 35_39570
214 glutaredoxin domain-containing cysteine-rich protein cg12206 1.06 1.43 35_22177
POLIAMINAS

22.1.3 arginine decarboxylase 35_16297
22.1.7 spermidine synthase -1.02 -1.01 35_1500
22.1.7 spermidine synthase -1.02 -0.99 35_1502
2221 polyamine oxidase 1.54 1.23 35_15497
2221 polyamine oxidase 1.03 1.27 35_15498
METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS

23.1.13 mitochondrial-like isoform x2 -1.04 -1.35 35_7130
23.1.1.10 ctp synthase 1.83 1.66 35_16331
23.1.3 ribose-phosphate pyrophosphokinase 4 -1.54 -1.57 contig11768_at
23.1.3 ribose-phosphate pyrophosphokinase 4-like -1.52 -1.70 35_5430
23.2.2 ureide permease 2-like 1.52 1.43 35_30827
23.2.2 ureide permease expressed 1.64 1.48 352328
23.2.2 ureide permease 2-like 1.03 194 35_2809
23.2 cytidine deaminase 1-like -1.86 -1.84 35_21007
23.2 tpa: apyrase family protein -1.45 -2.31 35_17092
23.2 pap-specific mitochondrial 1.27 1.86 35_27794
23.2 pap-specific mitochondrial-like 1.25 1.74 35_24291
23.3.3 nudix hydrolase 3 -1.00 -1.19 35_16309
23.3.3 nudix hydrolase 4 1.02 1.16 35_14735
23.3.3 nudix hydrolase 8-like 2.29 35_4058
233 deoxycytidine kinase 1.10 1.23 35_984
23.4.1 adenylate kinase mitochondrial-like -1.21 -1.61 35_16021
23.4.1 adenylate kinase mitochondrial-like -1.31 -1.88 35_16019
23.4.10 ---NA--- -1.26 -2.11 35_610
23.4.99 soluble inorganic pyrophosphatase -1.21 35_21600
2354 ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit-like -1.62 -1.81 35_2243
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BIODEGRADACION

24.2 lactoylglutathione lyase -1.29 -1.59 35_118
METABOLISMO C1

25.1 formate mitochondrial -1.17 -1.43 35_14430
254 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase-like protein cog0212 1.20 1.61 35_20048
25.4 methenyltetrahydrofolate synthase domain-containing 1.07 1.62 35_20047
MISCELANEA

26.1 secologanin synthase -1.37 -1.94 35_20923
26.1 premnaspirodiene oxygenase-like -1.71 35_20987
26.1 cytochrome p450 71c4 35_15962
26.1 cytochrome p450 76¢2 35_26516
26.1 endo- -beta-d-glucanase-like -1.03 -1.26 35_5440
26.1 nitronate monooxygenase -0.99 -1.55 35_2095
26.1 cytochrome p450 734a6-like 1.19 1.85 35_7512
26.1 cytochrome p450 89a2-like 1.41 2.06 35_21103
26.1 protein 1.08 1.32 35_20495
26.1 cytochrome p450 71d7 1.12 1.57 35_37332
26.1 secologanin synthase 1.22 1.91 35_21707
26.2 udp-glycosyltransferase 87al-like 220 250 | 358135
26.2 anthocyanidin -o-glucosyltransferase -1.76 -1.30 35_18634
26.2 anthocyanidin -o-glucosyltransferase -1.28 -1.09 35_27475
26.2 udp-glycosyltransferase 86al -1.13 -1.12 35_18931
26.2 probable galacturonosyltransferase 7 -2.27 -2.35 35_24732
26.2 udp-glycosyltransferase 83al-like 203397 0 356409
26.3.1 alpha-xylosidase 1-like -1.25 -1.86 35_16772
26.3.1 alpha-glucosidase -1.33 -1.52 35_16369
26.3.1 alpha-xylosidase family protein -1.04 -1.07 3518948
26.3.1 alpha-xylosidase 2 1.24 302 3520999
26.3 protochlorophyllide-dependent translocon component chloroplastic-like -1.35 -1.28 35_12319
26.3 beta-glucosidase 4 -1.09 -1.55 35_20377
26.3 b chain semi-active e176q mutant of rice a plant - glucosidase 227 263 35620
26.3 beta-glucosidase isozyme 2 precursor -1.17 -1.95 35_2767
26.3 2fe-2s ferredoxin-like superfamily protein 1.38 35_4633
26.4.1 beta- -glucanase 35_13456
26.4.1 beta- -glucanase precursor 35_21595
26.4.1 glucan endo- -beta-glucosidase 8-like 35_6267
26.4.1 beta glucanase 35_18544
26.4.1 glucan endo- -beta-glucosidase-like 35_17424
26.4.1 endo-beta- -glucanase 35_19162
26.4.1 beta- -glucanase 35234
26.4.1 beta- -glucanase 35_426
26.4.1 beta- -glucanase 35_445
26.4.1 glucan endo- -beta-glucosidase 8-like 1.41 1.08 35_24527
26.4.1 glucan endo- -beta-glucosidase 14 1.13 1.97 35_5392
26.4.1 glucan endo- -beta-d-glucosidase 1.80 35_406
26.4.1 endo- -beta-glucanase 1.07 1.67 35_5748
26.6 caffeic acid 3-o-methyltransferase -0.86 -2.15 35_1884
26.6 o-methyltransferase zrp4 2.14 1.90 35_17869
26.6 o-methyltransferase zrp4 1.74 1.06 35_1280
26.7 blue copper protein 173 SE 35_15288
26.7 prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1-like -1.33 -1.66 35_20383
26.7 chloroplastic quinone-oxidoreductase -1.61 35_21096
26.7 flavin-containing monooxygenase 1 -2.13 35_7901
26.7 flavin-containing monooxygenase 1 -1.59 35_3562
26.7 probable flavin-containing monooxygenase 1 1.64 2.33 35_12682
26.7 probable flavin-containing monooxygenase 1 1.90 35_24704
26.8 glutamyl-trna amidotransferase subunit a 1.30 2.27 35_19557
26.8 alpha-n-acetylglucosaminidase-like 1.01 1.31 35_27353
26.9 probable glutathione s-transferase gstué-like 132 BB 35_16367
26.9 glutathione transferase gst 23-like -1.07 -2.00 35_17226
26.9 glutathione s-transferase 352199
26.9 glutathione s-transferase f11-like 35_16558
26.9 peroxidase 70 35_1037
26.9 glutathione transferase 35_945
26.12 peroxidase 31-like 35_13842
26.12 root peroxidase 35_40512
26.12 cationic peroxidase spc4-like 35_14346
26.12 peroxidase 4 35_13767
26.12 peroxidase 16-like 35_13864
26.12 peroxidase 12 8 35_14341
26.13 probable inactive purple acid phosphatase 29-like -1.09 -1.60 35_21985
26.13 purple acid phosphatase 2 -1.53 312 35_26603
26.13 purple acid phosphatase 2 -1.07 -1.41 35_2953
26.21 14 kda proline-rich -1.92 AN 35_14974
26.21 kda proline-rich protein -1.61 -1.77 35_43731
26.21 non-specific lipid-transfer protein 2-like -1.30 -1.19 35_16799
26.21 kda proline-rich protein 35_1389
26.22 short-chain type dehydrogenase reductase-like -1.63 -1.10 35_9235
26.22 short-chain dehydrogenase tic chloroplastic-like 1.04 2.31 35_16087
26.22 salutaridine reductase-like 1.05 1.56 35_17057
26.23 rhodanese-like domain-containing protein 10 1.09 1.59 35_5854
26.24 probable acetyltransferase natal-like -1.07 -1.14 35_8301
26.24 acyl- n-acyltransferases-like protein 1.19 1.49 35_18325
26.28 gdsl esterase lipase cprd49-like 1.19 1.67 35_19551
26.28 gdsl esterase lipase at2g40250-like 1.33 1.00 35_26156
ARN

27.1.1 maturase k 2.14 1.84 35_40451
27.1.1 chloroplastic group iia intron splicing facilitator chloroplastic 1.21 1.63 35_22992
27.1.1 maturase partial 1.61 1.38 35_20139
27.1.2 dead-box atp-dependent rna helicase 25-like 137 1.48 35_11970
27.1.2 dead-box atp-dependent rna helicase 31-like 1.13 1.04 35_45339
27.1.10.1.1 ribonuclease e g-like chloroplastic isoform x2 1.44 1.27 35_20370
27.1.19 s-like rnase -1.19 -1.03 35_4402
27.1.19 rnase s-like protein precursor 171 273 contig5185_at
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27.1.19 rnase s-like protein precursor -1.78 -2.68 351948

27.1 u6 snrna-associated sm-like protein Ism7 -1.02 -1.07 35_871

271 16s rrna processing protein isoform 1 1.12 1.02 35_24021
27.2 u3 small nucleolar rna-associated protein 15 homolog -1.12 -1.46 35_6865

27.2 dna-directed rna polymerase chloroplastic-like 1.57 1.32 35_15569
27.2 rna polymerase beta subunit 1.82 1.74 35_47609
27.2 rna polymerase beta subunit 2.97 2.26 hvsmec0012j16f_at
27.2 dna-directed rna polymerase chloroplastic-like 1.16 1.05 35_28821
27.2 rna polymerase alpha subunit 2.42 2,51 contig22529_at
27.2 rna polymerase alpha subunit 2.38 2.50 35_13021
2733 ap2 erf and b3 domain-containing protein 0s01g0141000-like 1.28 1.22 35_16193
2734 auxin response factor 8-like -1.07 -1.06 35_7569
27.3.6 tpa: hlh dna-binding domain superfamily protein 1.74 1.05 3521113
27.3.6 transcription factor pifl-like 1.19 1.60 35_21763
27.3.6 transcription factor fama 1.03 1.03 35_33103
27.3.6 transcription factor unel0 isoform x2 1.39 1.63 35_19955
27.3.7 zinc finger protein constans-like 2-like 1.05 1.40 35_16737
27.3.9 gata transcription factor 16-like -1.05 -1.61 35_4877
27.3.10 protein yabby 2-like -1.16 -1.16 35_18755
27.3.20 myb dna-binding domain superfamily protein -1.63 -1.98 35_19470
27.3.20 myb-related protein 1.02 1.32 35_20351
27.3.22 homeobox-leucine zipper protein hox32-like 1.65 1.52 359901
27.3.25 transcription factor as1-like -1.23 -1.41 35_7199
27.3.25 myb-related protein mybas2 -2.11 -1.14 35_17766
27.3.25 protein radialis-like 3 1.19 1.43 35_28815
27.3.25 myb-related protein mybas1-like 1.02 1.43 35_20479
27.3.25 myb-related protein 306-like 1.09 1.28 35_21602
27.3.26 mch2 protein 2.01 2.87 35_28089
27.3.27 nac domain-containing protein 21 22-like 1.15 35_544
27.3.27 nac domain-containing protein 100-like 1.62 1.04 35_23540
27.3.27 nac domain-containing protein 18 1.00 1.38 35_16660
27.3.27 nac domain-containing protein 100-like 1.47 1.45 35_18477
27.3.27 nac domain-containing protein 29 1.00 1.21 35_19996
27.3.27 ---NA--- 1.77 1.76 35_21015
27.3.32 protein wrkyl -1.11 -1.01 35_24053
27.3.32 wrky transcription factor 40 -2.10 -2.63 359124
27.3.35 tpa: bzip transcription factor superfamily protein 1.77 2.00 35_17926
27.3.35 regulatory protein opaque-2 1.46 131 35_4274
27.3.37 lob domain-containing protein 37-like -2.64 -2.36 35_2950
27.3.40 auxin-responsive protein iaal6-like -2.85 -1.55 hvsmeg0001j13r2_at
27.3.40 iaal4 - auxin-responsive aux iaa family member 1.61 1.66 35_16099
27.3.40 iaal5 - auxin-responsive aux iaa family member 1.26 1.54 35_625
27.3.40 iaal2 - auxin-responsive aux iaa family member 1.30 1.67 35_16102
27.3.40 iaal4 - auxin-responsive aux iaa family member 1.63 1.56 35_16101
27.3.40 iaal5 - auxin-responsive aux iaa family member 133 1.71 contig2500_at
27.3.50 transcription factor btf3 homolog 4-like -1.04 -1.57 35_15306
27.3.50 transcription factor btf3 homolog 4-like -1.07 -1.52 contig3582_s_at
27.3.50 grfl-interacting factor 3-like 1.41 1.82 35_3703
27.3.62 dna-binding protein mnb1b -1.43 -2.32 35_583
27.3.64 e3 ubiquitin-protein ligase pub23-like 2.57 2.03 35_24823
27.3.69 ribulose- bisphosphate carboxylase oxygenase large subunit n- chloroplastic 1.02 1.29 hvsmea0009e14r2_at
27.3.69 histone-lysine n-methyltransferase setd3 1.38 1.83 35_17459
27.3.69 histone-lysine n-methyltransferase setd3 1.03 1.57 35_17460
27.3.73 staphylococcal nuclease domain-containing protein 1-like -1.01 -1.26 35_616
27.3.85 rna polymerase sigma factor chloroplastic-like 1.26 1.68 contig9041_s_at
27.3.99 protein aspartic protease in guard cell 2-like -2.89 -2.11 35_16621
27.3.99 probable protein s-acyltransferase 16 -1.18 -1.43 35_27872
27.3.99 diphthamide biosynthesis protein 3 -1.44 -1.80 35_4165
27.3.99 phd finger protein at1g33420-like 1.37 1.03 hvsmec0012n05r2_at
27.3.99 protein aspartic protease in guard cell 1-like 1.94 1.58 35_9749
27.3.99 trna (guanine -n )-dimethyltransferase-like 1.52 233 35_13470
27.3.99 mterf transcription partial 1.31 1.86 35_21715
27.3.99 remorin-like isoform x1 1.32 1.70 35_1276

27.4 la-related protein 6a -1.19 -1.22 35_1610

274 protein mei2-like 2 isoform x1 1.01 1.37 35_26846
ADN

28.1.3.21 histone -1.39 -2.05 35_13985
28.1.3.2.1 histone h2ax -1.48 -2.35 35_13949
28.1.3.2.1 histone -1.08 -1.42 35_13975
28.1.3.2.1 protein -1.85 -1.82 35_13927
28.1.3.2.1 histone h2a -1.85 -1.86 35_13950
28.1.3.2.1 protein -1.08 -1.57 35_13920
28.1.3.2.1 histone -like -1.03 =1.32 35_14004
28.1.3.2.1 histone h2ax -1.43 -2.26 35_13957
28.1.3.2.1 protein -1.01 -1.51 35_13921
28.1.3.2.1 protein -1.85 35_13909
28.1.3.2.1 histone h2a variant 1 -1.20 -1.04 35_1152
28.1.3.2.1 histone h2a 1.36 1.36 contigd12_x_at
28.1.3.2.1 histone -like 1.36 1.98 35_14000
28.1.3.23 - -2.28 35_14051
28.1.3.2.3 histone -1.12 =1:31 35_14040
28.1.3.23 histone -1.79 -1.49 35_14030
28.1.3.2.3 histone -2.43 35_14048
28.1.3.2.3 histone -2.22 35_14029
28.1.3.24 histone h4 -1.45 -1.52 35_13885
28.1.3.24 histone h4 -1.65 -1.68 contig197_at
28.1.3.24 histone h4 1.53 1.92 35_13644
28.1 dna polymerase alpha catalytic subunit -1.02 -1.16 35_20521
28.1 minichromosome maintenance protein -1.58 -1.53 35_17023
28.1 dna replication licensing factor mcm2 -1.33 -1.49 35_15515
28.1 mini-chromosome maintenance complex protein family -2.10 -2.20 35_4240

28.1 dead-box atp-dependent rna helicase 27-like -1.00 -1.26 35_5375

28.1 flap endonuclease 1-b-like 1.24 1.52 35_20348
28.1 pentatricopeptide repeat-containing protein chloroplastic-like 1.58 1.89 35_6300
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28.1 dead-box atp-dependent rna helicase 50 1.39 1.70 35_6209
28.1 apurinic endonuclease-redox protein 1.13 1.14 359170
28.2 dna glycosylase superfamily protein isoform 1 -1.05 -1.34 35_10422
28.2 protein -1.43 -2.08 35_18484
28.2 replication protein a 32 kda subunit a-like -1.94 -1.85 35_19717
28.2 protein -1.01 -2.20 35_8038
28.2 protein -1.22 -1.70 35_1684
28.2 late blight resistance protein homolog rib-19 -1.47 -2.82 35_4809
28.2 dna-damage-repair toleration protein drt102 -1.03 -1.24 35_4663
28.99 protein ultrapetala 1-like -1.43 -1.51 35_25516
PROTEINAS

29.1.4 leucyl-trna cytoplasmic -1.02 -1.07 35_2613
29.1.4 leucine--trna mitochondrial 1.03 1.25 35_23150
29.1.7 alanine-trna acid forming aminoacyl-trna and related binding isoform 1 -1.18 -1.84 35_17506
29.1.30 ribosomal large subunit pseudouridine synthase b 1.11 1.10 35_18652
29.1 polyubiquitin 1.11 1.10 35_13807
29.1 polyubiquitin 1.32 1.17 35_13874
29.1 polyubiquitin 2.60 2.89 35_13796
29.21.11.13 ribosomal protein partial 2.58 2.42 35_8551
292111111 ribosomal protein s11 2.52 2.75 35_47840
29.2.1.1.1.1.530 ribosome-binding factor chloroplastic 1.32 2.16 35_16239
29211122 ribosomal protein 12 1.81 1.50 35_32704
29.2.1.11.212 50s ribosomal protein 112- chloroplastic 1.45 1.57 35_20546
29.2.1.1.1.2.16 ribosomal protein s8 2.05 1.89 35_16486
29.2.1.1.1.2.22 ribosomal protein 122 2.54 2.40 35_22408
29.2.1.1.1.2.28 50s ribosomal protein 128 1.13 1.37 35_1655
29.2.1.1.1.2.28 50s ribosomal protein 128 1.16 1.36 35_1656
29.2.1.13.1.6 30s ribosomal protein s6 1.12 1.02 35_26353
29.2.1.1.3.2.18 structural constituent of ribosome 1.49 1.88 35_23063
29.2.1.218 40s ribosomal protein s8 -1.17 -2.08 35_14504
29.2.1.219 ---NA--- -1.08 -1.97 35_14661
29.2.1.2.1.19 40s ribosomal protein s19 -1.10 -2.15 35_14825
29.2.1.2.1.26 40s ribosomal protein s26 -1.24 -1.84 35_746
29.2.1.2.1.27 40s ribosomal protein s27a -1.10 -1.71 35_13742
29.2.1.2.1.53 40s ribosomal protein s3a -1.35 -2.39 35_685
29.2.1.2.29 60s ribosomal protein 19 -1.24 -1.77 35_14930
29.2.1.2.2.24 60s ribosomal protein 124 -1.13 -1.56 35_15031
29.2.1.2.2.28 60s ribosomal protein 128 -1.04 -1.68 35_14817
29.2.1.2.2.34 60s ribosomal protein 134 -1.13 -1.90 35_1900
29.2.1.2.2.34 60s ribosomal protein 134 -1.13 -1.66 35_1899
29.2.1.2.2.99 ribosome biogenesis -1.24 -1.33 35_4245
29.2.1.2.2.513 60s ribosomal protein 113a-4 -1.06 -2.20 35_14012
29.2.1.2.2.537 60s ribosomal protein 137a -1.13 -1.78 contig1547_s_at
29.2.1.2.2.537 60s ribosomal protein I137a -1.06 -1.86 35_14415
29.2.1.2.2.537 60s ribosomal protein 137a -1.26 -2.28 35_14410
29.2.2.1 guanine nucleotide-binding 3 homolog -1.04 -1.07 35_14086
29.22.31 h aca ribonucleoprotein complex subunit 4-like -1.23 -1.59 35_2413
29.2.2.35 dead-box atp-dependent rna helicase 57 -1.02 -1.25 359189
29.2.3 eukaryotic initiation factor 4a-1 -1.11 -1.68 35_663
29.2.3 eukaryotic initiation factor 4a -1.06 -1.53 35_664
29.2.4 elongation factor 1-alpha -1.12 -1.61 35_13745
29.25 eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-2-like -1.63 35_5444
29.3.3 amino acid selective channel protein -1.63 -1.70 35_14242
29.33 chloroplast processing peptidase-like 1.16 1.17 3522216
29.34.2 protein transport protein sec23-like -1.17 -1.43 35_20444
29.34.3 pentatricopeptide repeat-containing protein at3g46870-like 1.16 1.35 35_26307
29.34.4 secl family transport protein sly1-like -1.37 -1.91 35_15214
29.3.4.99 protein transport protein sec61 gamma subunit -1.02 -1.55 35_15616
29.3.4.99 protein transport protein sec61 gamma subunit -1.52 -2.51 35_15618
29.3.4.99 signal peptidase complex subunit 3 -1.00 -1.73 35_21105
29.3.4.99 patellin-4-like -1.71 35_22880
29.3.4.99 protein transport protein sec61 gamma subunit -1.10 -1.96 35_31384
29.3.4.99 protein transport protein sec61 subunit beta-like -1.20 -1.87 352194
29.3.4.99 signal recognition particle 14 kda protein -1.07 -1.25 35_2456
29.3.4.99 phosphatidylinositol transfer protein pdr17 -1.78 -2.58 35_2462
29.3.4.99 signal recognition particle 54 kda protein 2 1.21 1.52 35_1492
29.4.1.57 probable receptor-like protein kinase at5g47070 -1.97  EBEIN 35_7107
29.4.1.57 serine threonine-protein kinase at5g01020-like -1.39 -2.04 35_30789
294 g-type lectin s-receptor-like serine threonine-protein kinase rlk1-like 35_9403
29.4 serine threonine protein kinase -1.14 -2.44 35_2599
294 cbl-interacting protein kinase 7 35_9626
29.4 10 kda chaperonin-like -1.39 -1.79 35_14278
29.4 - -2.28 -1.72 35_5436
294 cenp-e like kinetochore protein isoform x1 -1.38 -1.46 35_3046
29.4 probable protein phosphatase 2¢ 33 -1.31 35_2854
294 protein-I-isoaspartate o-methyltransferase 1.03 1.68 35_11352
29.4 serine threonine-protein kinase receptor 1.82 1.33 3522617
294 protein phosphatase 2c containing expressed 1.61 1.65 35_19818
29.4 serine threonine-protein kinase ht1-like 1.27 1.64 35_20431
294 serine threonine-protein kinase receptor 1.20 1.08 35_24499
29.4 cbl-interacting protein kinase 6-like 1.47 2.65 35_6174
294 peptide methionine sulfoxide reductase b5-like 1.04 135 35_2681
29.4 serine threonine kinase receptor precursor-like protein 1.30 1.87 hv12|19u_at
294 g-type lectin s-receptor-like serine threonine-protein kinase b120-like 1.15 1.09 35_26419
29.4 I-type lectin-domain containing receptor kinase -like 1.32 1.50 35_24798
294 lectin receptor kinase 1.55 1.09 35_11084
29.4 raf proto-oncogene serine threonine-protein kinase 1.09 2.73 35_4552
294 tpa: protein kinase superfamily protein 1.19 1.27 35_3033
29.4 cbl-interacting protein kinase 23 35_1294
29.5.1 subtilisin-like protease 35_19379
2951 subtilisin-like protease sdd1-like 35_31483
29.5.1 subtilisin-like protease sdd1-like . 35_44282
29.5.1 subtilisin-like protease -1.11 -1.11 35_6657
29.5.1 subtilisin-like protease 1.06 1.22 35_18209
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29.5.3 cysteine proteinase inhibitor -1.01 -1.06 35_15

29.5.3 cysteine proteinase inhibitor -1.01 -1.08 35_493

29.5.3 otu domain-containing protein at3g57810-like isoform x2 1.20 1.77 35_28392
29.5.3 thiol protease sen102-like 35_15889
29.5.3 otu domain-containing protein at3g57810 isoform x1 1.18 1.62 35_4494

29.5.4 aspartic proteinase aspl -1.04 -1.11 35_19309
29.5.4 aspartic proteinase nepenthesin-1 -1.07 -1.16 35_4253

29.5.4 basic 7s globulin-like -1.71 35_953

29.5.5 rhomboid family protein -1.48 -1.38 359217

29.55 serine carboxypeptidase-like 50 -1.99 -2.14 35_24027
29.5.5 serine carboxypeptidase-like 27 -1.39 -1.90 35_21628
29.55 transmembrane protein 115-like -1.17 -1.63 35_3172

29.5.5 serine carboxypeptidase-like 18 1.04 1.03 35_5310

29.55 atp-dependent clp protease proteolytic subunit-related protein chloroplastic 1.07 1.19 35_17200
29.5.5 atp-dependent clp protease proteolytic subunit-related protein chloroplastic 1.07 1.51 35_4265

29.55 serine carboxypeptidase-like 18 1.57 1.85 35_5311

29.5.7 metalloendoproteinase 1-like 1.01 1.85 35_9371

295.9 mitochondrial chaperone bes1-like -1.27 I 3aa Y 35 20101
29.5.9 probable mitochondrial chaperone bes1-b -1.56 -2.50 35_31943
29.5.9 mitochondrial chaperone besl-like -1.93 -2.29 35_21571
29.5.9 cell division protein aaa atpase family -1.36 -2.10 35_16986
29.5.11.1 small ubiquitin-related modifier 1-like -1.65 -1.73 35941
295.11.1 polyubiquitin 1.29 1.19 35_13838
29.5.11.3 ubiquitin-conjugating enzyme e2 28-like -1.87 -2.50 35_17404
29.5.11.3 probable ubiquitin-conjugating enzyme e2 24 isoform x1 1.27 1.72 35_7005
29.5.11.3 ubiquitin-conjugating enzyme e2 4-like 1.20 2.04 35_1275
29.5.11.3 ubiquitin-conjugating enzyme e2 28-like 1.04 1.37 35_3731
29.5.11.4.2 ring finger and chy zinc finger domain-containing protein 1 1.52 1.56 35_13324
29.5.11.4.2 zinc c3hc4 type family protein 1.77 2.55 35_1742
29.5.11.43.2 transport inhibitor response 1-like protein -1.26 -1.12 35_174
29.5.11.4.3.2 f-box kelch-repeat protein at2g44130-like 1.40 1.28 35_15290
29.5.11.45.2 btb poz and taz domain-containing protein 1-like -1.63 -2.62 35_7295
29.5.11.45.2 btb and taz domain protein 1.70 2.10 35_26188
29.5.11.45.2 btb poz and taz domain-containing protein 1-like 1.85 2.59 35_20613
29.5.11.20 proteasome subunit alpha type 3 -1.04 -1.70 35_1041

29.5 probable glutamate carboxypeptidase 2 -1.83 -1.87 35_6459

295 tpa: metacaspase family protein -1.95 -1.57 35_15000

29.5 probable xaa-pro aminopeptidase p 1.01 1.37 35_19864

295 probable glutamate carboxypeptidase 2- partial 1.02 2.33 35_22864

29.5 probable glutamate carboxypeptidase 2 isoform x2 1.23 2.90 35_19099

295 lon peptidase n-terminal domain and ring finger protein 1 1.23 1.79 35_29002

29.5 uba and ubx domain-containing protein at4g15410-like 1.05 1.27 35_16459

29.5 peptidase m48-like 1.09 1.80 35_18250

29.5 metallopeptidase m24 family protein isoform partial 1.12 1.44 35_23679

29.5 prolyl endopeptidase 2.02 2.49 35_6893

295 lon peptidase n-terminal domain and ring finger protein 1 1.55 2.20 35_4647

29.5 tpa: caax amino terminal protease family protein 1.07 1.47 35_5816

29.6 predicted protein 1.02 1.36 35_24774

29.6 predicted protein 1.04 1.24 contig20794_at
29.7 alpha-n-acetylgalactosaminide alpha- -sialyltransferase 1-like -1.74 -1.50 35_23095

29.8 nifu-like protein chloroplastic -1.17 -1.36 351931

29.8 photosystem i assembly protein ycf4 1.45 1.43 35_47829

29.8 nifu-like protein chloroplastic 111 1.53 35_22872
SENALIZACION

30.1 phi-1-like phosphate-induced protein -2.40 contig12147_at
30.1 phi-1-like phosphate-induced protein -2.53 35_19304

30.1 hypothetical protein TRIUR3_17676 2.38 35_18376
30.2.3 receptor kinase -1.05 35_21203
30.2.3 probable inactive leucine-rich repeat receptor-like protein kinase at1g66830 1.80 35_23601
30.2.6 - 1.73 contig17992_at
30.2.9 probable receptor protein kinase tmk1 -1.31 35_19020
30.2.12 receptor-like protein kinase at3g47110 -2.02 35_26520
30.2.12 Irr receptor-like serine threonine-protein kinase -2.10 35_22961
30.2.12 Irr receptor-like serine threonine-protein kinase 2.28 35_9944
30.2.16 receptor-like protein kinase herk 1 -1.40 35_23157
30.2.16 receptor-like protein kinase feronia -1.47 35_1718
30.2.16 receptor-like protein kinase herk 1 -1.03 contig10499_at
30.2.16 receptor-like protein kinase feronia -1.34 35_1716
30.2.17 receptor-like protein kinase at4g00960 -1.05 contig21770_at
30.2.17 cysteine-rich receptor-like protein kinase 25 1.73 contig15337_at
30.2.18 protein kinase cdgl-like -1.59 35_34772
30.2.19 receptor like protein kinase -like 2.67 35_16487
30.2.25 wall-associated receptor kinase 5-like 1.46 35_39829
30.2.25 wall-associated receptor kinase 5-like 1.59 35_28171
30.2.26 serine threonine-protein kinase-like protein ccr3 1.28 35_20791

30.3 calnexin homolog -1.00 35_14270

30.3 protein -2.04 35_14686

30.3 calreticulin precursor -1.02 35_14693

30.3 calcium-dependent protein kinase -1.52 contig5191_at
30.3 calcium-dependent protein kinase 2 -1.14 contig16998_at
30.3 calcium-dependent protein kinase 1-like -1.02 35_8408

30.3 calcium-dependent protein isoform expressed -1.86 35_16488

30.3 calcineurin b-like protein 4 1.23 1.36 35_26733

30.3 calcineurin b-like protein 3 1.41 1.04 3517241

30.3 ef-hand containing protein 1.23 1.13 contig7501_s_at
30.3 protein ig-domain 1-like isoform x1 132 1.88 35_19578

30.3 ef-hand containing protein 1.24 1.13 35_2689

30.3 eh domain-containing protein 1-like 1.07 1.40 hwO06h20u_at
30.4.1 phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase 1-like 1.17 2.35 contig5913_s_at
30.4.1 phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase 1-like 1.22 2.32 35_2006

30.5 gtp-binding protein sarla -1.87 -2.32 35_21781

30.5 ras-related protein rabaSc-like -1.04 -1.76 35_17274

30.5 ras-related protein raba5c-like -1.12 -1.76 contig10901_at
305 ras-related protein rab11c-like -1.15 [ 28 | 3515259
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30.5 prenylated rab receptor 2 -1.38 -2.72 35_4873

30.5 rna-binding protein cabeza 1.59 1.31 35_17294

30.5 probable gtp-binding protein obgc2 1.02 1.21 35_6883

30.5 rna-binding protein cabeza 1.81 1.32 35_17295

30.5 rna-binding protein cabeza 1.78 135 35_17296

30.6 pi-plc x domain-containing protein at5g67130-like -1.20 -1.10 contig12768_at
30.6 pi-plc x domain-containing protein at5g67130-like -1.08 -1.11 35_19345

30.8 rapid alkalinization factor 1 precursor -2.48 35_16720

30.8 rapid alkalinization factor 1 precursor -2.47 35_16719

30.8 rapid alkalinization factor-like -1.49 35_16076

30.9 polyketide cyclase dehydrase and lipid transport superfamily protein 1.09 35_5949
30.11.1 microtubule-associated protein futsch-like -1.15 35_16210
30.11 root phototropism protein 3 -2.21 35_10744
30.11 protein 1.60 contig3423_at
30.11 light-regulated protein 1.41 contigd772_s_at
30.11 protein 1.43 35_15413
30.11 light-induced protein 1-like 1.40 35_16198
30.11 light-induced protein 1-like 1.39 35_16197
30.11 early light-induced protein 1.56 35_15414
30.11 early light-induced protein 1.01 contig3426_at
ORGANIZACION CELULAR

311111 actin 11 -1.40 -2.24 35_14175
31.1.1.26 65-kda microtubule-associated protein 6-like -1.52 -2.35 35_22002
31.1.1.2.6 65-kda microtubule-associated protein 3-like 1.50 2.07 35_22901
31.1.1.2 tubulin alpha chain -1.06 -1.68 35_14085
31.1.1.2 alpha- partial -1.10 -1.71 35_14074
31.1.1.2 tubulin alpha chain -1.03 -1.69 35_14083

311 actin-related protein 3 -1.25 -1.31 35_22271

311 probable protein abil5-like -1.10 -1.23 35_19995

311 annexin p35 -1.28 -2.26 35_15137

311 annexin p35 -1.18 -2.19 35_15135

311 annexin d4-like -1.31 -1.85 35_15775

311 125 kda kinesin-related protein -1.56 -2.15 35_38316

311 hipl1 protein 1.25 1.17 35_47825
31.25 epimerase family protein sdr39ul isoform x1 1.01 1.53 35_18545

31.2 plastid-dividing ring protein -1.45 -2.06 35_6128

31.2 cyclin-dependent kinase b1-1 -1.59 -1.93 35_18569

31.2 ultraviolet-b receptor uvr8-like 1.29 1.34 35_17051

31.2 ribosome-recycling chloroplastic 1.28 1.42 35_2069
31.3.1 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase cyp23 1.15 1.11 35_6077

31.3 ccd22_orysj ame: full=cyclin-d2-2 ame: full=g1 s-specific cyclin-d2-2 short=2 2 -1.30 -1.89 35_5503

31.3 cyclinm 0.96 1.16 35_4941

31.3 cyclin-dependent protein kinase 1.45 1.77 35_10246

31.4 coatomer subunit beta-2 -1.05 -1.62 35_15401

314 coatomer subunit beta-2 -1.01 -1.29 35_15402

314 coatomer subunit beta -1-like isoform x2 1.17 1.27 35_19214
DESARROLLO

33.1 patatin-like protein 3 -2.51 -2.46 35_6719

33.1 patatin-like phospholipase domain-containing protein 3- partial 1.19 1.11 35_20994

333 squamosa promoter-binding-like protein 17 1.15 1.09 35_47260
33.99 embryogenesis-associated protein emb8-like -1.41 -1.27 35_15227
33.99 lipase plat Ih2 -2.18 -1.41 35_17064
33.99 embryogenesis-associated protein emb8-like -1.05 -1.06 35_16074
33.99 bidirectional sugar transporter sweet17 35_19190
33.99 wad repeat-containing protein 70 -1.05 -1.93 35_22313
33.99 methyltransferase ddb_g0268948 -1.54 35_4187

33.99 protein transparent testa 12 -1.75 -1.52 35_7386

33.99 probable transporter mchl -1.54 -1.25 35_25386
33.99 3-oxo-delta( )-steroid 5-beta-reductase-like -1.16 -1.70 contig6313_at
33.99 protein transparent testa 12-like -1.81 -1.63 contig20064_at
33.99 aba-induced protein -0.91 -1.72 35_3189

33.99 dag chloroplastic-like 1.01 1.31 35_11549
33.99 zinc finger protein constans-like 2-like 1.04 1.44 35_16736
33.99 probable serine incorporator 1.07 2.15 35_28760
33.99 protein sulfur deficiency-induced 2-like 2.08 35_32045
33.99 ribonuclease j 1.11 1.26 contig13094_s_at
33.99 pentatricopeptide repeat-containing protein at2g41720-like 1.30 1.75 35_5275

33.99 pentatricopeptide repeat-containing protein at4g21190 isoform x1 1.10 1.38 35_3527
TRANSPORTE

34.1 uracil permease-like ﬁ 35_20440

34.1 uracil permease-like -2.70 contig12565_at
34.2 carbohydrate transporter sugar porter transporter -1.02 -1.04 contig11332_at
34.2 polyol transporter 5-like -1.17 -2.16 35_16269

34.2 sugar transporter erd6-like 4 -1.27 -1.22 bags16h04_at
34.2 polyol transporter 5-like -1.13 -1.64 3521642

34.2 polyol transporter 5-like -1.82 -1.06 35_5055

34.3 black hull 4 -2.75 35_23228

343 probable sodium-coupled neutral amino acid transporter 6 -1.06 -1.90 35_24252

34.3 amino acid transport protein -1.10 -1.63 35_3349

343 lysine histidine transporter-like 8 1.04 2.16 contig20253_at
34.3 amino acid permease 1-like 35_22604

343 black hull 4 191 1.79 35_10798

34.3 pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump-like 1.54 2.68 35_534

343 vacuolar proton-inorganic pyrophosphatase 1.13 1.22 35_533

34.6 low affinity sulfate transporter 3-like 1.16 2.24 contig20387_at
34.7 probable inorganic phosphate transporter 1-8 -1.82 35_420

34.8 adenine nucleotide translocator -1.52 -2.67 35_14437

34.8 plastidic phosphate translocator-like proteinl -1.36 -1.97 35_15405

34.8 plastidic phosphate translocator-like proteinl -1.23 -1.94 35_15406

34.8 glucose-6-phosphate phosphate translocator chloroplastic -2.42 -2.32 35_4906

34.8 triose phosphate phosphate non-green precursor -1.24 -2.13 352130

349 mitochondrial phosphate carrier protein mitochondrial-like -1.04 -1.42 contig11285_at
34.9 ---NA--- -1.60 35_38703

34.9 mitochondrial phosphate carrier protein mitochondrial-like -1.01 -1.01 hvsmea0008p24r2_s_at
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34.9 mitochondrial phosphate carrier protein mitochondrial-like -1.35 -1.94 35_4221

34.9 mitochondrial carrier-like protein 1.00 2.35 35_1281

34.9 mitochondrial substrate carrier family protein 1.08 2.39 contig26293_at
34.9 mitochondrial carnitine acylcarnitine carrier-like protein 1.23 211 35_3511

34.11 udp-galactose udp-glucose transporter 3-like -1.02 -2.54 35_1802

34.11 predicted protein 1.30 1.43 35_23077
34.12 zinc transporter 7-like 241 2.28 hd12h12r_at
34.12 zinc transporter 1.50 1.39 35_25480
34.12 zinc transporter 7-like 231 235 35_38044
34.12 solute carrier family 40 member chloroplastic isoform x1 1.18 1.25 35_4263

34.13 protein nrt1 ptr family -like isoform x3 -2.44 35_25380
34.13 protein nrt1 ptr family -like -1.13 -1.00 35_7556

34.13 protein nrt1 ptr family -like -2.99 35_24450
34.13 protein nrtl ptr family -like -1.80 -1.09 35_12113
34.13 probable nitrite transporter at1g68570-like -1.34 -1.10 contig21251_at
34.13 oligopeptide transporter 7 2.24 2.92 35_23559
34.13 oligopeptide transporter 7 1.38 1.82 35_40452
34.13 oligopeptide transporter 7 1.15 1.73 35_39560
34.14 organic cation transporter 1.92 1.65 35_19546
34.14 organic cation transporter 2.09 1.90 contigl7575_at
34.16 abc transporter b family member 4 -1.87 _ contig21298_at
34.16 abc transporter b family member 19-like -1.18 -2.07 35_22204
34.16 abc transporter ¢ family member 10 -1.00 -1.20 contig6152_at
34.16 abc transporter b family member 4 -1.41 -2.77 35_8212

34.16 abc transporter ¢ family member 3-like -2.00 -2.52 35_10590
34.16 abc transporter b family member 1-like -1.67 -1.59 35_6774

34.16 abc transporter ¢ family member 10 -1.01 -1.22 contigb154_s_at
34.16 abc transporter b family member 4 -1.18 -2.09 35_23308
34.16 abc transporter ¢ family member 3 -1.35 -1.50 35_8300

34.16 abc transporter ¢ family member 3 -1.40 -1.54 35_3554

34.16 abc transporter ¢ family member 10 -1.13 -1.12 35_2290

34.16 abc transporter ¢ family member 10 -0.99 -1.14 352291

34.16 pleiotropic drug resistance protein 1-like 1.09 1.72 hvsmem0007k04r2_at
34.18 chloride channel protein clc-f-like isoform x1 -1.02 -1.73 35_7286

34.18 chloride channel protein clc-c-like 1.02 1.44 35_19359
34.18 boron transporter 1.61 1.48 35_47165
34.19.1 probable aquaporin pip2-6 -1.36 35_13833
34.19.2 delta tonoplast intrinsic protein tip2 2 -1.60 -1.60 35_14109
34.19.3 aquaporin nip2-2 1.06 1.39 35_16339
34.21 calcium-transporting atpase endoplasmic reticulum-type-like -1.14 -1.63 35_17898
34.98 glycerol 3-phosphate permease -1.48 -2.84 35_27526
34.99 mate efflux family protein alf5-like isoform x1 -1.11 -1.94 contig21646_at
34.99 mate efflux family protein alf5-like isoform x1 -1.32 -2.29 35_24248
34.99 probable folate-biopterin transporter 4 -1.07 -1.31 359351

34.99 probable folate-biopterin transporter 4 -1.08 -1.62 contig18763_at
34.99 secretory carrier membrane protein -1.91 -2.30 contig6807_at
34.99 probable folate-biopterin transporter 4 -1.67 -1.96 35_23409
34.99 mate efflux family protein 5-like -1.75 -1.52 35_12180
34.99 secretory carrier membrane protein -1.38 -1.85 35_2778

34.99 adenine guanine permease azg2-like 2.10 2.00 35_22284
34.99 nucleobase-ascorbate transporter 6-like 1.19 1.39 35_49642
34.99 xanthine uracil vitamin c partial 1.72 1.93 contig5847_at
34.99 mate efflux family protein 5 1.29 1.62 35_6023

34.99 nucleobase-ascorbate transporter 6-like 1.72 1.89 35_2133

34 uncharacterized membrane protein at1g06890-like -1.65 -2.18 35_6068

A.1.2. Resultados de las diferencias entre concentraciones de CO, en

Graphic

Transcritos diferencialmente expresados del genotipo silvestre en CO, elevado

frente al cultivado en CO, ambiente. Se representa la razén entre los logaritmos
de la tasa de cambio (Fold Change); AGRA, Graphic en CO, ambiente; EGRA,
Graphic en CO, elevado; BINCODE, cddigos de agrupacion por rutas

metabolicas.
BINCODE DESCRIPCION EGRA-AGRA IDENTIFICADOR
CARBOHIDRATOS SECUNDARIOS
35 aldose 1-epimerase-like 1.09 contig5648_s_at
35 fructan 6-exohydrolase 1.07 35_2595
35 aldose 1-epimerase-like 1.17 35_1720
OXIDACION DE PENTOSAS FOSFATO
7.3 root r-h1-like 1.52 contig3886_at
7.3 ferredoxin- chloroplastic-like 141 35_1296
7.3 root r-b1-like 1.37 35_1295
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BINCODE DESCRIPCION EGRA-AGRA IDENTIFICADOR
METABOLISMO SECUNDARIO
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase 1.25 3514238
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase 1.07 35_14224
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase 1.05 35_14234
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase 1.26 35_14237
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase 1.10 3514243
16.2.1.1 phenylalanine ammonia-lyase 1.30 35_14236
16.2 4-coumarate-- ligase-like 4 1.06 35_4011
16.5.1.14.1 cytochrome p450 71c4 1.13 35_7890
ESTRES
20.1.7 xylanase inhibitor protein 1-like 1.24 35_14274
20.1.7 dirigent protein 22-like 1.11 35_31317
20.1 pathogenesis-related protein prb1-2-like 1.32 contig2208_at
20.1 prl7c precursor 1.45 35_210
20.1 chitinase 8 1.13 35_886
20.1 10-deacetylbaccatin iii 10-0-acetyltransferase 121 35_47875
20.1 protein 1.00 35_713
20.1 pr17d precursor 1.28 35_414
20.1 chitinase 6-like 114 35_20965
20.1 ---NA--- 151 35_17890
20.1 thaumatin-like protein 1b 1.22 35_18772
20.1 chitinase 5-like 1.42 35_15622
20.1 u-box domain-containing protein 21-like 1.39 35_6982
20.1 protein 1.10 35_711
20.1 endochitinase 1.05 35_17346
20.1 vacuolar defense protein 1.01 35 771
20.1 endochitinase a-like 1.29 35_15620
20.1 harpin inducing protein 1.30 35_1302
20.2 pathogenesis-related thaumatin-like protein 1.14 35_15708
20.2.1 heat-shock protein 1.26 contig3285_at
20.2.1 heat-shock protein 1.27 contig3287_x_at
20.2.1 heat-shock protein 181 contig3284_x_at
20.2.1 atp-dependent clp protease atp-binding subunit -1.32 35_4256
20.2.1 heat-shock protein 1.95 35_15451
20.2.1 probable mediator of rna polymerase ii transcription subunit 37c-like 1.39 35_469
20.2.1 luminal-binding protein 1.06 35_14470
20.2.1 heat shock 22 kda protein 201 35_10021
20.2.1 heat-shock protein 1.18 35_15454
20.2.1 3fe-4s ferredoxin -1.96 35_4479
20.2.1 kda heat shock chloroplastic-like 1.65 35_20962
20.2.1 heat-shock protein 1.31 35_15453
20.2.1 tpr domain containing expressed 2.30 3519194
20.2.1 heat-shock protein 1.33 35_15452
20.2.99 oxalate oxidase gf- 1.25 contig3018_at
20.2.99 oxalate oxidase gf- 1.53 contig3017_at
20.2.99 germin-like protein 8-4 2.04 contig1517_at
20.2.99 pathogenesis-related protein prb1-2-like 132 contig2208_at
20.2.99 germin-like protein 3-7 1.17 contig10860_at
20.2.99 germin-like protein 1.31 35_13229
20.2.99 germin-like protein 3-8 1.18 3518944
20.2.99 germin-like protein 8-5 1.96 35_14950
20.2.99 oxalate oxidase gf- 1.69 35_15274
20.2.99 germin-like protein subfamily 3 member 2 1.49 35_21702
20.2.99 germin-like protein 8-5 2.01 35_14954
20.2.99 germin-like protein 8-5 1.76 3514951
20.2.99 germin-like protein 8-5 2.05 35_50935
20.2.99 germin-like protein 5-1 1.37 35_19050
20.2.99 germin-like protein 8-5 2.19 35_14955
20.2.99 ---NA--- 2.06 35_14953
20.2.99 germin-like protein 8-5 1.97 35_14956
20 cysteine-rich receptor-like protein kinase 20 1.51 35_20518
20 cysteine-rich receptor-like protein kinase 10-like 1.38 35_22792
20 g-type lectin s-receptor-like serine threonine-protein kinase b120-like 1.44 359814
MISCELANEA

glycosyltransferase 5 1.27 35_5886
26.2 dimboa udp-glucosyltransferase bx8-like 1.26 35_3663
26.2 beta- -galactosyltransferase 18 1.26 35_25803
26.2 probable galacturonosyltransferase 13 1.10 35_5948
26.2 indole-3-acetate beta-glucosyltransferase 1.64 35_49964
26.2 probable galacturonosyltransferase 13 1.92 3519816
26.2 beta- -galactosyltransferase 18 1.95 35_7907
26.2 udp-glycosyltransferase 83al-like -1.33 35_6409
26.2 cyanidin 3-o-rutinoside 5-o0-glucosyltransferase-like -1.51 35_8024
26.2 probable glucuronosyltransferase 0s01g0926700-like 1.95 35_16642
26.4.1 glucan endo- -beta-glucosidase 14 -0.99 355392
26.4.1 beta- -glucanase precursor 2.09 35_21595
26.4.1 glucan endo- -beta-glucosidase 8-like 1.04 35_6267
26.4.1 glucan endo- -beta-glucosidase 13 113 3515919
26.4.1 glucan endo- -beta-glucosidase 13 1.10 35_15920
26.4.1 lichenase-2 precursor -1.18 35_14631
26.4 glucan endo- -beta-glucosidase 13 1.10 35_15920
26.13 chloroplast purple acid phosphatase isoform ¢ 1.48 35_2642
26.13 purple acid phosphatase 2 1.65 35_19906
26.13 purple acid phosphatase 2-like 1.61 35_7536
PROTEINAS
29.3.4.99 patellin-4-like 3.10 35_22880
29.4.1.57 protein strubbelig-receptor family 7-like 1.02 hvsmel0009b19r2_s_at
29.4.1.57 serine threonine-protein kinase at5g01020-like 1.40 35_7291
29.4.1.57 serine threonine-protein kinase at5g01020 1.00 35_3964
29.4.1.57 probable serine threonine-protein kinase nak 1.19 35_17458
29.4.1.57 probable receptor-like protein kinase at5g47070 1.69 35_7107
SENALIZACION
30.2.2 somatic embryogenesis receptor kinase 1-like 1.05 contig3638_at
30.2.2 somatic embryogenesis receptor kinase 2-like isoform x1 1.39 contig3635_s_at
30.2.2 somatic embryogenesis receptor kinase 2-like isoform x1 1.03 35_15506
30.2.2 brassinosteroid insensitive 1-associated receptor kinase 1 precursor 1.33 35_15510
30.2.2 somatic embryogenesis receptor kinase 2-like isoform x1 1.40 35_15508
30.2.2 somatic embryogenesis receptor kinase 1-like 1.13 35_15509
30.2.16 receptor-like protein kinase feronia 1.88 contig5561_at
30.2.16 receptor-like protein kinase herk 1 1.35 contig10499_at
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30.2.16 protein kinase domain containing expressed 1.17 35_23508
30.2.16 g-type lectin s-receptor-like serine threonine-protein kinase at1g34300 1.27 359455
30.2.16 receptor-like protein kinase feronia 172 351717
30.2.16 receptor-like protein kinase herk 1 1.39 35_3289
30.2.16 receptor-like protein kinase herk 1 2.03 35_23157
30.2.16 receptor-like protein kinase feronia 1.58 35_6364
30.2.16 receptor-like protein kinase feronia 2.36 351718
30.2.19 receptor kinase lecrk 1.09 contigl6710_at
30.2.19 lectin-domain containing receptor kinase 1.40 hs16p03u_at
30.2.19 lectin-domain containing receptor kinase 1.52 contig24522_at
30.2.19 lectin-domain containing receptor kinase 1.05 35_5850
30.2.19 lectin-domain containing receptor kinase 1.19 35_21316
30.2.19 I-type lectin-domain containing receptor kinase -like 1.16 35_26360
30.2.22 proline-rich receptor-like protein kinase perk9 1.42 contig17584_at
30.2.22 receptor protein kinase 1 1.20 contig24211_at
30.2.22 proline-rich receptor-like protein kinase perk8-like 1.37 35_5517
30.2.22 proline-rich receptor-like protein kinase perk8 2.07 35_20653

30.3 calcium-dependent protein kinase 2 2.69 contig16998_at
30.3 calmodulin-like protein 5 1.24 contig1324_at
30.3 calmodulin-related protein touch-induced 1.04 contig5941_at
30.3 calmodulin-like protein 3 1.14 35_5037

30.3 pxg_orysj ame: full=peroxygenase 1.02 35_45386

30.3 calcium-binding protein cmi31 121 35_23674

30.3 calcium-transporting atpase plasma membrane-type 1.09 35_4602

30.3 calcium-dependent protein kinase 1-like 2.66 35_8408

30.3 protein ig-domain 14-like -1.26 35_3150

30.3 protein ig-domain 14-like -1.26 35_3149

30.3 calcium-dependent protein kinase 1-like 1.84 35_11371
ORGANIZACION CELULAR

31.1.1.2 beta- partial 1.19 contig1507_at
31.1.1.2 tpa: beta tubulin6 isoform 1 1.23 3514338
31.1.1.2 ---NA--- 1.13 35_49732
TRANSPORTE

34.2 sugar carrier protein c-like 122 contig5537_at
34.2 polyol transporter 5-like 1.04 35_16269

34.8 ---NA--- 1.12 35_50423

34.8 phosphoenolpyruvate phosphate translocator chloroplastic-like -1.21 contig24832_at
34.8 phosphoenolpyruvate phosphate translocator chloroplastic-like -1.29 35_6528

34.9 s-type anion channel slah3-like 1.13 35_38703

34.9 solute carrier family 25 member 44-like -1.44 contig26293_at
34.9 mitochondrial carrier-like protein -1.48 35_1281

34.12 metal transporter nramp2-like -1.22 contig24105_at
34.16 abc transporter b family member 4 112 35_8212

34.16 abc transporter b family member 4 1.34 contig21298_at
34.16 pleiotropic drug resistance protein 2 -1.28 35_12100
34.99 mate efflux family protein 9-like 1.24 35_25566
34.16 mate efflux family protein 9-like 124 35_25566
34.99 xanthine uracil vitamin c partial 1.12 contig19054_at
34.99 uncharacterized transporter ybr287w-like 1.12 rbaall2n12_s_at
34.99 uncharacterized transporter ybr287w-like 1.13 3518641

A.1.3. Resultados de las diferencias entre concentraciones de CO, en

G132

Transcritos diferencialmente expresados del genotipo mutante en CO, elevado

frente al cultivado en CO, ambiente. Se representa la razén entre los logaritmos
de la tasa de cambio (Fold Change); AG132, mutante en CO, ambiente; EG132,

mutante en CO, elevado;

BINCODE, codigos de agrupacion por rutas

metabolicas.

BINCODE DESCRIPCION EG132-AG132 IDENTIFICADOR
20.1 cytokinin-o-glucosyltransferase 1 -1.10 35_16985

26.2 cytokinin-o-glucosyltransferase 1 -1.10 35_16985

26.2 cytokinin-o-glucosyltransferase 2 -1.56 35_3491

20.2.99 dehydrin partial 35_14534

20.1 phytosulfokine receptor 2 -1.35 35_1343

20.1 phytosulfokine receptor 2 I 191 351340

26.2 udp-glycosyltransferase 83al-like -1.39  35_6409

16.2 uncharacterized acetyltransferase at3g50280-like -1.09 35 49425
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