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1. RESUMO

As paredes celulares primarias de plantas conforman unha estrutura moi dinamica e versatil implicada na regulacion
do crecemento. Estan compostas principalmente por celulosa, pectinas e hemicelulosas como o xiloglucano (XiG).
Analizar os efectos da alteracion ou eliminacion experimental dun ou varios destes compofientes, permite
achegarnos & comprensién da estrutura, dindmica e funcion da parede primaria.

E obxecto deste estudo investigar as respostas de Arabidopsis thaliana fronte &s alteracions da parede primaria,
producidas mediante mutantes sen XiG e lifias de sobreexpresion inducible por estradiol. Constataronse diferenzas
significativas claras no crecemento de hipocétilos etiolados, entre mutantes sen XiG e lifias complementadas, o que
indica posibles efectos do XiG sobre a extensibilidade (ainda que os resultados non descartan que poida deberse a
outros factores). Ademais observouse gque o debilitamento moderado da rede de pectinas leva a un crecemento de
hipocotilos etiolados significativamente maior respecto ao silvestre. Resultados pouco congruentes suxeriron tamén
que a disrupcion combinada de XiG e pectinas poderia aumentar o crecemento de hipocétilos por un debilitamento
maior da parede, o que indicaria a existencia dun posible efecto compensatorio entre as redes de pectina e XiG.

Por outra banda, foi implementado con éxito un protocolo de extraccion e cuantificacion de XiG.

2. INTRODUCION

A dia de hoxe, moitos aspectos da estrutura tridimensional das paredes celulares primarias de plantas contintan sen
estar de todo dilucidados. Isto débese tanto & constitucion amorfa, insoluble e complexa dos compofientes contidos
nas paredes, como &s interacciéns, xeralmente non-covalentes, dos seus polimeros (Cosgrove, 2018). O papel clave
das paredes no crecemento celular sitla as investigacions entorno a este ambito baixo o foco dun interese
biotecnoldxico innegable (Albersheim, 2011). Este estudo trata de analizar o rol de determinados compofientes da

parede celular primaria e o seu encaixe nos modelos estruturais propostos até 0 momento.

2.1. Compofientes da parede celular primaria

A parede primaria de Arabidopsis thaliana esta formada por un 42% de pectinas, 24% de hemicelulosas e un 14%
de celulosa (Zablackis et al., 1995). As microfibras de celulosa da parede primaria constitien o principal soporte
mecanico. Cada unha das microfibras estd composta por 18 cadeas lineais de B(1,4)-glucano. Son sintetizadas por
unha asociacion de complexos proteicos hexaméricos en roseta (proteinas CESA) embebidos na membrana
plasmatica. Xunto con outras proteinas asociadas, conforman o Complexo Celulosa Sintase (CCS) (McFarlane et
al., 2014). Cada microfibra orixinase do enfeixamento e cristalizacién espontanea das cadeas de glucano que son

secretadas polo CCS ao apoplasto. E probable que neste proceso de secrecion, moléculas hemicelulosas e pectinas



gueden atrapadas entre as microfibras (Cosgrove, 2005; Lampugnani et al., 2018).

As pectinas son un grupo diverso e complexo de polisacaridos interconectados e sintetizados no aparello de Golgi.
Estdn compostas principalmente por tres polisacaridos: Homogalacturonano (HG), rhamnogalacturonano | (RG-1)
e rhamnogalacturonano Il (RG-11). O compofiente principal destes polisacaridos é o &cido galacturdnico (GalA).
En Arabidopsis thaliana, a pectina mais abundante é o HG (23%), seguida de RG-1 (11%) e RG-I1 (8%). HG e RG-
IT presentan un esqueleto polimérico de a(1,4)-GalA. RG-I consiste nun motivo repetido de a(1,4)-GalA e a(1,2)-
rhamnosa. Estes esqueletos poliméricos poden presentar ramificacions de diferentes heteropolisacaridos ou
oligosacaridos como o(1,5)-arabinanos ¢ B(1,4)-galactanos, asi como distintos graos de acetilacion e metilacion. A
complexidade quimica das pectinas sup6n a implicacion na sua sintese dun amplo ndmero de transferases, moitas
delas ainda sen describir (Gigli-Bisceglia et al., 2019). As pectinas estan interconectadas formando unha matriz de
enlaces covalentes e non covalentes. Probablemente estan conectadas de xeito covalente a través dos seus esqueletos
centrais, como se suxeriu para HG e RG-I (Saffer, 2018). Por outra banda, os HGs transportados dende o aparello
de Golgi a parede deesterificanse de maneira selectiva, permitindo a formacién de enlaces cruzados entre 0s grupos
carboxilos resultantes via Caz+ e promovendo unha estrutura de xel (Hongo et al., 2012). RG-Il pode presentar
enlaces cruzados entre si, via borato (Funakawa e Miwa, 2015). As pectinas estan en intimo contacto e interactGan
amplamente coa celulosa e en menor medida coas hemicelulosas, principalmente a través das stas ramificacions,
tanto por un bloqueo fisico como por interaccions non covalentes (Gigli-Bisceglia et al., 2019). En conxunto, todos
estes enlaces e interaccions dotan a matriz dunha maior rixidez permitindo estabilizar a estrutura da parede
(Lampugnani et al., 2018). Desta maneira, as pectinas inflien sobre a dindmica da parede mediante o control da sGa
flexibilidade e son, polo tanto, determinantes no crecemento e na proliferacion celular. A variacién na composicion
e modificacion de pectinas entre distintas células e tecidos pode influir sobre diferentes dinamicas de crecemento
gue guian o desenvolvemento (Saffer, 2018).

En canto 4 sinalizacion celular, as pectinas destacan por ser dianas de ataque de moitos patdxenos. Os produtos da
stia degradacion son importantes elicitores nas respostas de defensa de plantas. A modificacion e degradacion
controlada de pectinas é fundamental en procesos de maduracion de froitos asi como en procesos de abscisién e de
separacion de células (Gigli-Bisceglia et al., 2019). Poligalacturonases (PG) e pectato liases (PL) son enzimas
degradantes de pectinas que intervefien na modulacién destes procesos e durante o desenvolvemento e a
morfoxénese, polo que alteran a estrutura da parede (Xiao et al., 2017).

As hemicelulosas son polisacaridos secretados ao apoplasto e sintetizados por glicosiltranferases localizadas na

membrana do aparello de Golgi. A hemicelulosa méis abundante das paredes primarias de espermatdfitas (excepto
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gramineas e familias préximas) € o XiG, que representa un 10-20% das hemicelulosas da parede primaria de
dicotiledoneas como Arabidopsis thaliana. Presenta 0 mesmo esqueleto central que a celulosa, B(1,4)-glucano,
pero diferénciase en que 3 de cada 4 residuos de glicosa (2 de cada 4 en monocotiledoneas comelinidas) presentan
ramificacions laterais de xilosa. A sta vez, a xilosa pode presentar substitucions de fucosa e galactosa. Estas
ramificaciéns dotan o XiG de solubilidade. As ramificacions e modificacidns que presentan evitan o enfeixamento
lateral e a formacion de microfibras, que si se observan na celulosa. A complexidade da biosintese do XiG e das
suas ramificacions implica a participacion de moitas enzimas diferentes. Sintases da familia Celulose Synthase-Like
C (CSLC) actaan como B(1,4)-glucano sintases (utilizando UDP-glicosa como substrato) e producen o esqueleto
central. XiG-xilosiltransferases (XXTs) levan a cabo substituciéns de xilosa no XiG (Scheller e Ulvskov, 2010;
Gigli-Bisceglia et al., 2019). As cadeas de XiG poden atoparse atrapadas entre as microfibras de celulosa ou unirse
& celulosa mediante pontes de hidroxeno in vivo especialmente en zonas hidrofébicas, i.e., nos puntos de
enfeixamento lateral das microfibras de celulosa, constituindo conexions XiG-celulosa cuxas modificacions
probablemente afecten a rixidez da parede e desta forma ao crecemento celular (Zhang et al., 2016). Tamen se
propuxeron enlaces covalentes entre XiG-celulosa (Shinohara et al., 2017) e XiG-pectinas (Popper e Fry, 2008).
Outras hemicelulosas menos abundantes en espermatdfitas en xeral, e Arabidopsis thaliana en concreto, son 0s
xilanos e 0s mananos; excepto no caso de gramineas e familias préximas, nas que os xilanos son a hemicelulosa
maéis abundante. Xilanos, mananos e XiGs, igual que as pectinas, presentan distintos graos de acetilacién (Scheller
e Ulvskov, 2010). A renovacién de XiG parece xogar un papel na remodelacion da parede e a expansion celular.
En Arabidopsis thaliana, estes procesos estan mediados por determinadas XiG-endotransglicosidases/hidrolases
(XTH) (Gigli-Bisceglia et al., 2019). Fragmentos de XiG liberados por degradacion, de maneira semellante &s

pectinas, funcionan como elicitores nas respostas de defensa fronte a patoxenos (Claverie et al., 2018).

2.2. Dindmica e funcion da parede celular primaria

A parede primaria atopase sometida a estimulos do ambiente e ao control de programas de desenvolvemento. E
unha estrutura o suficientemente forte como para resistir s forzas de tension xeradas pola presion de turxescencia.
O crecemento celular ocorre acorde co balance entre a presidn de turxescencia e as propiedades mecanicas da
parede. Cando a célula crece, a parede estira de forma irreversible nun proceso de expansion mediado por cambios
do seu pH que inflien sobre a accién distensora de axentes modificantes como as expansinas. A proximidade fisica
entre a membrana e a parede primaria permite unha rapida modulacién da sta extensibilidade por via de H+-

ATPases da membrana que inflten sobre o pH da parede (Cosgrove, 2018).



O crecemento celular require unha modificacidn selectiva da estrutura da parede celular que relaxe a presién de
turxescencia, permitindo a entrada de auga para facer medrar a célula até restaurar dita presién. Enténdense como
"afrouxamento™ os procesos moleculares que permiten este relaxamento e que determinan unha extension
irreversible da parede, o cal sempre precisa de intervencion proteica; as expansinas serian os axentes afrouxantes
mellor cofiecidos. Por outra banda, enténdese como "abrandamento” os procesos que converten a parede en
moldeable baixo forzas mecénicas (i.e. alteracion da plasticidade e elasticidade), o que non significa necesariamente
un maior crecemento celular (e.g. en estadios tardios da maduracion, moitos froitos abrandan a medida que as
pectinas das sUas paredes comezan a desintegrarse, sen que isto supofia crecemento). Plasticidade e extensibilidade
implican deformacions irreversibles, mentres que a elasticidade implica deformacions reversibles (Cosgrove, 2018).
A extension da parede implica deslizar, separar e reorientar as microfibras de celulosa, e tanto o xiloglucano (XiG)
como as pectinas parecen xogar un papel importante na regulacion deste proceso (Zhang et al., 2016). Por outra
banda, compofientes coma as glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) tamén tefien certa influencia sobre o
crecemento e morfoloxia da parede (Nguema-Ona et al., 2014).

O crecemento celular non sé vén determinado por factores bioquimicos que remodelan a parede, sendn que tamén
depende de factores como a presion de turxescencia, a xeometria celular ou as células vecifias. As propiedades
anisotrépicas entre diferentes zonas da parede de células individuais, ou entre paredes de células diferentes, son
claves para orixinar a diversidade morfoldxica observada en células e tecidos de plantas. Conceptualizar e entender
0 impacto de todos estes factores no contexto tisular é fundamental para dilucidar a maneira na que se modula o

crecemento durante a morfoxénese dos tecidos multicelulares (Bassel et al., 2014; Saffer, 2018).

2.3. Modelos estruturais da parede celular primaria

Un dos primeiros modelos estruturais propostos entendia a parede celular primaria como unha complexa e Unica
macromolécula, composta por polisacaridos e proteinas, na que 0s seus compofientes estarian interconectados por
enlaces covalentes, excepto as unions entre XiG-celulosa (Keegstra et al., 1973). Porén, dado que este modelo non
explicaba a extraccion secuencial dos polisacaridos da parede, xurdiron novos modelos coma o denominado
"modelo multicapa” (multicoat model), no cal as hemicelulosas formarian a capa mais profunda e estreitamente
enlazada, seguida de capas externas menos interconectadas e de maior facilidade de extraccion, coma as pectinas.
Outro modelo contemporéneo a este, cofiecido como "modelo de rede pegafienta” (sticky network model), e baseado
tamén nas interaccidns non-covalentes, destacaba a posible importancia de "glucanos interconectantes" (tethering

glicans) como elementos de interconexion entre microfibras de celulosa; chegou a converterse no modelo aceptado



de forma mais ampla durante varios anos (Cosgrove, 2000). En base a el, féronse desenvolvendo estudos que
suxerian a existencia dunha rede de microfibras de celulosa con enlaces cruzados non covalentes mediados por
hemicelulosas (principalmente XiG) e que constituiria o soporte principal da parede primaria, embebido nunha
matriz separada de pectinas (Carpita e Gibeaut, 1993). Segundo este modelo, a modificacion de XiG ou da rede
XiG-celulosa seria un dos principais mecanismos de control do crecemento da parede, a través da accién de
expansinas-a, XiG-endotransglicosidases ou f3-1,4-endoglicanases (Cosgrove, 2005).

Con todo, estudos posteriores puxeron en dubida este modelo: Mutantes de Arabidopsis thaliana sen XiG son
viables e presentan un fenotipo de crecemento reducido ( Cavalier et al., 2008; Park e Cosgrove, 2012a). Estudos
nos cales se realizou unha retirada enzimatica de XiG (Park e Cosgrove, 2012b) e estudos de microscopia de forza
atdmica, nos que se analizaron os movementos de paredes primarias en expansion (Zhang et al., 2017), tamén
cuestionan este modelo. Isto suxire que o papel das hemicelulosas na estruturacién da parede celular non resulta ser
tan esencial como se supufa inicialmente (Wang et al., 2015).

En contraste co modelo anterior, propuxose recentemente un modelo de parede celular primaria que consistiria
nunha rede fibrilar interconectada via un enfeixamento lateral, no que a transferencia de forzas entre as microfibras
da parede ocorreria a traves de unions estreitas celulosa-celulosa; zonas onde as microfibras de celulosa presentarian
o referido enfeixamento lateral (Zhang et al., 2016; Daniel J. Cosgrove, 2018). Adicionalmente, algunhas destas
uniéns celulosa-celulosa estan mediadas por XiG, a través de pontes de hidroxeno unidas preferentemente a zonas
hidrofébicas. Isto converte estas unions en susceptibles a afrouxamentos da tension de parede, mediante enzimas
ou outras proteinas que selectivamente se dirixan a estes sitios e que inducirian unha rapida extension irreversible
das paredes (Park e Cosgrove, 2012b; Zhang et al., 2016).

Estudos recentes suxiren que o afrouxamento, o abrandamento e outras propiedades da parede celular son procesos
independentes, que se atopan definidos por distintos aspectos da estrutura e, seguramente, por diferentes
compofientes da parede celular. Seguindo esta lifia, sinadlase que a mecanica de tensions da parede (producidas
dentro do plano lamelar) depende principalmente das redes de celulosa, mentres que a mecanica de indentacion
(deformacions que se saen do plano lamelar) depende tanto das redes de celulosa coma do homogalacturonano.
Polo tanto, as zonas de enfeixamento lateral celulosa-celulosa, serian puntos quentes biomecanicos, e 0 seu
afrouxamento liberaria as tensions e permitiria a extension irreversible da parede celular (Zhang et al., 2019).

En definitiva, 0 modelo de parede primaria actual describe unha parede cunha organizaciéon lamelar de redes
microfibrilares de celulosa mais ou menos estables, rodeadas dunha matriz de polisacaridos metabolicamente mais

activos. Cada lamela presenta microfibras dispostas paralelamente e interconectadas nalglns puntos a través de
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enfeixamentos laterais, formando unha reticulacién anisotropa. En cada lamela a direccion das microfibras de
celulosa varia, estando separadas entre si uns 40nm e embebidas nunha matriz de pectinas que estabilizan a sta
mobilidade lateral. Hemicelulosas e pectinas estarian unidas en distinta proporcién &s microfibras, sendo de maior
importancia as uniéns pectina-celulosa. Hemicelulosas como o XiG intervirian nalgunhas das unions entre estas

microfibras (Fig. 1) (Cosgrove, 2018; Zhang et al., 2019).

Figura 1. Modelo grafico dunha lamela da parede
primaria. As microfibras de celulosa estan
representadas con caras hidrofébicas (azul) e
caras hidrofilicas (laranxa). O XiG (verde)
P4 atopase unido 4s zonas hidrofobicas das
microfibras. As frechas vermellas indican zonas
de enfeixamento lateral celulosa-celulosa nas que
intervén o XiG. As pectinas (amarelo) ocupan o

espazo entre microfibras e Unense as superficies

———= Celulosa

Xiloglicano
R el hidrofilicas. Adaptado de Cosgrove, 2018.

2.4. Efectos da alteracion e disrupcion de compofientes da parede celular primaria

En condicidns silvestres, as plantas en xeral e Arabidopsis thaliana en concreto, sofren modificacions da sta parede
primaria. Unha vez segregadas ao apoplasto ou integradas na parede, tanto celulosa, hemicelulosas como pectinas
poden ser modificadas in vivo.

En comparacién cos demais compofientes da parede celular, as pectinas degradanse con maior facilidade ante
situacions de estrés ambiental. Exemplo disto son a mobilizacién de carbohidratos dende as pectinas durante
periodos de desnutricion ou a degradacion de pectina inducida por patoxenos. Tanto pectinas intactas como
fragmentos de pectina presentan receptores quinase na membrana plasmatica, indicando que a integridade das
pectinas estd notablemente monitoreada polas células (Gigli-Bisceglia et al., 2019). A perda de funcién do xen
PGX1 resulta en hipoc6tilos mais curtos e a sobreexpresion de PGX2 aumenta lixeiramente a lonxitude dos mesmos;
ambos son xenes codificantes de poligalacturonases, o que indica que estas enzimas xogan un papel importante na
modulacion da dindmica e funcion da parede (Xiao et al., 2014; Xiao et al., 2017).

A inactivacién artificial de XXT1 e XXT2, dous xenes redundantes de Arabidopsis thaliana que codifican para a
XiG-xilosiltransferase XXT, causa fenotipos sen XiG. Observouse que plantulas mutantes de Arabidopsis thaliana

sen XiG (xxtlxxt2) presentaban pelos radicais anémalos e inchados, ademais de hipoc6tilos mais curtos. Plantas
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xxtlxxt2 adultas carecen de XiG detectable e presentan fenotipos de crecemento reducido, tipicamente con rosetas
de menor tamafio e peciolos mais curtos, xunto con paredes celulares con mais plasticidade e elasticidade, pero
menor extensibilidade; en comparacion cos controis salvaxes (Park e Cosgrove, 2012a). Ademais, presentan
alteracions na mecanica estomatal (Rui e Anderson, 2016), desorganizacion nos microtdbulos corticais, hipocétilos
curtos (Xiao et al., 2016), irregularidade na disposicién das microfibras de celulosa (Anderson et al., 2010) e unha
resposta a pH 4cido ou a expansina-a reducida. Todo isto posiblemente tamén indique un certo rol do XiG na
modulacion das propiedades biomecénicas da parede (Park e Cosgrove, 2012a). A expresion de OsXXT1 en
Arabidopsis thaliana rescata os defectos nos pelos radicais de mutantes xxt1xxt2, indicando que 0s xenes XXT estan
altamente conservados (Gigli-Bisceglia et al., 2019).

A influencia do XiG sobre a extensibilidade poderia deberse ao seu papel clave en zonas de enfeixamento lateral
de microfibras de celulosa, consistindo nunha diana para proteinas que permitan o afrouxamento dos puntos quentes
biomecanicos e que liberarian as tensions necesarias para permitir unha maior extension irreversible da parede
celular (Zhang et al., 2019). A ausencia de XiG, xunto coa aparicion de mecanismos compensatorios, poderia ser o
motivo polo que se reduce a extensibilidade (Park e Cosgrove, 2012a). Estudos nos que se ensaiaron tratamentos
combinados de hidrolases, que degradaban celulosa ou XiG, resultaron en alteraciéns na elasticidade e na
plasticidade da parede pero non na extensibilidade. Concluiuse que para afectar este parametro, € precisa a accion
de enzimas bifuncionais (e.g. Cel12A, unha p-1-4-endoglicanase de fungos) ou proteinas como expansinas-o. que
actlen selectivamente sobre XiG e celulosa, en zonas estruturalmente inaccesibles para outras enzimas; que se
corresponderian con puntos quentes biomecéanicos descritos anteriormente (Zhang et al., 2019).

A sobreexpresion de XiG-hidrolases (XTH31-XTH32) por si soa non ten efectos notorios sobre a extensibilidade
da parede xa que é preciso un proceso de afrouxamento dos puntos quentes biomecanicos que require unha accion
enzimatica bifuncional (endoglicanase e celulase) ou de proteinas especializadas como as expansinas-o. (Kaewthai
etal., 2013; Park e Cosgrove, 2015). As alteracions de pectinas e XiG posiblemente sexan percibidas pola célula e
poderian resultar en axustamentos compensatorios no programa de desenvolvemento (Park e Cosgrove, 2012a;

Saffer, 2018).

3. OBXECTIVOS
O principal obxectivo deste traballo é estudar diferentes modos de disrupcion ou complementacion inducible de

compofientes da parede celular, para caracterizar as respostas fenotipicas de Arabidopsis thaliana no marco teérico



dunha rede aparentemente redundante de XiG e pectinas. A tal fin, elaboraronse unha serie de lifias transxénicas e
trataronse de comprobar as seguintes hipoteses:
- O XiG ten efectos sobre a extensibilidade da parede.
- O debilitamento de pectinas pode levar a un maior crecemento celular.
- A disrupcion combinada de XiG e pectinas aumenta o crecemento, ou ben frea o crecemento por
activacion dun mecanismo compensatorio que faga a parede mais rixida.
- As redes de pectina e XiG son parcialmente redundantes.
Por outra banda, pretendeuse optimizar un protocolo de extraccion e cuantificacion de XiG, tanto para futuros

estudos do grupo de investigacion como para a analise de lifias transformadas neste traballo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vexetal e técnicas de cultivo

Como control silvestre e para a creacion de lifias transxénicas empregouse o0 ecotipo Columbia (Col) de Arabidopsis
thaliana. A lifia mutante xxtlxxt2 procedente do Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) stock no.
CS16349 empregouse tanto como control negativo como para a creacién de lifias transxénicas. Todas as sementes,
excepto as sementadas en terra, foron esterilizadas cun primeiro lavado de etanol ao 70% (v/v) e Tween ao 0,05%
(v/v) durante 10min, e un segundo lavado durante 1min con etanol ao 100%. En todos os casos, as sementes foron

estratificadas a 4°C durante polo menos 24h antes da xerminacion.

4.2. Extraccion de ARN, RT-PCR e clonacion dos xenes de interese no vector pMDC7

Extraeuse ARN tanto a partir de follas como de flores de Col utilizando Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma-
Aldrich). Cuantificouse a concentracion de ARN utilizando o NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Todo
isto realizouse seguindo as instrucions dos fabricantes.

Co fin de obter o ADN complementario (ADNc) ao ARNm extraido, procedeuse & sua retrotranscricion mediante
RT-PCR. 500ng de ARN foron retrotranscritos a ADNc empregando Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit

(Thermo Fisher Scientific). Empregaronse cebadores especificos para amplificar por PCR os xenes EXPA5 e PGX2

Taboa 1. Secuencias dos cebadores tanto directo (D) como inverso (1). utilizados para a amplificacion dos

xenes EXPAS e PGX2. Tamén se mostra a temperatura de anelamento (Ta) utilizada.

Xenes diana Secuencia cebadores (5’ 3°) Ta utilizada

PGX2 D: CACCATGGTGTCCACTATCTCCGGT 60°C

I: GATCACCGGATGCAAGACG

EXPAS D: CACCATGGGAGTTTTAGTAATCTCGCTTCTC 65°C

I: TTAATACCGAAACTGCCCTCCG
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a partir do ADNc (Taboa 1). Tras electroforese extracuse 0 ADN amplificado mediante GeneJet Gel Extraction Kit
(Thermo Fisher Scientific).

Os xenes EXPAS5 e PGX2 foron clonados no vector de entrada pENTR/D-TOPO, utilizando 0 pENTR™ Directional
TOPOe Cloning Kit (Invitrogen). XXT2 e XTH31 xa se dispufian clonados no vector de entrada pENTR223, ABRC
stock no. G25215 (XXT2) e G24683 (XTH31).

Bacterias E. coli foron transformadas co plasmido de entrada resultante mediante un procedemento de choque
térmico e logo cultivadas en placas de seleccion nun medio LB ao 2% (p/v), con agar ao 1,5% (p/v) e unha
concentracion final de kanamicina de 50ug/mL, e incubadas durante 24h a 37°C. As bacterias seleccionadas
incubaronse nun medio LB liquido, igual ao anterior pero sen agar, en axitacién a 200rpm, 37°C e durante 12-24h.
Finalmente extracuse 0 DNA plasmidico empregando GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific).
Para comprobar a insercion correcta de EXPAS5 no pldsmido de entrada, realizouse unha electroforese tras a
dixestion coa enzima de restricion Taql. A insercion correcta de PGX2 no plasmido de entrada foi comprobada por
secuenciacion polo grupo de investigacion. No caso das construcions con pENTR223 non foi necesario comprobar
as inserciéns xa gue 0s xenes vifian correctamente inseridos de fabrica.

Posteriormente estas construcions foron clonadas no plasmido de destino pMDC7 mediante recombinacion LR. As
concentracions de todos os plasmidos en disolucién foron medidas con NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific)
seguindo as instruciéns dos fabricantes.

Para amplificar o vector de expresién resultante da LR, volvéronse transformar bacterias E. coli e incubaronse a
37°C durante 12-24h en placa de seleccion con medio LB ao 2% (p/v), con agar ao 1,5% (p/v) e 100ug/mL de
espectinomicina. Procedeuse & incubacion das bacterias seleccionadas nun medio LB liquido, igual ao anterior pero
sen agar, en axitacion a 200rpm, 37°C e durante 12-24h con espectinomicina & mesma concentracién. A
continuacion, elaboraronse minipreps de todas as construcions (pMDC7:PGX2, pMDC7:EXPA5, pMDC7:XXT2 e
pMDC7:XTH31). Os plasmidos purificados pMDC7:PGX2 e pMDC7:EXPAS foron comprobados por electroforese

tras dixestion coas enzimas de restricion Sall e Sacl, respectivamente.

4.3. Transformacién de Agrobacterium e Arabidopsis thaliana

A transformacion de Agrobacterium realizouse por electroporacion cos plasmidos mencionados, empregando un
MicroPulser (Biorad). As bacterias transformadas foron seleccionadas en placas con medio 2X YT deshidratado ao
3,1% (p/v), agar ao 1,5% (p/v) e rifampicina e espectinomicina a unha concentracion final de 100ug/mL cada unha.
As placas foron incubadas durante 48h. Tras seleccion, cultivouse un indculo de cada seleccion en 5mL de medio

liguido 2X YT, igual ao anterior pero sen agar. Incubouse en axitacion a 200rpm, 28°C e durante 12-24h.
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Posteriormente, reinocularonse 2,5mL do cultivo sobre 250mL de medio liquido 2X YT, igual ao anterior pero sen
rifampicina, e voltouse incubar.

As construcions mencionadas foron transformadas en Col e xxt1xxt2 mediante a técnica de inmersion floral. Como
medio de infiltracion empregaronse 250mL dunha disolucién de sacarosa ao 5% (p/v) e Silwet L-77 ao 0,02% (v/v).
Tras centrifugacién dos cultivos de Agrobacterium, as células precipitadas se resuspenderon no medio de
infiltracion e realizouse a inmersion floral somerxendo as flores neste medio. Transformaronse 8 plantas para cada

lifa transxénica.

4.4. Seleccion das lifias transxénicas

Tras a maduracion das sementes, procedeuse a seleccion das plantas transformadas da To. Xerminaronse sobre
placas de seleccion con 25ug/mL de higromicina nun medio con 2,2g/L de sales MS (Murashige and Skoog), 0,5g/L
de hidrato de MES (acido 2-N-morfolino-etanesulfonico), con agar ao 0,8% (p/v) e pH axustado a 5,8 con KOH.
Foron crecidas a 22°C cun fotoperiodo de 16h luz/8h escuridade durante 7-10 dias en crecemento horizontal. As
plantulas transformadas resultantes da seleccion foron transferidas a terra.

Para a identificacion de mutantes T1 cunha soa insercion de T-DNA xerminaronse en placa as sementes procedentes
de distintas lifias T1 sobre un medio igual ao anterior e baixo as mesmas condicions de crecemento, para observar

a segregacion mendeliana. Consideraronse dunha soa insercién a aquelas lifias cun 75% de plantulas T2 resistentes.

4.5. Experimentos de inducion por estradiol

Para os experimentos de inducion por estradiol e analise da lonxitude de hipocétilos etiolados, as sementes foron
xerminadas e cultivadas en placas de Petri sobre un medio con 2,2g/L de sales MS (Murashige and Skoog), 0,5g/L
de hidrato de MES (&cido 2-N-morfolino-etanesulfénico), con agar ao 1,5% (p/v) e pH axustado a 5,8 con KOH.
DMSO ou estradiol foron engadidos cunha concentracién final de 5uM. O material vexetal foi exposto a 4-5h de
luz para activar a xerminacién e logo mantido durante 5-6 dias en escuridade, a 22°C e en crecemento vertical. A
lonxitude dos hipocétilos de plantulas etioladas en condicions de crecemento vertical mediuse con SmartRoot en
ImageJ. Estes hipocétilos foron colleitados en etanol ao 70% (v/v) e posteriormente observaronse e fotografaronse
no microscopio motorizado LEICADM6000+LEICACTR6000. As imaxes foron editadas con Gimp 2.8.22.

Para o experimento de inducién por estradiol e posterior cuantificacidon de XiG, xerminaronse e crecéronse plantulas
transformadas cunha soa insercion en matraces Erlenmeyer de 25mL; con 6mL de medio liquido como o descrito
arriba pero sen agar, con estradiol ou con DMSO cunha concentracion final de 10uM. Estes cultivos realizaronse

en axitacion leve (90rpm).
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4.6. Extraccion e cuantificacion de xiloglucano

Colleitaronse as plantulas (procedentes do experimento de inducién en medio de cultivo liquido) a primeira hora
da mafid. Separaronse as vainas das sementes para evitar a sda interferencia na medicion colorimétrica e pesaronse
100mg de material vexetal por mostra. Seguidamente o material foi conxelado en N2 liquido e homoxeinizado, para
logo ser lavado unha vez con etanol de 80°, duas veces con etanol de 100° e un lavado con acetona. Todos os lavados
foron seguidos de centrifugacion a 5000g e descarte do sobrenadante.

As mostras lavadas foron secadas a temperatura ambiente para finalmente ser tratadas con KOH a unha
concentracion de 240g/L, en axitacion suave (90rpm) a 37°C durante 12h. Posteriormente procedeuse a unha
centrifugacidn a 50009 e retirada do sobrenadante (co XiG en disolucion) para a sGa neutralizacion con acido acético
glacier.

A tintura para o ensaio colorimétrico realizouse en base a protocolos procedentes doutros estudos (Kooiman, 1960,
Pauly et al., 1999) e consistiu na mistura de 40pL de mostra neutralizada sen diluir, 30uL de Kl (6,69/L) e 200uL
de NaSOa4 (0,2g/mL). As absorbancias foron medidas a 640nm con NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) ou

cun espectofotémetro para microplaca (Thermo Fisher Scientific), seguindo as instrucions dos fabricantes.

4.7. Analise estatistica
A significancia estatistica foi avaliada utilizando tests t de Student. As diferenzas significativas son expresadas cun
valor de *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001. As gréaficas e as analises estatisticas foron realizadas co programa

GraphPad Prism 8.0.

5. RESULTADOS E DISCUSION

5.1. Obtencidn de lifias transxénicas de sobreexpresion inducible por estradiol

Para analizar a resposta & disrupcion da parede primaria, 0s xenes PGX2 e EXPADS, obtidos por RT-PCR, e XXT2 e
XTH31, procedentes do Arabidopsis Biological Resource Center, foron clonados no vector pMDC7; un vector de
sobreexpresion inducible por estradiol derivado de per8 (Curtis e Grossniklaus, 2003). A eleccion destes xenes
deriva do seu potencial papel disruptor da integridade estrutural da parede primaria. PGX2 codifica para unha
poligalacturonase cuxa sobreexpresién ten potenciais efectos fenotipicos debido & afectacion da rede de pectinas
(Xiao et al., 2017). EXPA5 codifica unha expansina-a con potencial debilitante das unidns XiG-pectinas e cuxa
sobreexpresion ten mostrado un crecemento incrementado en células da raiz (Xu et al., 2014). XXT2 codifica unha
XiG-xilosiltransferase necesaria para a formacion de XiG (Park e Cosgrove, 2012a). XTH31 codifica unha XiG-

hidrolase cuxa sobreexpresion ten mostrado leves reducions no crecemento xusto despois da Xerminacion
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(Kaewthai et al., 2013). Os efectos sobre a parede das lifias pMDC7:EXPA5 sobre Col e pMDC:XTH31 sobre Col
non foron analizadas neste estudo. Xunto coas demais lifias, serviran para futuros experimentos de cruces e mutantes
combinados.

As lifias transxénicas da Ti obtidas foron: 8 lifias de pMDC7:PGX2 sobre Col e 7 sobre xxtlxxt2, 8 de
pMDC7:EXPAS sobre Col, 12 de pMDC7:XXT2 sobre xxtlxxt2 (das cales se identificaron 3 lifias cunha soa

insercion) e 11 de pMDC7:XTH31 sobre Col (das cales se identificaron 4 lifias cunha soa insercién).

5.2. Efectos sobre a lonxitude dos hipocétilos da complementacion inducida pMDC7:XXT2 sobre xxt1xxt2
Para analizar o papel do XiG na parede celular, compararonse as lonxitudes de hipocatilos de plantulas etioladas
das lifias transxénicas dunha soa insercion pMDC7:XXT2 sobre xxt1xxt2, con Col como control positivo (con niveis
normais de XiG) e xxtlxxt2 como control negativo (mutante sen XiG) (Fig. 2A). As plantulas foron crecidas con
DMSO (control) ou estradiol. O obxectivo deste experimento foi intentar restaurar a producion de XiG no mutante
sen XiG xxt1xxt2 mediante a expresion inducida de XXT2. Os resultados mostran diferenzas significativas claras
(***P<0,001) entre plantas transxénicas pMDC7:XXT2 sobre xxtlxxt2 (indXXT2) crecidas con estradiol e as
crecidas con DMSO. Tamén destacan as diferenzas significativas (***P<0,001) entre indXXT2 con estradiol e o
control negativo xxt1xxt2. Aprécianse ademais diferenzas significativas (***P<0,001) entre indXXT2 con DMSO e
Col con estradiol. Sorprendentemente Col con DMSO da uns resultados anormalmente baixos.

De xeito engadido obsérvanse diferenzas claras ao microscopio (>10%) na lonxitude das células do hipocotilo das
plantulas etioladas de 6 dias de idade, entre lifias transxénicas indXXT2 con estradiol ou con DMSO (Fig. 2B).

O debilitamento forte da parede celular nas lifias sen XiG (neste caso, indXXT2 con DMSO e xxt1xxt2) produce un
fenotipo de hipocatilos curtos (Xiao et al., 2016). Neste sentido, os resultados serian consistentes coas predicions
tedricas, 0 que poderia indicar unha inducién do casete de expresion e unha complementacién exitosas. Sen
embargo, os resultados do control positivo non encaixan. Isto pode deberse a que as sementes de Col eran vellas e
& consecuente taxa baixa de xerminacion, resultando nuns valores mostrais moi baixos (n<7) en comparacion cos
valores mostrais de indXXT2 (n>18). Poderia deberse tamén a algun efecto quimico descofiecido do estradiol ou a
que a placa de Col con estradiol tivese unhas condicidéns de crecemento lixeiramente distintas (diferenzas de
humidade, firmeza do agar, entrada de luz, etc.). Polo tanto, non se pode confirmar que estivese habendo algun tipo
de efecto fenotipico por motivo da expresion de XXT. En definitiva, non podemos comprobar ao completo a hipotese

de que o XiG estea xogando algun papel na extensibilidade da parede e influindo no crecemento celular.
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Figura 2. A, Cuantificacién da lonxitude dos hipocétilos de plantas de 5-
6 dias de idade. Col (silvestre), xxt1xxt2 (mutante sen XiG) e indXXT2
(lifas transxénicas pMDC7:XXT2 sobre xxtlxxt2, inducibles por
estradiol) foron cultivadas con estradiol ou con DMSO. Os datos foron
presentados como media * desviacion estandar (DE), as barras de erro
representan a DE. As letras indican diferenzas significativas. B,
Diferenzas na lonxitude entre celulas dos hipocotilos de plantulas
etioladas (contorno marcado en vermello) de 5 dias de idade de indXXT2.
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5.3. Cuantificacion de XiG en lifias transxénicas pMDC7:XXT2 sobre xxt1xxt2

A posta a punto dun protocolo de extraccion e tintura de XiG permitiu a comprobacion do método de
transformacion. Utilizaronse duas lifias transxénicas pMDC7:XXT2 sobre xxt1xxt2 dunha soa insercion (3 e 8),
susceptibles de producir incrementos medibles nos contidos de XiG en exposicion a estradiol. A tal fin, primeiro
se elaborou unha recta patrén a partir de concentracions cofiecidas de XiG e observouse unha resposta lineal na
absorbancia (Rz2= 0,9548). Por outra banda, efectuouse o procedemento de extraccion de XiG a partir de plantulas
de Col, de xxtlxxt2 e das lifias transxénicas pMDC7:XXT2 sobre xxt1xxt2, para posterior analise colorimétrica; o
extracto de xxt1xxt2 foi utilizado como branco asumindo que tifia unha concentracion de XiG nula. Os valores de
absorbancia obtidos permitiron extrapolar as concentracions estimadas, representadas na Taboa 2. Estes resultados
demostran o éxito do método de extraccién e tintura, e ademais, suxiren que as lifias transxénicas cunha soa
insercion pMDC7:XXT2 producen incrementos medibles en XiG debido & inducion por estradiol, ainda que non
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chegan aos valores do silvestre (Col). En cambio, os mutantes sen XiG ou as lifias transxénicas non inducidas,

presentan valores de absorbancia baixos, asociados & ausencia de XiG.

Taboa 2. Resultados do experimento de cuantificacidn de XiG. 3 e 8 son mostras de duas lifias

transxénicas distintas de pMDC7:XXT2 sobre xxt1xxt2 que foron cultivadas con DMSO (D) ou estradiol (E).

Lifa [XiG] estimada (pg/mL)

Col 201,92 N : - - —
indXXT2-3E 69,71 O valor negativo débese a4 normalizacion
indXXT2-8E 52,88 da absorbancia con respecto ao branco
indXXT2-3D 24,04

! (extracto de xxt1xxt2).

indXXT2-8D -14,42*

5.4. Efectos da expresion inducida indPGX2 sobre Col e xxt1xxt2 sobre a lonxitude dos hipocétilos

Para analizar o efecto de perturbacions moderadas da rede XiG-pectinas, empregouse a sobreexpresion inducida da
poligalacturonase PGX2. Compararonse as plantulas etioladas de 6 dias de idade, de lifias transxénicas
pMDC7:PGX2 sobre Col e sobre xxtlxxt2, cos controis Col e xxtlxxt2, respectivamente. As plantulas foron
cultivadas con DMSO ou estradiol. As lifias transxénicas utilizadas tifian un nimero descofiecido de inserciéns,
podendo ser isto unha explicacion para a variacion das lonxitudes entre as mesmas.

No caso de pMDC7:PGX2 sobre Col obsérvanse diferenzas significativas entre todas as lifias transxénicas crecidas
con estradiol fronte &s que se creceron con DMSO (L1: **P=0,0064; L2: **P=0,0096; L3: *P=0,0478) (Fig. 3A).
Probablemente isto indique un éxito na inducion da expresion de PGX2, que produciria o afrouxamento da parede
celular e favoreceria a extensibilidade. Estes resultados son consistentes coas conclusions doutros estudos similares
nos que marcaxes de activacion (activation tagging) de PGX2 en Col, que implicaban a sobreexpresién deste xen,
producian hipocétilos un pouco mais longos (Xiao et al., 2017). Polo tanto, confirmariase a hipétese de que este
debilitamento moderado da parede celular esta asociado a un maior crecemento celular.

No caso das lifias pMDC7:PGX2 sobre xxt1xxt2, non se observaron diferenzas significativas entre os tratamentos
(L1: P=0,2785; L2: P=0,0632) (Fig. 3B). Ainda asi, as mostras crecidas con estradiol presentan lonxitudes
lixeiramente maiores. Cabe destacar que os valores mostrais foron extremadamente baixos (n<6), polo que non se
pode chegar a ningunha conclusién clara. En xeral, en todos 0s experimentos, as sementes do control xxt1xxt2 ou
as transxénicas cun fondo xxt1xxt2 mostraron taxas de xerminacion moi baixas, posiblemente debido a falta de XiG
que produciria algin efecto descofiecido. A vista dos resultados, non se pode comprobar a hipdtese de que a
perturbacion combinada da rede XiG-pectinas dificultase mais o crecemento por activacion dun posible efecto
compensatorio que aumente a rixidez da parede. Si se pode intuir que este debilitamento engadido poderia producir
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unha maior extensibilidade da parede, e polo tanto, maior crecemento dos hipocdtilos inducidos (a pesar de que o
control xxt1xxt2 tamén mostre estas diferenzas). Para comprobar cal das hip6teses plantexadas poderia ser correcta
(crecemento maior por un debilitamento maior da parede, ou ben crecemento menor por activacién dun mecanismo
compensatorio) serd preciso optimizar o experimento, por exemplo con sementes mais frescas que dén taxas de
xerminacion maiores.

Os resultados agardados das lifias inducibles sobre un fondo xxt1xxt2 deberian ser consistentes con estudos in vitro
nos que se observa unha maior extensibilidade da parede en mutantes xxt1xxt2 (en comparacion co silvestre) cando
a rede de pectinas se degrada enzimaticamente ou se modifica con quelantes de Caz+ (Park e Cosgrove, 2012a). O
que poderia suxerir tamén que en ausencia de XiG as pectinas xogan un papel mais importante na manutencion da
rixidez, soporte e dinamica da parede, exercendo un efecto compensatorio. EXxisten varias evidencias noutros
estudos que apoian a hip6tese dos mecanismos compensatorios da rede XiG-pectinas: plantulas xxt1xxt2 etioladas
tefien unha moi baixa proporcion de residuos de rhamnosa substituidos cunha cadea lateral (Cavalier et al., 2008),
indicando que en ausencia de XiG a estrutura de RG-1 é remodelada en prol dun efecto compensatorio (Saffer,
2018); de xeito analogo, plantas con niveis anormalmente baixos de HG presentan XiGs mais rixidos, suxerindo

que o XiG tamén poderia ser modificado para adaptarse aos defectos na funcion das pectinas (Phyo et al., 2017).
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Figura 3. Cuantificacion da lonxitude de hipocétilos de plantulas etioladas de 6 dias de idade. Os datos foron
presentados como media * desviacion estandar (DE), as barras de erro representan a DE. As letras indican
diferenzas significativas. A, Col (silvestre) e L1/L2/L3 (distintas lifias transxénicas pMDC7:PGX2 sobre Col)
foron cultivadas con estradiol ou con DMSO. B, xxtlxxt2 (mutante sen XiG) e L1/L2 (distintas lifias

transxénicas pMDC7:PGX2 sobre xxt1xxt2) foron cultivadas con estradiol ou con DMSO.

6. CONCLUSIONS
A vista dos resultados, non podemos comprobar completamente a hipdtese de que o XiG estea xogando algin papel

na extensibilidade da parede e que inflia no crecemento celular, pero si observamos diferenzas significativas claras
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no crecemento de hipocétilos etiolados, entre mutantes sen XiG e lifias complementadas, que indican posibles
efectos do XiG sobre a extensibilidade. Confirmase a hip6tese de que o debilitamento moderado da rede de pectinas
leva a un crecemento de hipocétilos etiolados significativamente maior respecto ao silvestre. Sen embargo, non se
obtiveron resultados congruentes sobre a disrupcién combinada de XiG e pectinas. Si foi implementado con éxito
un protocolo de extraccion e cuantificacién de XiG.

En definitiva, a obtencidn exitosa de lifias transxénicas de expresion inducible por estradiol, servira para futuros
cruces que xeren mutantes combinados con maiores efectos disruptores sobre a parede e que axuden a dilucidar a
funcion dos seus compofientes. Xunto a isto, sera preciso investigar a sintese e modificacion da parede e a maneira
na que responde fronte a estimulos do desenvolvemento e do ambiente, para poder comprender mellor a sta

estrutura e a regulacion do seu crecemento.
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