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1.- INTRODUCCION GENERAL.

La semilla es el principal érgano reproductivo degtan mayoria de las plantas superiores y
puede definirse como el producto maduro de un éfadondado.

La semilla es esencial para la planta al ser elcgral medio de renovacién, persistencia y
dispersion de sus poblaciones, asi como para elonaedbiente al ser clave para la conservacion del
germoplasma vegetal, las reforestaciones, la reacigm de especies sobreexplotadas y la sucesion
ecolégica. Pero también es de vital importanciaa pelr ser humano, cuyo alimento principal esta
constituido, directa o indirectamente, por semiliqise ademas sirven de alimento a muchos animales
utilizados con fines ganaderos.

Por todo ello, la biologia de semillas es un areagyn importancia dentro de la Fisiologia
Vegetal, si bien muchos de los procesos fisiolGgigomoleculares relacionados con la formacion,
maduracion, dormicion, germinacion o respuestadsgisemillas en situaciones adversas no son del tod

conocidos.

2.- FORMACION DE LA SEMILLA.

La formacion de las semillas constituye un proaes@daptacion Gnico en el ciclo vital de las
plantas superiores, ya que combina el desarrolloeabdrion con una serie de procesos fisioldgicos
encaminados a asegurar la supervivencia de la iespgendo necesaria una coordinacion espacial y
temporal en el crecimiento de las distintas célylatejidos, una regulacion a nivel molecular y
bioquimico, y un estricto control por parte de daes tanto hormonales como ambientales. Estos
procesos fisioldgicos incluyen la acumulacién dstacias de reserva que seran utilizadas por el
embrién cuando comience la germinacion, y un estiloeposo metabdlico que se completa con la
desecacion, lo cual permite a las semillas sobiregliwante largos periodos hasta que las condisione
sean favorables, restableciéndose entonces efiesto y llegando a formar una nueva planta.

La embriogénesis comprende el conjunto de cambaréofdgicos, estructurales y de expresion
génica que tienen lugar desde que se forma elazlgtta que se produce un embrién maduro dispaesto
germinar, una vez que las condiciones enddgenasdjoambientales sean las 6ptimas (Goldberg et al.,
1994; Raz et al., 2001). De la embriogénesis degréndl éxito de la germinacion y, por tanto, el
desarrollo del nuevo individuo, ya que ademas deslsperiodo en el que se forma la semilla, también
constituye la fase de preparacién para la germénaci

Este proceso puede dividirse en tres etapas:nwtla fase temprana, que se caracteriza por una
elevada actividad mitética, en la que hay un gamento en los niveles de citoquininas, espermigina
espermina. En la fase media, el crecimiento delrmbes debido a expansién celular, seguramente
mediado por auxinas (Cohen y Bandurski, 1982; Tedrtil., 1986), sin descartar el posible papelade |

giberelinas. En la fase tardia de la embriogénasiemilla se prepara para la desecacion y la saidgin



de la dormicion primaria, es la maduracion de lailie, caracterizada por un aumento en los nivdkes

ABA y una disminucion en los niveles de gibereligaauxinas (Kermode, 1990).

3.- DORMICION DE SEMILLAS

3.1.- Concepto de dormicién.

Una de las propiedades adaptativas mas importdatés plantas es la capacidad que presentan
las semillas de retener su viabilidad durante kgeriodos de tiempo, lo que les permite sobreeinir
condiciones adversas en un estado quiescente (Ba8ldskin, 1998). Cuando las condiciones del medio
son las adecuadas para el desarrollo de la nuéwdufa, se produce la germinacion de la semilla, en
cambio si las condiciones no son favorables paeal@werminacion se complete con éxito, las semilla
no germinan y se mantienen en estado quiescenten®argo, algunas semillas no germinan aunque las
condiciones sean favorables debido a caractedstiteinsecas de la propia semilla (Bewley, 1997;
Baskin y Baskin, 1998), porque presentan lo quedeseomina dormicién, que se define como la
incapacidad para germinar de una semilla viabfgaeia bajo condiciones que normalmente favorecen e
proceso (Hilhorst, 1995). En estas semillas, pamalg germinacion tenga lugar deben producirse una
serie de cambios metabdlicos y/o ser sometidags fastores ambientales determinados.

Sin embargo, a pesar de los grandes avances jodwn los Gltimos afios, la dormicién es uno
de los fenédmenos menos conocidos de la biologsedellas (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006),
debido a que la dormicién no es un fendmeno senalho que es consecuencia de la interaccion de
numerosos factores.

El establecimiento de la dormicion estd regulado factores genéticos que determinan los
mecanismos fisiolégicos endégenos de las plantascliales interactian con los factores ambientales
que, a largo plazo, pueden dar lugar a cambiosuttwos en las plantas. Entre las condiciones
ambientales mas importantes se encuentran lasciarés climaticas de temperatura y humedad, las
variaciones microclimaticas derivadas de aspedsizgfaficos como la calidad espectral de la luzl o
termoperiodo, asi como las caracteristicas espasifiel lugar al que las plantas se han adapta@do pa
establecerse y crecer, y los aspectos bioticos.

Pero la dormicién no es solamente una incapaqidad germinar presente en las semillas de
algunas especies, sino que constituye una etagtarfiental en el ciclo de vida de muchas plantas,
ademas de ser una de sus propiedades adaptatisampaitantes, ya que permite la supervivenciade |
nueva plantula mediante una adecuada distribucato tespacial como temporal de la germinacion,
asegurando que las condiciones sean las adecua@dagye este proceso se complete con éxito.

La ausencia de dormicidn provoca viviparismo eguiahs especies agricolas provocando
grandes pérdidas econdmicas, como sucede en @l aligroducir una baja calidad del grano. Pero una
dormicion muy profunda también tiene consecuen@&esnomicas negativas, como sucede en la
germinacion desigual de campos de cebada que ingm®recta formacién de malta, 0 como ocurre en

muchas especies forestales, el h&ag(s sylvatica) incluida, utilizadas en repoblaciones forestgles
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la industria maderera. Por ello existe un granrésteientifico y econémico en conocer los mecanssmo
bioquimicos y moleculares implicados en este pmces

La dormicién y la germinacién son procesos quérestorrelacionados con cambios en la
expresién de genes, actividad enzimatica y acundulade hormonas, lo que sugiere que procesos
biolégicos como la transcripcién y traduccion seueproduciendo en las semillas secas (Cadman, et al
2006; Feurtado y Kermode, 2007). Tanto la dormici®dmo la germinacion estan regulados por la
interaccion de diversas hormonas vegetales, y swhos los estudios que muestran la implicacién del
etileno (Kepczynski y Kepczynska, 1997; Beaudoialet2000), las giberelinas (Karssen et al., 1$89)
los brasinoesteroides (Steber y McCourt, 2001 penduccion de la germinacion de semillas durmgnte
mientras que parece claro que el ABA es el prindgetor implicado en el control de la dormicién de
semillas (Koornneef et al., 2002; Kermode, 20056k€Elstein et al., 2008).

3.2.- Tipos de dormicién

La dormicion se divide en primaria o secundarigliseque la capacidad germinativa de una
semilla esté blogueada antes o después de susi@per

La dormicion primaria se adquiere durante el delary maduracién de la semilla en la planta
madre. Se presenta en el momento que el embriérdéejrecer y esta controlada genéticamente, aunque
también influyen aspectos metabdlicos (estado hoahde la semilla, flujo de hormonas desde la plant
madre) y factores ambientales (factores edafi@msperatura y luz) (Bewley y Black, 1994). Parece
depender de la sintesis de ABA en el propio embyitwo del aporte materno (Finkelstein et al., 2002;
Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).

La dormicion secundaria se puede definir comcélaipa de la capacidad para germinar de una
semilla no durmiente o de una semilla cuya dormigidimaria ha sido eliminada por el tratamiento
adecuado. Se desarrolla en semillas maduras undisgrsadas por una pérdida de la sensibilidad a |
factores que rompen la dormiciéon o que inducenel@mgacion. Se caracteriza por una incapacidad de
germinar debida a un entorno adverso, como puembgsuen ambientes deficientes en oxigeno (Céme y
Thevenot, 1982), con temperaturas elevadas (C@mryit, 1983; Hilhorst, 1990a y b; Derkx y Karssen,

1993), o bien como respuesta a diferentes situasida estrés (Bewley, 1997).

3.3.- Causas de la dormicion.
La dormicién depende tanto de las caracteristisedogicas como morfoldgicas de las semillas.
Por ello se ha propuesto una clasificacion queasyctinco tipos de dormicion (Baskin y Baskin, 2004
P Fisiolégica: se debe a una disminucién de la atdiyifisiolégica del embridn; es la mas
abundante en todo tipo de semillas (por ejemfglabidopsis thaliana).
» Morfol6gica: se debe a un defecto en el crecimieleicembridn, el cual permanece durmiente
hasta que su desarrollo ha finalizado con éxito.
» Morfofisiolégica: se debe a una anomalia en el mieba del embrion y a la intervencion de
un componente fisiolégico.
P Fisica: se debe a la impermeabilidad al agua dedasdas del tejido en empalizada de la

cubierta seminal, responsable del control del m@nto del agua de imbibicion.



» Combinada: aparece en semillas con cubiertas dunes acompafada de una dormicion

fisiologica del embrién (por ejemplBagus sylvatica).

3.4.- Factores genéticos que controlan la dormicion

La dormicion estd regulada por multiples factotasto genéticos como ambientales que
interaccionan entre si, lo que dificulta la busquddl gen o los genes responsables de la dormiéam.
esta razon, la busqueda de QTIQudntitative trait locus) parece ser una estrategia adecuada para
abordar este tipo de estudios. En este sentidbasddentificado siete QTLs denominaddslay Of
Germination (DOG), que parecen estar relacionados con eletiifergrado de dormicién que presentan el
ecotipoLadsberg erecta (el menos durmiente de los ecotiposAdebidopsis) y el ecotipo Cvi (el ecotipo
que presenta una dormicibn mas profunda) (Alonsm@& et al., 2003), siendo algunos de ellos
identificados como QTLs de interés en relacién tomormicién, en cruces entre otros ecotipos de
Arabidopsis (Van der Schaar et al., 1997; Clerkx et al., 20@&yece, por tanto, que la variacién en unos
pocos loci podria causar las variaciones fenot$pilaservadas en la dormicién entre los diferentes
ecotipos de semillas dgabidopsis (Bentsink et al., 2007).

Resultados similares se han descrito en cereatlearroz se han identificado seis QTLs (Gu et
al., 2004), cuatro en trigo (Nakamura et al., 20038 en cebada (Hori et al., 2008), entre los spie
encontrarian SD1, implicado en el mantenimientdadéormicion durante la formacion de la semilla y
SD2 que regularia la rotura de la dormicién despigék maduracion del grano (Prada et al., 2004). E
este sentido, se sabe que el QTL SD2 esta localizadla misma region cromosémica en la que se
encuentra el gen que codifica la GA20 oxidasa,neazilave en la sintesis de GAs, con lo que se ha
sugerido que podria haber una correspondencia@mtres (Li et al., 2004).

Por tanto, los avances realizados en los Ultinfass ayracias a esta aproximacion son muy
prometedores para la futura identificacion de gemsponsables del mantenimiento y/o rotura de la
dormicién, mas aun si tenemos en cuenta que paedmer relaciones de homologia entre los QTLs de
dormicién de distintas especies, asi como pres&faPs comunes (Cai y Morishima 2000; Li et al.,
2004).

4.-PAPEL DEL ACIDO ABSCISICO EN LA INDUCCION Y MANT ENIMIENTO DE LA
DORMICION.

El ABA es un sesquiterpeno derivado del &cido nmiab, que tiene actividad hormonal y se
encuentra en todas las plantas superiores y ers todotejidos vegetales. Como todas las sustancias
reguladoras del crecimiento vegetal, ejerce dadinfiunciones, tanto activadoras como inhibidoras,
durante el ciclo de vida de la planta. Existen mas@s evidencias que indican que el ABA esta
implicado en el control de un amplio rango de psosefisiolégicos esenciales para el crecimiento y
desarrollo de la planta, como la formacion y geanidn de semillas, dormicion de yemas y semillas,
senescencia, adaptacion de la planta a condicitesfavorables y regulacion de la transicion deldest
embrionario al crecimiento vegetativo (Rock y Qaatr, 1995; Leung y Giraudat, 1998; Rock, 2000;

Lépez-Molina et al., 2001). Ademas, el ABA influyen diversos aspectos del desarrollo vegetal
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interaccionando con otras fitohormonas como auxitiquininas, giberelinas y etileno (Beaudoimlet
2000). Para entender como el ABA regula estos poEces muy importante conocer la regulacion de su
metabolismo asi como los mecanismos por los cualevariacion en su concentracion se traduce en una
respuesta fisiologica.

No hay duda de que la sintesis y la acumulaciéARI son necesarias tanto para la induccion
como para el mantenimiento de la dormicion (Wangletl995; Debeaujon et al., 2000; Grappin et al.,
2000; Foley, 2001; Holdsworth, et al., 2008). Ematdualidad son muchos los datos experimentales que
ponen de manifiesto el importante papel del ABAekdesarrollo de la dormicién primaria (Koornneef e
al.,, 2002; Gubler et al., 2005), ya que la deficiarde ABA durante el desarrollo de la semilla esta
asociada con la ausencia de dormicién primariaeemlias maduras, mientras que la sobreexpresion de
genes de la biosintesis de ABA, que puede aumehtamtenido del mismo en las semillas, incrementa
la dormicidn de las semillas o retrasa su germimadinkelstein et al., 2002; Nambara y Marion-Poll
2003; Kushiro et al., 2004; Lin et al., 2007). Esteesentido, se ha demostrado una correlacién ehtre
contenido de ABA y el grado de dormicién en semitie cebada (Jacobsen et al., 2002) y en el ecotipo
“Cape verde islands” (Cvi) dArabidopsis (Ali-Rachedi et al., 2004) durante su imbibici@onde la
disminucién en los niveles de ABA precede a la geaion de las semillas. Algo similar sucede en el
embrién y el megagametofito de semillas de gimnuspe estratificadas (Corbineau et al., 2002;
Feurtado et al., 2004), donde la disminucion denlgsles de ABA se correlaciona con el aumentoade |
capacidad germinativa de las semillas una vezfaeadas a temperaturas mas cdlidas y adecuadas para
su germinacion.

Por otra parte, las semillas de variedades mgatdérabidopsis deficientes o insensibles al
ABA, presentan una dormicién reducida o no la prise (Koornneef et al., 1989; Laby et al., 2000;
Xiong et al., 2001b). Adicionalmente, la aplicaceias semillas de fluridona (inhibidor de la stigale
ABA), que produce una fuerte reduccion de los eiseinddgenos de la hormona, evita el desarrollo de
dormicién en distintas especies (Le Page-Degiv@ayello, 1992; Ali-Rachedi et al., 2004).

Todos estos datos ponen de manifiesto la impaetatet contenido de ABA en la regulacion de
la dormicidn y germinacion de semillas. Pero laia@én de los niveles de ABA no sélo se debe a
cambios en su sintesis, sino también a difereriasu catabolismo, siendo el balance entre singesis
catabolismo el responsable del contenido enddégenABHA, y por ello, del grado de dormicion de la
semilla (Le Page-Degivry et al., 1997) (Figura.l.1)

Recientemente, mediante diversos andlisis gemséticde expresion de genes especificos que
codifican enzimas claves en el metabolismo del ABA, han identificado, eA. thaliana, algunos
miembros de la familidNECD (9-cis-epoxicarotenoide dioxigenas&8yECD6 y NECD9) esenciales para
la sintesis de ABA tanto en el embrién como ennelospermo durante la dormicion (Lefebvre et al.,
2006). Ademas de estos genes relacionados con menmmaiento de la dormicién, también se han
identificado genes relacionados con la salida dmitana a través de la via del catabolismo del ABA,
como CYP707A2 (Millar et al., 2006; Cadman et al., 2006). Laiation del catabolismo del ABA
provoca una disminucion del contenido de esta hoamen el embrién, que se corresponde con un
aumento de metabolitos inactivos del ABA como éll@daseico y el acido dihidrofaseico, como se ha

descrito en semillas de cebada (Jacobsen et 8R) & abidopsis (Kushiro et al., 2004) y en embriones



y megagametofitos de semillas de pino (Feurtadal.et2004), siendo en este Ultimo caso también
metabolizado a formas inactivas como el 7-hidroBiA?o el conjugado glicosil-éster. Recientemente, se
ha identificado una familia de citocromo P450, enateto la CYP707A, que probablemente sean las 8-
hidroxilasas claves para la conversion del ABA @@daseico y, por tanto, cruciales para promowger |
germinacion de las semillas (Kushiro et al., 208dito et al., 2004; Okamoto et al., 2006) (Fig.IHn)
semillas de-agus sylvatica también se ha observado un aumento en el catalmoliel ABA en semillas
gue han sido sometidas a un proceso de estraiifitpara provocar la salida de la dormicién, queva
variar el balance sintesis/catabolismo de ABA priesen las semillas durmientes (Le Page-Degivry et
al., 1997).

Por otra parte, existen numerosas evidencias delajuegulacion de estos procesos no sélo
depende de los niveles de ABA sino también deraib#idad de las células a la hormona, lo que hace
suponer que los cambios en la ruta de sefalizatB6ABA son, al menos en parte, responsables de la
rotura de la dormicion (Gosparini et al., 2007; @ulet al., 2008; Finkelstein et al., 2008).

También el ABA parece ser responsable de la indncde la dormicion secundaria, ya que
embriones aislados o ejes embrionario€Henopodium album, Taxus y manzana pueden convertirse en
durmientes mediante la aplicacion exégena de AB#dr¢ken, 1968; Le Page-Degivry, 1973ay b; Durand
et al., 1975). Sin embargo, en otros casos comfuute; cuyos contenidos en ABA son elevados, esta
hormona sélo esta involucrada en la induccién deolanicién secundaria de una manera indirecta, ya
que va a inhibir la germinacién en la fase en aseskmillas son sensibles a factores externogicsiem
este sentido la accion del ABA comparable a ot@xiciones inhibidoras de la germinacién, como
pueden ser el estrés osmético, oscuridad o tenpasasupradptimas (Berrie y Robertson, 1976; Bewley
1980; Karssen, 1982a). Mas recientemente se hasiero que enzimas clave en la biosintesis de ABA
comoNCED1 y NCED2, son fundamentales para la induccion de la dormisgcundaria en semillas de

cebada (Leymarie et al., 2008).

4.1.-Mecanismo de sefalizacion del ABA.

Como ya se ha comentado anteriormente, el aciddsidys es una hormona fundamental para el
control de muchos procesos del crecimiento y delarvegetal, como las respuestas a diferentes tijgo
estrés, la maduracion y dormicion de las semillasgorrecto desarrollo de la planta, por lo quoslos
aspectos relacionados con esta hormona han sidbaarapte estudiados, incluido su mecanismo de
sefializacion.

La ruta de sefializacion del ABA es compleja, tgmto el gran nimero de genes implicados en
multiples funciones cuya expresién esta reguladaARA, como por las numerosas interacciones que
existen con otras rutas hormonales (Brady y McCa0@3).

Por otra parte, andlisis con mutantes de respued#8A han demostrado la implicacion de
diversas proteina quinasas, proteina fosfatasamo(@dl1, ABI2) y factores de transcripcion (como 138
ABI4 y ABI5) (Finkelstein et al., 2002; Himmelbaeh al., 2002) en la ruta de transduccién de seitkdes
ABA relacionada con la dormicién/germinacion de #les (Figura 1.1).

Con los datos aportados por el estudio de estogpa@oentes de la ruta, se sabe que, tras la

percepcion del ABA, se produce un aumento en lesles de CH citosélico (Allen et al., 2002; Kohler y
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Blat, 2002) que, junto con otros compuestos, actrmo segundo mensajero de la sefial y a través de
procesos de activacion/inactivacion, mediante jmatequinasas y proteina fosfatasas especificas, de
determinadas proteinas en primer término, y deffastde transcripcion en segundo, (Walker-Simmons,
1998; Campalans et al., 1999; Johnson et al., 2B08g et al., 2002), transmiten la sefial desde elsad

percibe hasta el interior del nucleo.

Induccion de la Mantenimiento de la Salida de la dormicién Germinacion
dormicion dormicién Luz(+
Almacenamiento seco iz( )
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Figura 1.1.- Esquema temporal de la induccién y salida de lan@ion. El tamafio de los tridngulos
representan los niveles hormonales debidos a l@racte los loci de biosintesis y catabolismo que se
indican en la figura. La induccién de la dormicidiene determinada por la combinacion de factores
maternos y embrionarios independientes de ABA ylaaenalizacion dependiente de ABA. En la salida
de la dormicién intervienen factores ambientales provocaran cambios en el balance ABA:GA, dando
lugar a la expansion de la pared celular para pieramiemergencia radicular. Las flechas y el silol{®)
indican regulacion positiva, mientras que las tsayral simbolo (-) indican regulacion negativa. §athdo

de Finkelstein et al., 2007).

4.2.- Percepcion del acido abscisico.

El primer paso en la respuesta al ABA es su pei@epd&En los Ultimos dos afios se han
identificado, mediante técnicas bioquimicas y deétiea inversa, tres tipos de receptores de ABA
(Hirayama y Shinozaki, 2007):

e Una proteina de unién a DNA que regula la floracidenominada FCA (“Flowering Time

Control”) (Razem et al., 2006).

e Una quelatasa de magnesio implicada en el prinemo pde la biosintesis de clorofila,

denominada GUN5 (ABAR/CHLH/Genomes Uncoupled 5)fsét al., 2006).



e Un receptor acoplado a una proteina G, denomi@eiR2 (Liu et al., 2007).

De éstos, sdlo los dos ultimos parecen ser resplassde la percepcion del ABA en las semillas,
y Unicamente las mutaciones que afectan a la pot&BAR de union a ABA provocan defectos
importantes en el desarrollo de la semilla (McCguEtreelman, 2008).

El silenciamiento parcial de la proteina recepfBAR, provoca una disminucién en la expresion
de genes LEA asi como de los factores de trans@np&Bl y MYB, que regulan positivamente la
respuesta a ABA, mientras que se produce un increnan la expresion de las proteina fosfatasagpde t
2C, ABI1 y ABI2, que son reguladores negativos derdta de sefializacion del ABA (figura 1.1).
Adicionalmente, un silenciamiento total de esteeptar es letal durante el desarrollo de la semiiague
ésta es incapaz de acumular materiales de reseodms estos datos parecen indicar que este receptor
juega un papel fundamental en la percepcion del ABAemillas, aunque sus efectos en la dormicién no
han sido caracterizados (Finkelstein et al., 2008).

La implicacion de las proteinas G en la regulaaénla germinacion mediada por la ruta de
sefializacion del ABA, se demostré por primera veaeés de estudios genéticos del mut@RAL de A.
thaliana (con una mutacion en la subunidade la proteina G), que es hipersensible a ABAaftJ8t al.,
2001). Estudios posteriores demostraron que leejm@tGPA1L interacciona con una posible proteina G
acoplada a un receptor (GCR1) inhibiendo la respue#\BA (Colucci et al., 2002; Pandey et al., 2006
Mas recientemente, Liu et al. (2007) describienoa segunda proteina G acoplada a otro receptor 2CR
Tanto la ganancia como la pérdida de funciorG@&R2 confieren los fenotipos tipicos de insensibilidad
hipersensibilidad al ABA, lo que sugiere que esteeptor actia como regulador positivo en la ruta de
sefializacion del ABA. La identificacion de esteeqgor, localizado en la membrana, es coherentdason
evidencias que sugieren una localizacion extraaekrn la percepcion de esta hormona (Wang etGfl1)2
(Figura I.1).

4.3.- Transduccion de la sefial.

Inmediatamente después de la percepcion de la Ina;nse desencadenan una serie de cambios
bioquimicos y moleculares que transmiten esta defsh el nlcleo, donde se inducen y reprimen e s
de genes. En estos cambios intracelulares inteamigliversos componentes como segundos mensajeros,
reguladores transcripcionales y posttranscripcemal proteina quinasas y fosfatasas que regulan la
actividad de los factores de transcripcion a trake@modificaciones en su estado de fosforilacion.

En las plantas superiores, en la transmisién de sefial al interior celular suelen intervenir
segundos mensajeros, que son moléculas de digtitimaleza quimica. En la ruta de transmision de la

sefial del &cido abscisico se ha demostrado queiarien varios tipos de segundos mensajeros:

¢ Inositol trifosfato (IP3): Producido por la accion de la fosfolipasa C (PL&jtlia como
segundo mensajero en la sefalizacion del ABA, eegld el mecanismo de apertura y cierre de
estomas y la expresion génica (Gilroy et al., 1990)

0 Acido fosfatidico (PA): Producido por la accién de la fosfolipasa D (Pl{Dscovitch et al.,
2000), participa en la regulaciéon del cierre y perdura de estomas (Ritchie y Gilroy, 2000;

Gampala et al.,, 2001). El &cido fosfatidico reggieteina quinasas, proteinas G y la
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fosfatidilinositol-4-fosfato-5-quinasa (PIP5K) ([2igha e Irving, 1995; Munnik, 2001), ademas de
interaccionar con ABI1 y ABI4 regulando la sefiativam del ABA (Zhang et al., 2004), mientras
que AILPP2, enzima que cataboliza el PA, actia camoregulador negativo del factor de

transcripcion ABI4 durante la germinacion (Katagiral., 2005).

¢ Diacil-glicerol pirofosfato (DGPP): Este fosfolipido actia como segundo mensajera eath
de sefializacién del ABA en células de Arabidopsis@spension, ya que es capaz de provocar la

expresion de algunos genes regulados por ABA (Zlet al., 2005).

0 Calcio (C&"): Juega un papel importante como segundo mensajetaserespuestas a ABA

(Schroeder et al., 2001) regulando, entre otrosgsws, la apertura estomatica (Song et al., 2008).

0 Especies reactivas de oxigeno (ROSEN diversos estudios se ha demostrado que el ABA
puede facilitar la apertura de los canales de @at®diante un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno como el perdxidadiédeno, que puede participar como segundo

mensajero facilitando el proceso (Pei et al., 2008¢Robbie, 2002).

¢ El pH: El cierre estomatico inducido por ABA en las c&ujmarda es dependiente del pH, y se
relaciona con una disminucion de la concentraciérKtl promovida por un incremento en su
salida debido a la actividad de un canal de salkdi” denominado GORK (Ache et al., 2000), asi
como una disminucién en su entrada (Miedema y Assit296). El aumento de pH en el citosol
activa proteina fosfatasas de tipo 2C (PP2C), algude las cuales actian como reguladores
negativos del ABA (Gosti et al., 1999; Merlot et 2001; Gonzalez-Garcia et al., 2003).

4.4.- Regulacion transcripcional y post-transcripanal.

En Arabidopsis se han descrito cuatro reguladorassdripcionales que controlan tanto la
maduracién de la semilla como la induccion de lamicion: FUS3, ABI3 (ABA insensitive), LEC1 (Leafy
Cotiledon) y LEC2 (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2008RI13, FUS3 y LEC2 codifican factores de
transcripcion especificos de plantas, que contiehetominio B3 (Giraudat et al., 1992; Luersseralet
1998; Stone et al., 2001); mientras quEC1 codifica una subunidad HAP3 del factor de trapsidin de
unién a CCAAT (denominado CBF o NF-Y) (Lotan et 40998). Los mutantes de estos genes presentan
una serie de fenotipos caracteristicos, como éefitas en la maduracion de la semilla (Finkelsteial.,
2002; Finch-Savage et al., 2006), menor acumulad®ltas proteinas de reserva que se encuentras en |
semillas (Gutiérrez et al., 2007), y sobre todespntan un menor grado de dormicién (Raz el ab1R0
por lo que es logico pensar que algunas de suagii@sulten ser esenciales para la dormicién (ISigke
et al., 2008) (Figura I1.1).

A través de estudios con mutantes simples, doblemplgs, se ha comprobado que estos genes
forman parte de una red de regulacién dohHE1 regula la expresion tanto d&BI3 como deFUS3

(Kagaya et al., 2005; To et al.,, 2006}%JS3 y LEC2 actian de un modo parcialmente redundante,
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controlando la expresion génica de proteinas dipeside semillas; ademdskEC2 regula la expresiéon
tanto deFUS3 como deABI3 (Kroj et al., 2003, To et al., 2006).

Por otra parte, otros dos tipos de factores desdrgtion, ABI4 y ABI5, también son muy
importantes en la regulacién de la germinaciénespuesta a ABA y a diferentes tipos de estrés,sung
parece que afecten de un modo significativo a lan@ddn, al menos en Arabidopsis (Finkelstein et al
2008).

Sin embargo, la importancia de los geA& en la regulacién de la dormicién se ha puesto de
manifiesto en estudios con ortélogos de estos gemesliferentes especies vegetales, como otras
dicotileddneas, cereales e incluso coniferas (Kdenga005; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Po
ejemplo, VP1 Viviparous 1), otro factor de transcripcién de la familia B86bogo de ABI3 en trigo, maiz
y avena, esta implicado en la transduccion defialsen respuesta a ABA, y su nivel de expresidhase
relacionado con el grado de dormicidn, ya que qureskdn aumenta a medida que la variedad es mas
durmiente (Jones et al., 1997; Carrari et al., 200dkamura y Toyama, 2001). De igual manera, los
niveles de expresién del ortélogo de ABIS en s@gaorrelacionan con el grado de dormicién (Ro@dgu
et al., 2007), aunque la demostracion de un pageifisativo de este factor de transcripcion erc@htrol
de la dormicion requiere mas evidencias funcionales

Para el reconocimiento y activacion de los geneesipuesta a ABA, éstos presentan una serie de
secuenciasis altamente conservadas. El elemento ABRE es elamdsdante y mejor descrito y tiene un
papel crucial en la induccién de muchos genes sjguesta a ABA. Esta formado por una secuencia de 8-
10 pares de bases con un nucleo central ACGT ydoparte de los elementos llamados G-box. La
funcionalidad del elemento ABRE depende del conteet promotor y donde se encuentre; de esta manera
se han definido los complejos ABRC como los congdeninimos de respuesta capaces de conferir
inducibilidad por ABA, formados por un elemento ABR un elemento acoplador (CE3). Los elementos
acopladores CE3 son cajas que s6lo son activasmahirgacion con un elemento ABRE, suelen tener un
elevado contenido en citosinas y guaninas, y sueseia puede variar entre ACGCGTGTCCTC (Shen et
al., 1996), ACGCGCCTCCTC (Busk y Pagés, 1997) y AG3I GG (Garcia-Garrido et al., 1996). La
importancia de estos elementds en el reconocimiento de genes de respuesta a AB&ionados con la
dormicién, se ha puesto de manifiesto en estudioemtes con el ecotipo Cvi de Arabidopsis, queles
gue presenta un mayor grado de dormicién en egecies donde se ha comprobado que existen gran
cantidad de genes relacionados con la dormicioncgunéenen elementos ABRE (Cadman et al., 2006;
Finch-Savage et al., 2007).

Otro de los aspectos importantes en la regulac&mscripcional es el proceso conocido como
remodelacion de la cromatina, asociado a la elodgade la transcripcion. ElI geRDO (Reduced
dormancy) codifica una proteina de tipo “RING finger” C3HCGWe presenta homologia con enzimas
modificadoras de histonas (Liu et al, 2007). Unaatibn en este gen, provoca una menor dormicion
(Peeters et al.,, 2002) y se ha comprobado que doaccomo una E3 ligasa, responsable de la
monoubiquitinacion de la histona H2B, por lo quees®mbré coméiUB1 (Histone Monoubiquitination).
Una mutacién en el gen homologo ##JB1 en Arabidopsis,HUB2, también provoca una menor
dormicion, lo que sugiere que este proceso de relaoidn de la cromatina juega un papel muy impdetan

en la regulacion de la dormicion.
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Ademés de la regulacion transcripcional, existe wvelacion entre el procesamiento post-
transcripcional de los mRNA y la maquinaria de schrccion de sefiales del ABA. Recientemente se han
identificado una serie de mutaciones que provocamayor grado de dormicion y/o hipersensibilidad al
ABA, que afectan a la adicion del capblil (ABA-hypersensitive)], a la sintesis de miRNAh§l1
(hyponastic leaves)], RNA splicing [sadl (supersensitive to ABA and drought)] o degradacion del RNA
poly(A) [ahg2 (ABA hypersensitive germination)] (Kuhn y Schroeder, 2003; Nishimura et al., 2005
hipersensibilidad de estos mutantes indica ques gstateinas actlan como reguladores negativos de la
respuesta a ABA, sin embargo algunas de ellasdseém por ABA o por diferentes tipos de estrésjue

sugiere que pueden participar en un bucle de tetreatacion negativa (Nishimura et al., 2005).

4.5.- Fosforilacion y desfosforilaciéon de proteinas

Los procesos de fosforilaciéon y desfosforilaciéon meteinas intervienen en la activacién o
inactivacién de préacticamente todos los proceshdates, teniendo un papel esencial en la mayaria d
las rutas de sefializacion en plantas. Su impogaeeda patente en el gran nimero de secuencias que
codifican proteina quinasas y fosfatasas en elrgardeArabidopsis.

La transferencia o eliminacion del grupo fosfabeqge tener efectos importantes en la estructura
y en las propiedades funcionales de las protefdaseste modo, la fosforilacién puede regular la
actividad enzimatica al provocar cambios alostérigune bloquean directamente el acceso a los sitios
activos (Johnson y O’Reilly, 1996), regular la liateion entre proteinas que funcionan en forma de
complejos (Pawson, 1995), o ser necesarias pasplecificidad de actuacién en un sitio concretéade
célula, por lo que tiene una gran importancia emelgulacion de muchos aspectos celulares, como
progresion del ciclo celular, procesos metabdlit@sisporte idnico, control del desarrollo y respae a

estreses.

4.5.1.- Proteina quinasas.

Las proteina quinasas (PKs) catalizan la transtéaedel grupoy-fosfato desde el ATP a
determinados aminoacidos de otras proteinas. Noremie presentan una especificidad por el sustrato
mayor que las proteinas fosfatasas. En eucari@a® tipo de modificacidn covalente ocurre
normalmente en residuos de serina, treonina yiBpsungque también se ha descrito fosforilacion de
residuos de histidina, por lo que este tipo deginas se ha clasificado en serina/treonina PKsirtia
PKs o histidina PKs, pero ademas, algunas de gdlssen una actividad dual, tanto serina/treoningoco
tirosina proteina quinasa.

Las PKs son una de las mayores familias protanasucariotas, representando cerca del 2% de
los genes (Stone y Walter, 1995). Tienen un dom@aitalitico muy conservado de entre 250 y 300
nucledtidos, que adopta estructuras similares euasthn activas, sin embargo, las estructuragsltnas
de las quinasas inactivas han revelado una pldaticilestacable en el dominio quinasa, que permite |
adopcion de distintas conformaciones en respuess anteracciones con otras proteinas o dominio
reguladores especificos (Huse y Kuriyan, 2002).

Las PKs participan en la mayoria de las rutas ef@liacion, donde la regulacion de su

actividad catalitica es crucial para el desarrgllanantenimiento de los organismos eucarioticos,
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adquiriendo especial importancia en las respuedéadas plantas a estimulos externos, como los
diferentes estreses biodticos y abidticos (Peck3R00

Se han descrito diversas PKs inducidas por ABAgarecen estar relacionadas con algunos de
los procesos del desarrollo en los que participa lesrmona. Una de las primeras fue la denominada
PKABAL, aislada de embriones de trigo (AnderbergMalter-Simmons, 1992), regulada a nivel
transcripcional por ABA, estrés térmico, hidricsalino (Holappa y Walter-Simmons, 1995). Esta PK
actla fosforilando el factor de transcripcion g tbZIP TaABF de trigo (Johnson et al., 2002), d@and
lugar a la represion de genes inducidos por GAdayaativacion de genes inducidos por ABA (Gémez-
Cadenas et al., 1999; 2001). Por otra parte, sed@cterizado otras proteinas similares a PKABAL e
diferentes especies comdoabidopsis (ASK1 y ASK2) (Park et al., 1993), soja (SPK-3§Ks4) (Yoon
et al., 1997), trigo (TaPK3) (Holappa y Walker-Sioms, 1997) o tabaco (WAPK) (Lee et al., 1998), que
tienen en comun la presencia de una serie de aanitusdacidos en el extremo carboxi-terminal, lo que
puede implicarlas en las respuestas al estrés atabie

También en nuestro laboratorio se han aislado actenizado ciertas proteina quinasas (FsPK1,
FsPK2 y FsPK4) inducidas por ABA y probablementadienadas con la dormicion de semillas de haya
(Lorenzo et al., 2000; 2003; Jiménez et al., 2608;es et al., 2006b).

Finalmente, se ha observado que algunos miembrda &emilia de serina/treonina proteina
quinasas como CDPKs (PKs dependientes de calcidpK8 (PKs dependientes de mitégeno) y SnRKs
(PKs relacionadas con SNF1), interaccioivavitro con varios factores de transcripcion tipo bZIP gom
son AREB/ABF/ABI5 (Choi et al., 2005; Kobayashiatt, 2005; Furihata et al., 2006; Chae et al., 2007
Fujii et al., 2007). La fosforilacion de estos faets de transcripcion se correlaciona con su deiiviy la
mayoria de las PKs que participan en estos procesnsreguladores positivos tanto del ruta de

sefializacion del ABA como de la dormicion (Fujiieét 2007)

4.5.2.- Proteina fosfatasas.

Las proteina fosfatasas (PPs) constituyen un cgongtapo de proteinas, altamente conservadas
a lo largo de la evolucién, que muestran diversiglstductural y funcional, regulando diversas funem®
celulares relacionadas con el metabolismo y elrobdel ciclo celular.

Al igual que ocurre con las PKs, las PPs se aasif segin los residuos que desfosforilen, en
serinal/treonina PPs (PPs), tirosina PPs (PTP4djdihes PPs (PHP) o las que presentan actividad dual
serina/treonina y tirosina PPs (DsPTPs).

Por otra parte, las PPs son componentes eseneialks cascada de sefializacion del ABA, y

parece que su expresion esta altamente reguladeesacial como temporalmente.
4.5.2.1.- Serinaltreonina proteina fosfatasas (PPs)

Estas proteinas se clasifican segun su espeaifigidr el sustrato, sus requerimientos iénicos y
su sensibilidad a distintos inhibidores, en fosfasade tipo 1 (PP1), 2A, 2By 2C (PP2A, PP2B y BP2C
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Proteina fosfatasas tipo 1 y 2A.

Este tipo de fosfatasas se diferencian del restque no necesitan de cationes divalentes para
ser activas, lo que si ocurre con PP2B y PP2C {GRoux, 1996). Las PP1 son metaloenzimas formados
por una subunidad catalitica y varias subunidaeiggladoras (Janssens y Goris, 2001), mientrasague |
PP2A son proteinas heterotriméricas formadas per subunidad catalitica (C) y dos subunidades
reguladoras (A y B) (Janssens y Goris, 2001). Ehbede que posean varias subunidades hace que se
generen isoformas con diferente especificidad deato.

En plantas, estas fosfatasas intervienen en diwgosocesos, como transduccion de sefiales,
regulacion hormonal (actuando como reguladorestiposio negativos en la ruta de transduccion de
sefiales del ABA) (Schmidt et al., 1995; Esser ¢t1897; Grabov et al., 1997; Hey et al., 1997; &u
al., 1997; Kwak et al., 2002), mitosis, control de¢tabolismo del nitrégeno y del carbono (Smith y
Walker, 1996; DelLong, 2006), respuestas de def@skong, 2006), regulacién del cierre estomatico en
respuesta a ABA (Kuo et al.,, 1996; Grabov et a0971 Pei et al., 1997), y recientemente, se ha

relacionado a la PP2A con el control del crecineadicular (Blakeslee et al., 2007).

Proteina fosfatasas tipo 2B.

Las PP2B son proteinas reguladas pof” @acuya actividad es estimulada por calmodulina,
interviniendo en la regulacién de los canales deacéKudla et al., 1999). Forman heterodimerosdion
la subunidad A es la catalitica y la subunidad Betpuladora. La subunidad catalitica contiene eg&n
que interacciona con la subunidad reguladora ylaoralmodulina. Ademas, en la region C-terminal
posee un dominio de autoinhibicién que inhibe lavatad fosfatasa cuando no se encuentra unida a la

calmodulina (Luan, 2003).

Proteina fosfatasas tipo 2C.

Las PP2Cs de plantas destacan por su abundandv@rgidad, que no es comparable con las
PP2Cs de otros organismos, por lo que puede haP2CS especificas de procesos vegetales. Estas
proteinas comparten una serie de caracteristioasp dormar monémeros que requieren?Mgy Mn**
para su actividad y presentan 11 subdominios eggi@n catalitica de la proteina (Bork et al., 99@s
PP2Cs vegetales se caracterizan por presentatremexN-terminal de longitud variable que no muestr
homologia entre los diferentes miembros de est@ogriEsta caracteristica puede jugar un papel
importante en la regulaciéon de la actividad del igoncatalitico, en la especificidad por el sustrat
(dirigiendo su actividad en ausencia de subunideeigsladoras independientes, y ademas, pareca ser |
responsable de la especificidad de interacciénot@as proteinas) (Yang et al., 2006), o su locei@a
en determinados compartimentos subcelulares. L2E®Parece que tienen numerosos sustratos, pero
sélo se han identificado algunos de ellos (Chrismmet al., 2006), entre los que se encuentranriztie
transcripcion implicados en la respuesta a estimriielbach et al., 2002), proteina quinasas como
SOS2 (SALT OVERLY SENSITIVE 2) necesaria para letancia al frio (Ohta et al., 2003; Yoshida et
al., 2006), sensores de ®aomo la calcineurina B (Guo et al., 2002), gldtatperoxidasa (Miao et al.,
2006) o fibrilina (proteina fotoprotectora que sewentra en el plastidio y que se induce por éstrés
(Yang et al., 2006).
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Probablemente la subfamilia de PP2Cs mejor estadied la de las fosfatasas ABI1 y ABI2 de
Arabidopsis, que forman parte de la ruta de transduccion delse del ABA actuando como reguladores
negativos de la misma (Leung et al., 1994; Meyed.etl994; Rodriguez et al., 1998; Sheen, 1998tiGo
et al., 1999; Merlot et al., 2001). Otras PP2Caaiehados con ABI1 y ABI2 como AtPP2CA (Yoshida
et al.,, 2006), HAB1 (S&ez et al., 2004; Saez et24l06) y FsPP2C1 (Gonzalez-Garcia et al., 2003)
también actlan como reguladores negativos de & detsefializacion del ABA. Sin embargo fen
sylvatica, la proteina homologa FsPP2C2 actla como regulaakitivo de la ruta de sefalizacion del
ABA, debido a la disminucion en los niveles de Gpar, lo que debe existir una interaccion entreuta r
de sefializacion del ABA y la biosintesis de GAsy@eet al., 2006a).

4.5.2.2.- Tirosina proteina fosfatasas.

Estas proteinas eliminan el grupo fosfato de residasforilados de tirosina de otras proteinas.
En base al aminoacido que desfosforilan, puedenlasificadas en PTPs (actlan especificamente sobre
los residuos de tirosina) y DsPTPs (fosfatasasctieidad dual que actian sobre residuos de tirogina
serina/treonina).

Las PTPs pueden ser posibles receptores transmmanbrdien enzimas intracelulares. Los
posibles receptores transmembranas estan formadasiglominio extracelular con capacidad de unién
al ligando, una regidn simple transmembrana y udosodominios PTP citoplasmaticos (figura 1.2). Las
PTPs intracelulares tienen un dominio cataliticopdé y varias extensiones amino o carboxilo terinina
que incluyen dominios SH2 con funciones reguladfraan, 2003).

Todas las PTPs se caracterizan por su sensibiilaginadato, capacidad para hidrolizar p-
nitrofenil fosfato, insensibilidad al acido okadaiy porque no requieren la presencia de ioneslic®ta
para la catdlisis.

Tanto las PTPs como las DsPTPs, a pesar de tesagaelsomologia en su secuencia, poseen en
el dominio catalitico la secuencia consenso (V/IYAGXGR(S/T)G. Ademas, las secuencias que dan
lugar a la especificidad de sustrato se encuefitiera de la regién catalitica (Denu et al., 1996nKs y
Neel, 1996). Todas las PTPs contienen un residucigieina, que tiene que encontrarse en su forma
reducida para permitir la actividad fosfatasa; claaesta cisteina se oxida, debido a un estréstada
se produce la inactivacion de las PTPs (Denu y &arl®98), aunque recientemente, se ha descrito una
tirosina fosfatasa en plantas que no posee el dorgire contiene esta cisteina, descrita como esenci
para la actividad fosfatasa (Rayapureddi et aD520

A pesar de la importancia que tienen las PTPs enades, en plantas no se caracterizaron hasta
1998, y su papel en la desfosforilacion de proteérarestos de tirosina estd menos documentadenque
animales (Hunter, 1998), aunque se han encontremteipas fosforiladas en el residuo de tirosina en
células de zanahoria, hojas émosa pudica, hipocotilos deArabidopsis y en células en suspension de
Arabidopsis (Barizza et al., 1999; Kameyama et al., 2000; [duztral., 2003; Sugiyama et al., 2008).

Estas proteinas parece que tienen un papel imperem diferentes procesos como en la
proliferacion celular, la diferenciacion, la reguiten de las MAPKs vy las respuestas a estrés (Wurgle
Murphy et al., 1998).
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Las PTPs, ademas, estan implicadas en las rutssfiddizacion del ABA. En diversos estudios
se ha comprobado que, tras la utilizacion de uibiar de estas proteinas (PAO, 6xido de fenilasse
modifican varias respuestas dependientes de ABAe Esibidor provoca una disminucién en la
expresién del gerRAB18 en protoplastos de aleurona en cebada y evitaieelecestomatico en
Commelina communis, lo que indica que las PTPs actuarian como regrdadpositivos de la ruta de
sefializacion del ABA (Knetsch et al., 1996; MacRebl2002); sin embargo, en otros estudios se ha
observado que la adicion de PAO provoca un aunmemia inhibicion de la germinacion de semillas de
Arabidopsis (Reyes et al., 2006c), lo que sugiere que estedgproteina fosfatasas participarian como
reguladores negativos de la ruta del ABA durantgdeminacion. Adicionalmente, en estudios con el
mutantephsl-3 (Propyzamide HyperSensitivel, afectado en unaefattirosina fosfatasa dual) se ha
demostrado que esta PTP actia como regulador wegktila ruta de sefializacion del ABA (Quettier et
al., 2006).

I Dominio catalitico

I] Dominio SH2

© Fibronectina lll
@ vembrana plasmética

— _ - J N J
Enzimas intracelulares Proteinas de
especificidad dual

Receptores

Proteinas especificas de tirosina

Figura 1.2.: Dominios estructurales de las proteina tirosindafasas. Las PTPs que actdan como
receptores suelen presentar dos dominios catalitioientras que las que actiGan como enzimas
intracelulares tienen sélo uno. Las DsPTPs, a mesaresentar diferencias en la secuencia conTlgs,P
poseen una secuencia comun en el dominio catalfficiaptado de Luan, 2003).

5.- ELIMINACION DE LA DORMICION.
El paso de dormicion a germinacion tiene lugariared la interaccion entre factores enddgenos
(morfoldgicos, hormonales o metabdlicos) y fact@esgenos o ambientales (humedad, luz, temperatura,

etc.) (Hilhorst y Karssen, 1992), estando somedida estricto control por estos factores (Figuta I.
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Existen numerosos tratamientos que eliminan lenddn de las semillas, entre los que destacan
ciertos factores ambientales y hormonales, la Blgidn de cubiertas seminales impermeables y la
aplicacién de agentes quimicos. Las condicionesraalio en que se encuentra la semilla, el ataque
microbiano y la abrasion producida por las pardisullel suelo, asi como el intemperismo, son muy
importantes en el ablandamiento de las cubiertaasda impermeables al agua, que son causa de
dormicién en semillas de muchas especies.

Aunque se conocen muchos aspectos relacionadosl| ¢oigio de la dormicion, la sefial de su
terminacién no se conoce con detalle, si bien gahkégico pensar que pueda estar relacionada con la
sefial que la produjo (ABA). Tratamientos que pravota salida de la dormicién en muchas especies
vegetales, como el almacenamiento seco o lastaltgseraturas, van acompafados por un incremento en
la degradacion del ABA (Gubler et al., 2005; 200Bgcientemente, también se ha demostrado que
irradiaciones con luz roja o tratamientos con GAsvpcan la salida de la dormicién, probablemente
porque inducen la conjugacion del ABA (Seo et 2006). Otros tratamientos eficaces como las bajas
temperaturas (o estratificacion) provocan la satidaABA al medio circundante en semillas totalmente
hidratadas (Ren y Kermode, 1999). Sea como fueapayte de la disminucion en los niveles de ABA, la
pérdida de la dormicion parece estar relacionadaucoincremento en la sensibilidad a las GAs, aeinqu
también hay evidencias del papel de otras hormaoeso brasinoesteroides o etileno, en la salida de
dormicién (Finkelstein et al., 2008) (Figura I.1).

5.1. Papel de los brasinoesteroides.

Los brasinoesteroides son hormonas esteroidedgau@s en la elongacion del tallo, aunque
también se las ha implicado en la promocion deelangacion (Clouse, 2001). En Arabidopsis se ha
comprobado que, aunque tanto mutantes deficierda® dnsensibles a brasinoesteroides germinan
correctamente, son mas sensibles a la inhibicida derminacion mediada por ABA que el tipo silvest
(Steber y McCourt, 2001), lo que sugiere que dichataciones afectan a la capacidad germinativa de |
semilla. Adicionalmente, la aplicacién exdgena desimoesteroides es capaz de revertir las defigignc
de germinacion en diferentes mutantes que tienectaafos tanto la sintesis como el mecanismo de
accion de las GAs (Steber y McCourt, 2001), aungluenecanismo por el que estas dos hormonas

promueven la germinacion es diferente (Leubner-tz2001).

5.2. Papel del etileno.

El etileno promueve la rotura de la dormicion raett interacciones con la ruta de sefializacion
del ABA. Diversos mutantes relacionados con el mistao de accién del etileno presentan un mayor
grado de dormicion como consecuencia tanto de umgmnsensibilidad al ABA como a un incremento
en los niveles de esta hormona (Beaudoin et dQ;2Bhassemian et al., 2000; Chiwocha et al., 2005)
por el contrario el mutante de respuesta const#tudil etileno,ctrl, presenta una reduccién en la
sensibilidad al ABA y un menor grado de dormici@héssemian et al., 2000). Por tanto, estos resgltad
indican que el efecto del etileno en la eliminadi@nla dormicion se debe a su efecto antagonicdacon

ruta de sefializacion del ABA (Figura 1.1).
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5.3. Papel de las giberelinas.

Las giberelinas constituyen un grupo de compueditespenos tetraciclicos capaces de regular
gran cantidad de aspectos relacionados con elnumto y desarrollo de las plantas, entre los que s
incluyen la germinacion de semillas, la inducci@nla floracién o el desarrollo de frutos (Sun y @ub
2004).

Estas hormonas estimulan la germinacién medianiteduccion de enzimas hidroliticas que van
a debilitar las barreras que impiden el crecimiedéb embriéon, como el endospermo o la cubierta
seminal, van a inducir la movilizacién de reserya®mo consecuencia van a estimular la expansibn de
embrion (Bewley y Black, 1994).

A pesar de la importancia de las giberelinas emdaccion de la germinacién, el papel que
juegan estas hormonas en la eliminacién de la dafmino estd excesivamente claro. Aunque parece
evidente que la acumulacion de GAs esta relacionadda transicion entre dormicién/germinacién de
semillas, la aplicacién de GAs exclusivamente na waducir la germinacién en todas las especignpco
por ejemplo ocurre con el ecotipo cabo verdéAdthaliana, que es el que presenta un mayor grado de
dormicién (Ali-Rachedi et al., 2004). Diferentestueios parecen indicar que es necesario que se
produzca un descenso en los niveles de ABA antesndeemento tanto en los niveles como en la
sensibilidad a las GAs (Jacobsen et al., 2002RAlthedi et al., 2004). Por otra parte, se sabeaue
sensibilidad a las GAs se incrementa tras el alnsnéento seco (Derkx et al., 1993). De manera amil
se ha comprobado que se produce un incrementoseniveles de GAs tras la estratificacion de las
semillas (Yamauchi et al., 2004). Desde un puntovidéa molecular, hay evidencias que estos
tratamientos que provocan la salida de la dormisi@n a producir un incremento en los niveles de
expression de genes relacionados con la sintesAdeactivas, como GA3 oxidasa o GA20 oxidasa,
mientras que van a disminuir los transcritos rela@ilos con su catabolismo, como la GA2 oxidasa
(Yamauchi et al., 2004; Finch-Savage et al., 2@Bigura 1.1). A la vista de todos estos resultgomece
claro que las GAs son necesarias, pero no sufesegudra que se produzca la salida de la dormicion.

Adicionalmente, el papel de las giberelinas en motieddneas y dicotiledoneas es diferente.
Mutantes tanto de Arabidopsis como de tomate @afies en GAs son incapaces de germinar (Mitchum
et al., 2006; Steber, 2007), pero esta incapaoidarktvertida tanto por la aplicacién exdégena de GAs
como por la eliminacion del pericarpio y la tefar lo tanto, estos mutantes deficientes en GAajanc
perfectamente en la definicion clasica de semdlasnientes (Finkelstein et al., 2008), y nos indjce
la sintesis de GAs es uno de los pasos necesarasl® eliminacion de la dormiciéon. Sin embargo,
parece que las semillas de cereales no requier&fdgara germinar. Variedades mutantes de arrez qu
tienen afectado el receptor de giberelinas, prasenbha disminucién en los niveles de actividadade |
enzimada-amilasa, aunque son capaces de germinar (Uegactakd et al., 2005), mientras que este
mismo tipo de mutaciones en Arabidopsis producblogueo en la germinacion de las semillas (Willige
et al.,, 2007). Estas discrepancias entre monoddtileas y dicotiledoneas pueden reflejar diferencias
tanto en la estructura como en la composicion tEsaos tipos de semillas, o bien, y aunque naase h

detectado, la existencia de redundancia en laizaddln de las GAs en arroz (Finkelstein et alQ&0
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5.3.1. Papel de las proteinas DELLA en la sefializan de las giberelinas y en la
germinacion de semillas.

Las giberelinas van a estimular la germinacion iared la degradacién de unas proteinas
represoras que reciben el nombre de proteinas DHEIlker et al., 2004; Ariizumi y Steber, 2007). En
ausencia de GAs estas proteinas se acumulan edackdon donde bloquean la expresién de genes
regulados por GAs, y son desestabilizadas porhestaona. Estos represores son miembros de la &amili
GRAS [GA INSENSITIVE (GAl), REPRESSOR OF GA1-3 (RGANd SCARECROW] (Peng et al.,
1999; Pysh et al., 1999) de factores de transaénipespecificos de plantas, que se caracterizapgseer
en el extremo N-terminal el dominio DELLA que loifedencia de los otros miembros de esta familia.
Mutantes nulos de estos genes carecen del coigraide por estos represores y provocan un fenotipo
caracteristico de plantas tratadas con un exce§Adglkeda et al., 2001; King et al., 2001; DilByn,
2001), mientras que mutaciones de ganancia dedunmouestran un fenotipo tipico de deficiencia en
GAs (Peng et al., 1999; Dill et al., 2001). Todatas mutaciones afectan al dominio DELLA, lo que
llevé a postular que estas proteinas actuarian cequdadores negativos de la ruta de sefializacifurey
las GAs bloquearian su funcion represora. Hoy ensedi sabe que en presencia de GAs, este domino
DELLA va a interaccionar con el receptor de gibieesd GID1, lo que va a facilitar su unién al comple
E3 ubiquitina ligasa SC¥?S'! responsable de su ubiquitinizacién y posteriorraeacion por el
proteasoma 26S (Griffiths et al., 2006; Willigeakt 2007) (Figura 1.3).

GA

!
w M)
(GID1)
DELLA —» o _ .
1

Represion

}

Crecimiento vegetal

Figura 1.3.: Modelo de accién de proteinas DELLA. Las proteld& LA actian como represores del
crecimiento vegetal. Las modificaciones posttransiunales o de fosforilacién que sufren las pratein
DELLA (M-DELLA: proteinas DELLA modificadas) pern@t que se active su actividad represora para
controlar el crecimiento vegetal. Las moléculasGdes activas se van a unir al receptor soluble ds GA
GID1, permitiendo la interaccion entre GID1 y elmidpoio DELLA de las proteinas DELLA.
Posteriormente, se provocara una mayor interaamiére el extremo C-terminal de las proteinas DELLA
y el componente F-box del complejo SER'P? provocando con ello la poliubiquitinacién de las
proteinas DELLA a través de la E3 ubiquitina-ligs8&8FP-"¢"®? y finalmente, degradando estas
proteinas a través de la ruta del proteasoma 2@@p(ado de Jiang y Fu, 2007).

En Arabidopsis se han identificado 5 miembros de 8go de proteinas DELLA: GAI, RGA,
RGL1, RGL2 y RGL3, con funciones solapantes pemsiirdas. GAl y RGA funcionan de manera
concertada controlando la elongacion del tallo g¥pansion de las hojas (King et al., 2001). RGedg
una funcién predominante en la floracion, mienttage RGL2 ejerce su control principal en la

germinacion (Cao et al., 2005; 2006) de tal mageeaes necesaria la reversion del bloqueo impypesto
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estos represores para que se inicie la germing€yar et al., 2004; Cao et al., 2005). De hecleoha
observado que en el mutante deficiegeg, RGL2 desaparece tras sélo 5 h de imbibicion es @Ader

et al., 2004). Este modelo de expresion sugiereR{Bie2 es un potente represor de la germinacién y su
degradacion por giberelinas permite la germinacidicionalmente se ha comprobado que el ABA
estabiliza esta proteina DELLA (Penfield et al.0@0y se ha sugerido que RGL2 podria promover la
dormicién mediante la inhibicibn de la expansion Ide cotiledones que se produce antes de la
germinacion. Recientemente también se ha demostfadoRGL2 inhibe la germinacion mediante la
estimulacién de la sintesis de ABA e incrementaladactividad de ABI5 (Piskurewicz et al., 2008).
Todos estos datos, por tanto, ponen de manifiagtoR{5L.2 desempefia un papel muy importante en la
dormicién/germinacion de semillas.

Por otra parte, se sabe que en estos procesosdoegar GAs, la luz ejerce un papel muy
importante. El factor de transcripcion PHYTOCROME ERACTING FACTOR LIKE (PIL5) regula la
transcripcion de los genes GAl y RGA, promovienal@tumulacion de estos represores en las semillas
(Oh et al., 2007). La luz induciria la degradaaiéPIL5 y en consecuencia promoveria una redu@sion
los niveles de expresion de estos represores,ddigce que se incrementen los niveles de GAs agtiva
por tanto que se degraden RGL2 y el resto de magdDELLA (figura 1.1). Asi, durante la germinacion
los niveles de proteinas DELLA estarian controlatlrg#o a nivel transcripcional como a nivel de
estabilidad de estas proteinas (Oh et al., 2007).

Adicionalmente, la funcion de las proteinas DELLta#mbién puede ser regulada por otros
mecanismos diferentes a la degradacién. Por ejemploutante insensible a GAslyl, acumula niveles
muy elevados de estos represores, pero su fenesippenos severo que el de los mutantes deficientes
gal, lo que indicaria que modificaciones posttransivipales de las proteinas DELLA y/o de otros
intermediarios de la sefializacion jugarian un papel importante en la ruta de transduccion de ssiial
de las GAs (Swain et al., 2002; Itoh et al., 20Bi/erstone et al., 2007).

Por ultimo, hay varias evidencias de la existedeanteracciones entre la ruta de sefializacion
de las GAs y la de otras hormonas. Estas intenagsi@onvergerian en los represores DELLA, cuya
funcion estd modulada ademas de por GAs, por ldAcahard et al.,, 2007), auxinas (Fu y Harberd,
2003), etileno (Achard et al., 2003) o ABA (Achatdal., 2006).

5.3.2.-Posible relacién entre las giberelinas y el acidakcilico.

Como ya se ha mencionado anteriormente, las diilb@sepromueven el crecimiento de las
plantas induciendo la degradacién de las proteiDB&LA, que son reguladores negativos del
crecimiento vegetal. En estudios recientes se hasieado que plantas con mutaciones de pérdida de
funcion en estas proteinas DELLA, son mas resisseatpatdgenos biotrofos, ya que se potenciada rut
de defensa dependiente de SA (Navarro et al., 2Q@@8)el contrario, estos mutantes resultan ser muy
sensibles al patdgeno necrotréfobrassicicola. Todo ello sugiere que las proteinas DELLA y @ottd
las giberelinas controlan las respuestas defengleak planta regulando el balance entre la ruta de

defensa mediada por acido salicilico (SA) y la meédipor acido jasmoénico (JA)/etileno.
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6.- EL ACIDO SALICILICO (SA).
El &cido salicilico es una molécula sefial que irduecanismos de defensa en las plantas frente
a gran variedad de patégenos (Raskin, 1992; Klexts@gj, 2000; Shah, 2003; Halim et al., 2006). En
plantas superiores, este compuesto se sintetizvéstde la ruta del shikimato/corismato (Sticheale
1997) (Figura 1.4), utilizando el corismato comeqursor, a través de dos rutas diferentes.
¢ El corismato se convierte en L-Arogenato a tradeda enzima corismato mutasa (CM) para
posteriormente transformarse en fenilalanina, @ueosivertird en &cido cindmico por la accién
de la fenilalanina amonio liasa (PAL). El SA proitiaca partir de esta ruta potencia la muerte
celular en plantas (Wildermuth et al., 2006).
+ La segunda ruta, descrita inicialmente en bastesmha demostrado que también ocurre en los
cloroplastos de las plantas (Wildermuth et al., 120®/ildermuth et al., 2006). En ella, el
corismato se transforma en isocorismato a travéls @mzima isocorismato sintasa (ICS). La
ICS1 se une con una gran afinidad al corismativaaalose para, posteriormente, ser importada
al estroma del cloroplasto (Strawn et al., 2009 8ltimo, el isocorismato, a través de la
piruvato liasa (PL), se convertira en acido satioi(SA) y piruvato (Wildermuth et al., 2001)
(Figura 1.4).

/ Ruta deI shikimato \
Antranilato @\JI\ CM = L-Arogenato —s= Tirosina

:H Corlsmato ) )
Fenilalanina
leCS Pal
Coy trans-acido cinamico
._\.,,,OH
Triptéfano J\ L )
coy Acido benzoico
Isocorismato BAZHY

PL {PchB)?

ijl/ JL co;
K Acido salicilico  Piruvato /

Figura 1.4.- Ruta biosintética del acido salicilico en plantachB, piruvato liasa erP.aeruginosa;
BA2H, &cido benzoico 2-hidroxilasaS, antranilato sintasaCM, corismato mutasa. (Adaptado de
Wildermuth et al., 2007).

Acido salicilico

El acido salicilico (SA), al igual que otras hommas, va a sufrir modificaciones como
glucosilacion, metilacion o conjugacién con amindés, procesos gque van a controlar tanto espacial

como temporalmente la disponibilidad de la formigavaale la hormona. La mayoria del SA inducido por
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el ataque de algun agente patégeno, se glucosil pacion de la UDP-glucosiltransferasa (UGT)apar
dar lugar a 29-p-D-glucosidasa (SAG) (forma no toxica del SA), ggeacumula en las vacuolas donde
se transformara en una forma hidrolizable del SAafet al., 2005). Recientemente se ha sugerido que
otras modificaciones del SA proporcionan espedifidi biol6gica en las respuestas de defensa de las
plantas. En este sentido, la metilacion del SA wgal a metil salicilato (MeSA), un éster volatil
normalmente ausente en plantas pero que se induda mfeccién de patégenos, y que actlla como una
molécula sefial en las respuestas de defensa (@hp ¥294; Koo et al., 2007), ademas de inducgue
se conoce como respuesta sistémica adquirida (§&Rhar y Klessig, 2003; Forouhar et al., 2005). Por
otra parte, el SA conjugado con aminoacidos tambridoce respuestas de defensa, de modo que esta
forma de SA se exportaria a células adyacentes kidvelizaria hasta SA libre que activaria las
respuestas de defensa (Nobuta et al., 2007); deafalternativa, el SA conjugado con aminoacidos
puede actuar como diana de las rutas de degragdacidi en la mediada por ubiquitina que degrada los
reguladores negativos de las rutas de sefalizadwddmonal, y que es fundamental para el control
hormonal (Dreher y Callis, 2007).

El acido salicilico (SA) es una hormona necesaaia el desarrollo de los sintomas de estrés y
para la muerte celular producida por la respuagir$ensible (HR); su aplicacion exégena es capaz d
inducir la expresién de genes relacionados corafaggnesis (PR) (Malamy et al., 1990) y establicer
respuesta sistémica adquirida (SAR) (Métraux etl@R0; Gaffney et al., 1993), ya que su acumutacio
en diferentes tejidos es esencial para la inducadlén esta respuesta (Vernooij et al.,, 1994).

Adicionalmente a su funcién en los mecanismos efenda de la planta frente a un estrés
bidtico, el SA participa en otros procesos fisiagddg (Raskin, 1992) ya que va a inducir la expresié
oxidasas alternativas (Rhoads y Malntosh, 1992)avprovocar el desacoplamiento de la cadena
transportadora de electrones en las mitocondriasnilin et al., 2004) e induce la produccion de calor
(Raskin et al., 1987). En plantulas de trigo imtiétsi en una soluciéon de SA, se produce un increnegnto
el nimero de hojas, en la produccion de biomasa la® actividades de la nitrato reductasa y de la
anhidrasa carbdnica (Hayat et al., 2005). Por tamtaue varios de estos procesos relacionadosacon
accion del SA no son especificos de ningln espriésece l6gico pensar que el SA no solo estaria

implicado en las respuestas al estrés biético,tsimbpién al abiético (Horvath et al., 2007).

6.1.- Relacion del acido salicilico (SA) con otrdsrmonas.

Las hormonas vegetales estan relacionadas coguacgn del crecimiento y con la actividad o
represion meristematica, teniendo efectos enitadigia de la planta, incluso en los tejidos difiados.

Las auxinas parece que actian como reguladorestivesgale la sefalizacion del SA,
probablemente activando la ruta de sefalizaciodAgya que éstas son necesarias para la elimmdeio
la respuesta hipersensible (HR), ademas de proveeasibilidad frente a los patégenos biotrofos
(Robert-Seilaniantz et al., 2007) (Figura 1.5).

La relacion de las citoquininas con el SA es simdala de las auxinas, actuando como
reguladores negativos de la ruta de sefalizacib8AleLa produccion de citoquininas esta inducida p
patégenos biotrofos y estan relacionadas con fairgdicion de la respuesta hipersensible (Robinette y
Matthysse, 1990; Murphy et al., 1997) (Figura 1.5).
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Las giberelinas por el contrario, inducen el creemto por la degradacion de las proteinas
DELLA y potencian la ruta de defensa dependient&éeNavarro et al., 2008) (Figura 1.5).

El acido abscisico (ABA) tiene un papel muy impottaen la adaptacion a los estreses
abiéticos, sin embargo, su papel en la respuestdefm estreses bidticos es menos conocido. Pguece
el ABA actua como regulador negativo de la ruteseé@alizacion del SA, priorizando la respuesta de la
planta frente a estreses abidticos (Abe et al.3280derson et al., 2004) (Figura 1.4).

Los brasinoesteroides inducen las respuestas dasdeén las plantas, aumentando la resistencia
frente a patdgenos biotrofos, sin embargo, su nimwande accion es diferente al del SA. La posible
explicacion puede residir en la interaccion erdsedrasinoesteroides y otras hormonas (Krishne3)200

El acido jasménico (JA) presenta un efecto antagduion el acido salicilico (SA), ya que
mientras el SA se ha relacionado con la resistemgiatdgenos biotrofos, el 4cido jasmonico (JAhae
relacionado con la resistencia a patdgenos nefost(Beys y Parker, 2000; Kunkel y Brooks, 2002). S
embargo, hay datos que sugieren la existencia deathde sefializacion mas compleja donde se darian
interacciones positivas y negativas (Mur et alQ&0Truman et al., 2007), ya que tras la aplicacién
simultdnea de pequefias concentraciones de SA g pPoduce una expresion sinérgica del g y de
marcadores de defensa de JA, sin embargo, elecadasntraciones de estas hormonas tiene un efecto

antagonico, produciendo oxigeno reactivo apoplastimuerte celular (Mur et al., 2006) (figura 1.5).

Estrés provocado por patégenos

l I - ABA

INET <+<—— Rutas de resistencia a enfermedades—>
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. . . | . . ;
Resistencia a patégenos 1 Resistencia a patégenos
necrotrofos I biotrofos

Tolerancia frente a
estrés abibtico

Figura 1.5.- Posible modelo de interaccion entre las difereméas de sefalizacién hormonal.
(Adaptado de Robert-Seilaniantz et al., 2007).
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6.2.- Relacién entre el &cido salicilico y los esfses abitticos.
En los Ultimos afios, se ha comprobado que el @A no sélo se restringe a las respuestas
de las plantas frente al estrés biético, sino go@ién juega un papel importante en las respudsties

plantas frente a diferentes tipos de estrés abi@tiorvath et al., 2007).

6.2.1.-Estrés producido por metales pesados.

En diferentes estudios con plantas de pepino, tabagrasol, se ha comprobado que el acido
salicilico (SA) induce una mayor resistencia freatws efectos toxicos provocados por un exceso de
cobre (Strobel y Kuc, 1995; El-Tayeb et al., 20@3l mismo modo, en plantas de arroz, el tratarient
con SA provoca una mejora en la germinacion dedasllas y en el crecimiento de las plantulas caand
estan sometidas a un estrés pd¥ BtHg* (Mishra y Choudhuri, 1997).

El SA también parece tener un efecto positivo &ealtestrés por cadmio, ya que plantulas de
cebada tratadas con SA no presentan peroxidagfitich (provocada por este metal) (Metwally et al.,
2003), y en soja se mitigan los efectos provocgumsel tratamiento con este metal, probablemente
porque varia su distribucién en los érganos veggtéDrazic y Mihailovic, 2005). Sin embargo, se ha
observado un efecto contrario del SA en plantaalfdéfa (imbibidas en una solucion de SA) y de maiz
(donde el SA se aplicé mediante una solucion higinaga), en el que se agravan los sintomas prodsicido
por el estrés por cadmio (Pal et al., 2002; Dratial., 2006); siendo el efecto contrario cuando la
semillas de maiz se imbiben en una solucién de @Béduciéndose una disminucion de los efectos
negativos del cadmio sobre los procesos fotostug{iKrantev et al., 2008).

En el estrés producido por aluminio, el SA provana mayor tolerancia frente a este metal, ya

gue incrementa el flujo de citrato hacia las rametando la absorcion del mismo (Yang et al., 32003

6.2.2.- Estrés producido por choque térmico.

Las plantas son capaces de soportar elevadas etomaesrsin necesidad de aclimatarse al calor
o de ser sometidas a algun tratamiento quimic@nfiemo conocido como termotolerancia basal. Si las
plantas se someten a un estrés suave por calalepaelquirir tolerancia de un modo transitorio tieesm
temperaturas mas elevadas, fenémeno conocido eenmotblerancia adquirida o aclimatacién (Clarke
et al., 2004).

La primera evidencia del efecto del SA sobre lartnicia al calor se observé en plantas de
mostaza rociadas con una solucion de SA (Dat et1898); este efecto es dependiente de la
concentracion, ya que el SA solo tiene un efeabteptor a bajas concentraciones. El papel de tass$n
del SA en la aclimatacién al calor se comprob6 gramtmente en estudios con inhibidores de la dgtes
del SA, los cuales reducian el contenido endégen&Al y el nivel de tolerancia térmica (Pan et al.,
2006).

Del mismo modo, parece que también es importanteoelo en el que se aplique el SA; si se
rocia induce la tolerancia al calor, mientras gusesaplica en solucion hidroponica produce eltefec
contrario. Adicionalmente, la actividad catalaseepa ser crucial para la eliminacién deOzdurante el
estrés térmico, y se ha comprobado que esta adiddmenta tras la aplicacion foliar del SA, migstr

gue se ve inhibida en plantas que han sido tratadespdonicamente (Shi et al., 2006).
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Existe una ligera controversia sobre el papel deleB la termotolerancia, ya que algunos
autores defienden la idea de que es importante | etegarrollo de la termotolerancia adquirida
(Larkindale et al., 2005), mientras que otros afamepor su papel en la termotolerancia basal (€Elatk
al., 2004).

Ademas de la tolerancia que confiere el SA frentelewadas temperaturas, la aplicacion
exégena de esta hormona es capaz de mejorar fanoi al frio en diferentes especies vegetalesi@la
et al., 1999; 2000; Horvath et al., 2002), efeate ga acompafiado de un incremento en la actividad d

la enzima glutation reductasa, asi como una diszionien la actividad catalasa (Kang y Saltveit,200

6.2.3.- Estrés osmotico y salino.

La aplicacion exdgena de pequefias concentracian8g&ciumenta la tolerancia al estrés salino
(EI-Tayeb, 2005), mejora el crecimiento de la @amrovoca la acumulacién de ABA vy prolinas
(Shakirova et al., 2003), aumenta la tasa fotosoate la tasa de transpiracién y la conductancia
estomética, y disminuye la salida de electrolifesperoxidacion lipidica y la permeabilidad de la
membrana (Sawada et al., 2006). El tratamientoS®iva acompafiado de un incremento transitorio en
los niveles de kD,, por lo que parece probable que el SA pueda ejercefecto protector a través de
este incremento (Wahid et al., 2007). Adicionalrageh condiciones de estrés salino se ha obsemwado
incremento en el nivel endégeno del SA y una ingurcde la actividad de la enzima de biosintesis del
SA, acido benzoico 2-hidroxilasa. Del mismo modoaplicacién de SA directamente en el suelo tiene
un efecto positivo, ya que mejora la supervivereia plantas de maiz sometidas a estrés salino,
disminuyendo la acumulacion de NaCl (Gunes et al., 2007).

Sin embargo, el efecto positivo del SA no es tddemte cuando se habla de la tolerancia de las
plantas a la sequia. Plantas de maiz de dos senmatetas con SA muestran una disminucién en la
tolerancia a la sequia, aunque aumenta el conteld@duoliaminas (Németh et al., 2002); sin embargo,
cuando se imbiben granos de maiz, semillas de ¢éomade judia en una solucion de SA antes de
sembrarlos, se mejora la tolerancia a la sequiasi@lantas (Senaratna et al., 2000; Hamada y Al-
Hakimi, 2001). El tratamiento con SA de plantulastdgo sometidas a un estrés por sequia provoca en
éstas un aumento del contenido de humedad, maaaadividad carboxilasa de la Rubisco, actividad
superdxido dismutasa y contenido total de clordfimg y Usha, 2003). En ocasiones, este tipo tléses
viene acompafiado por un estrés oxidativo (Czovel.eP006; El-Tayeb, 2006), por ello, en estudios
donde se rocian hojas de trigo, sometidas a uésebtdrico moderado, con una baja concentracion de
SA, se ve aumentada la actividad de enzimas ad#oies, el contenido de clorofila, el contenido
relativo de agua y el indice de estabilidad dedanbrana, mientras que disminuyen los niveles g& H
y de peroéxidos lipidicos (Agarwal et al., 2005)rdStefectos del tratamiento con SA es la reducgén
dafio en las membranas celulares producido por ficitdédrico, ademas de un incremento en el
contenido de ABA en hojas (Bandurska y StroinsB03).

6.2.4.- Estrés oxidativo.

La mayoria de los factores que provocan estrésgmuestar relacionados con el dafio oxidativo.

La principal evidencia de la presencia de estrédativo acompafiado de otros factores de estrés
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abidticos, es el incremento en el contenido dexi@o8 lipidicos, los cuales provocan muerte celular
Existen ciertos compuestos, como el paraquat, gdecen de un modo directo estrés oxidativo. En
diferentes estudios se ha puesto de manifiestdagaplicacion exégena de SA a bajas concentragiones
proporciona proteccion frente al dafio oxidativaedio en plantas. En plantas de pepino y tabacoedond
se rociaron sus hojas con una solucidon de SA, sereb que éste tenia un efecto protector frente al
estrés oxidativo producido por el paraquat (Strgbi€lic, 1995). Del mismo modo, semillas de cebada
tratadas con SA presentaban una disminucion emoldupcion de KO, inducida por paraquat, en la
peroxidacion lipidica y en la salida de electra@ii@nanieva et al., 2002), mientras que se indleia

actividad de ciertas enzimas antioxidantes (Anan&hal., 2004).
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Objetivos

ANTECEDENTESY OBJETIVOSDEL TRABAJO

El grupo de investigacion bajo cuya tutela sedadizado el trabajo que recoge esta memoria, ha
tenido como principal objeto de estudio, desde lege mas de 15 afios, los mecanismos hormonales,
bioquimicos y moleculares relacionados con el obul@ los procesos de dormicién y germinacion de la
semillas deFagus sylvatica. Con este objetivo se han aislado y caracterizadims clones de cDNA
regulados por ABA y/o por GAs, que son las pringpaormonas implicadas en la regulacion de estos
procesos, y relacionados con el mantenimientoating@nacion de la dormicion de las semillas de Haya
que se ha reflejado en la realizaciéon de variassTegctorales (Nicolas, 1996, Lorenzo, 2000, Calvo,
2002, Jiménez, 2004, Gonzalez-Garcia, 2005, R206§)

Como parte de este estudio, y dado que los proasdesforilacién reversible de proteinas
mediados por proteina quinasas y fosfatasas somnisewos clave en la regulaciéon de las rutas de
sefializacion hormonal, se han caracterizado vpr@einas de este tipo en las semillas de haya,has
comprobado que tienen un papel importante en draode la dormicion de estas semillas. Asi por
ejemplo, se ha comprobado que 2 proteina fosfa@s@o 2C, FsPP2C1 y FsPP2C2, participarian como
reguladores de la ruta del ABA y controlarian lansicion entre dormicién/germinacion de semillas
(Gonzalez-Garcia et al., 2003; Reyes et al., 200Gahbién mediante una aproximacion farmacoldgica,
se ha demostrado la importancia de las desfosfamieen restos de tirosina en el control del cremito

postgerminativo mediado por ABA (Reyes et al., 21)06

Con estos antecedentes y debido a la imposibildadealizar transformaciones genéticas en
haya, hemos utilizado las herramientas genéticgmdibles en Arabidopsis para la obtencion de atant
transgénicas, asi como mutantes con pérdida défugae nos permitirdn realizar un analisis funalon
de los genes seleccionados en los procesos dézseital hormonal relacionados con diferentes aspect

de la fisiologia de semillas. Para ello, nos plamtes los siguientes objetivos:

1-Aislamiento y caracterizacion de una tirosinafdtesa de haya regulada por ABA y

relacionada con la dormicion de semillas.

2-Andlisis funcional de esta fosfatasa mediantesareexpresién erabidopsis thaliana,
planta modelo en estudios de este tipo en Bioldgigetal, y la caracterizacién fenotipica y molecdia
estas plantas transgénicas, para estudiar su anfdlic en los procesos de dormicién/germinaciorade |
semillas y en otras respuestas de la planta medatael 4cido abscisico, asi como su papel antdade

sefializacion de esta hormona.

3-Aislamiento y caracterizacion de un clon de cDNducido por giberelinas que pudiera estar

relacionado con la eliminacién de la dormicién dmilas.

4-Andlisis funcional de este clon de cDNA en la utagibn hormonal de la
dormicién/germinacién y en otros procesos del deBlarde la planta, siguiendo una metodologia simil

a la descrita en el punto 2.
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En esta memoria, se exponen las técnicas emplpeadada consecucion de estos objetivos, los

resultados obtenidos y la discusion de los mismos.

30



Materiales y Técnicas



Materiales y Técnicas

1.- MATERIAL BIOLOGICO UTILIZADO.

1.1.- Semillas.

En la realizacién de este trabajo se han empleawhillas de dos especies vegetales. Por un
lado, semillas maduras durmientes de h@yagus sylvatical.), que fueron suministradas por el
Danish State Forestry Tree Improvement Station dBiarca). Estas semillas fueron deshidratadas
hasta un contenido de humedad del 10% y almacer@add®C en recipientes herméticos hasta el
momento de su utilizacion.

También se han utilizado semillas Aeabidopsis thaliana.. ecotipos Columbia (Col-0) y
Cabo verde (Cvi), que forman parte de la colecd@lrabidopsis Information Service

1.2.- Microorganismos.

Los microorganismos empleados a lo largo de lar@xpatacion han sid&scherichia coli
Agrobacterium tumefaciens y Sacharomyces cerevitia® distintas cepas utilizadas junto con sus

caracteristicas mas relevantes, uso y origen cergfa bibliografica, se detallan en la tabla M.1.

Cepa Caracteristicas Uso Referencia
DH50 F, g80dacZAM15, recAl, endAl, fras‘ﬂgmir de Hanahan,
© gyrA96, thi-1, hsAR17(rx , mk*), SU[E44, CONA Célias 1083
dedR, relAl, A(lacZYA-argF)U169 competentes.
Transformacion
C58C1 rif", contiene plasmido binario pGV2260, de Arabidopsis Deblaere et
(A) cb’ thaliana Células al., 1985
competentes.
LE392 Fhsd 574, (f,, m7), SupE44, sup F58, A”}g'g'ecr?gt'ggade Durfee et
(B) lac4l, galK2, galT22, metB1, trpR55 CDNA L-ACT. al., 1993
JM107[end A1, gyr96, thi, hsdR17, Excisi6n de la
BNN13 supE44, relAl4 (lac'proAB), (F', enoteca cDNA Durfee et
2 (B) traD36, proAB, lacl"Z4M15)] 4 (Kan', 9 C al., 1993
cre)] A-ACT.
MATa gal4 gal80 his3 trp-901 ade2-101 Screening de
Y190 ura3-52 leu2-3,-112 doble hbride de Durfee et
(S) +URA3::GAL—lacZ,LYS2::GAL(UAS) hali : al., 1993
HIS3 cyh thaliana.
CESCZ:)H MATa ura3-52 his-2003 ade2-101 lys2- dof)geH?t?rligg gg Petitjean et
4 801 trp1-901 leu2-3 112 cdc25-2 Gal 100 G~ al., 1990
(S) sylvatica.
Transformacion
XL10- de la genoteca de
Gold Kan', contiene fenotipo Hte cDNA de doble Stratagene
Kan (E) hibrido erf.
sylvatica.

Tabla M.1.: Cepas ddscherichia coli(E), Sacharomyces cerevisig8) y estirpe dégrobacterium
tumefaciengA).
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1.3.- Vectores empleados.

Los vectores utilizados en este trabajo, juntosamcaracteristicas mas destacables y el mapa

correspondiente, se detallan en la tabla M.II Yasrfiguras M.1., M.2. y M.3.

Plasmido Resistencia Utilizacién Referencia
pBluescript SK Amg' Subclonacion de moléculas de DNA y Stratagene
(Fig. M.1.A) P secuenciacion. 9
PGEM-T Amo' Clonacion directa de productos de PCR y Promeoa
(Fig. M.1.B) P posterior secuenciacion. g
pBlI 121 Construcciones para la transformaciéon de
(Fig. M.1.C) Karl plantas dérabidopsis thaliana Bevan, 1984
PAS1 Amo' Construcciones para el screening de doble | Durfee et al.
(Fig. M.3.M) P hibrido enA thaliana. 1993
pACT _ i
Amp' Genoteca de doble hibrido ertfAaliana. Durfee et al.
(Fig. M.3.N) 1993
pMyr XR . Ligaciones de las fracciones de doble hibrido
i Ca enF. sylvatica Stratagene
(Fig. M.2.G) - Sy s
Control de la ligacion en la transformacion de
puC18 Carh la genoteca de doble hibridofersylvatica. Stratagene
pSos Ligacion de la proteina cepo o “bait protein”
) Amp' para el screening de doble hibridd-en Stratagene
(Fig. M.2.F) sylvatica.
pSos Col | LEU?2 Transformacion para detectar interacciones
] Am r proteina-proteina. Doble hibridoen Stratagene
(Fig. M.2.H) P sylvatica.
pSos MAFB LEU2 Transformacion para detectar interacciones
] Am r proteina-proteina. Doble hibridoen Stratagene
(Fig. M.2.J) P sylvatica.
pMyr SB URA3 Transformacion para detectar interacciones
) Ca rﬁ’ proteina-proteina. Doble hibridolen Stratagene
(Fig. M.2.L) sylvatica.
. Transformacion para detectar interacciones
CpI(\I/I:)I/r L'\e/llrgl r|1) UCR;'?T{?” proteina-proteina. Doble hibridoen Stratagene
9. M.2. sylvatica.
pMyr MAFB URA3 Transformacion para detectar interacciones
) Ca rﬁ’ proteina-proteina. Doble hibridoen Stratagene
(Fig. M.2.K) sylvatica.

Tabla M.Il.: Plasmidos utilizados como vectores.
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El vector pBl 121 se utilizd con el promotor 35S @amV, un terminador Nos (nopalina
sintetasa). El plasmido recombinantes derivado ste por insercién de segmentos de DNA, se
especifica en el apartado concreto.

Nael 134

A \/% Sspl 445 B

Soplagso SP122

Xmn 11994

Xmn | 2645 Nae 333
11875 gGBBESI
Sca | 2526 Pl 508 71
vu
Pyl 2416 Pvull 532 Mo 1 start
I pal 14
Aat ll 20
hl 26
Kpnl657 17§ Amp" - B | 3
- P! Neol 37
pBluescript SK (+/-) - Vector e [Sin |
phagemid vector ac nt (3003bp) ST
2958 bp ot | 62
BsiZ | 62
Pst| 73
Pyull 977 FA ]
Sac| 94
ori BstX1 {103
Nsil 112
Tops |12
AfII 1153 RK2
D NOS prom. oMY kiac
RK2
TetAs NPTII CDS
RE pBl121
NOS prom.
 wpricos ~13kb
sl RK2 TriA

Smat

GUS fusion junction:

Xba1 o7
ARG CTT GCA TGC CTG CAG GIC GAC TCT AGA GGA TCC CCG GGT
GGT CAG TCC CTT ATG TTA...

EcoRI(1) —_—

2 micron
ori

Activation
Domain

Terminator

Figura M.1: Mapas de vectores de replicacionEncoli (A) pBluescript SK(+), (B) pGEM-T,
(D) pBI 121. Mapas de vectores empleado$S ecerevisiae(C) pAS1, E) pACT.
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pMyr Vector G
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P ADH1
F / \{’5
pSos |
2-micron cri
LEU§ b

1.3 kb

"TADHI 2-micron ori

T
fompicillin

Negative Controls

h305
2-micron oriy] [ | | i 1
| pSes Col | | ] [ | pMyr Lamin C | J
’ 11.9kb collogenass |\ 6.5 kb

\ 2-micron c:r-J\ \
I chlorampenics
HEy2 \! TADHT -

TV pUCe URA3!

ampiciliin

Positive Controls

[TCYC1

N

[ pMyrmaps | belcer

MaFe A\ 69k L/

2-micren o \
TADHT
(o Lehiaramphenicel
pUC ar _

URA3

\] 2-micron t:r|\| | pSos MAFB
121kb

ampicillin

b

2micran el |

%y'//(:hc)mrrp}’emcc
ura3l™

Figura M.2.: Mapas de vectores empleadosSrcerevisiae(F) pSos, (G) pMyr XR, (H) pSos
Col I, (I) pMyr Lamin C, (J) pSos MAFB, (K) pMyr MRB, (L) pMyr SB.

2.- CONDICIONES DE GERMINACION Y CRECIMIENTO.

2.1.- Siembra de las semillas.

En los experimentos con semillas durmientesagus sylvaticael pericarpio fue eliminado
manualmente antes de realizar la siembra (Figura M. Las semillas se lavaron una vez con
hipoclorito sddico al 0.1% y varias veces con agst@ril, colocandolas en bandejas de plastico sobre
dos placas de vidrio recubiertas con papel deofilin cada bandeja se sembraron entre 50 y 100
semillas, afiadiendo 200 ml de agua estéril o desdagiones correspondientes a cada tratamiento.
Una vez realizada la siembra, las bandejas se miardn entre 1 y 6 semanas en camaras de
germinacion, en completa oscuridad y a una temperate 4°C (tratamiento frio que favorece la
eliminacion de la dormicion, denominado estratifiéa), y transcurrido el tiempo deseado, se
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calcularon los porcentajes de germinacion y se giecon las semillas. La germinacion fue
considerada como emergencia radicular.

Las semillas dérabidopsis thalianase esterilizaron superficialmente mediante uadavde
15-30 min con etanol al 70% y Triton X-100 al 1%agitacion. A continuacién, se realizé un lavado
de 10 min con hipoclorito sédico al 2.5% y Trit6ALBO al 0.05%. Finalmente, las semillas se lavaron
exhaustivamente en agua estéril, repitiendo elgsmcuatro veces.

Estas semillas se sembraron en medio MS (4,9 MAirashige y Skoog, 1962) preparado
comercialmente por Duchefa, que contenia sacatak®.aEl pH se ajusté a 5.7 con KOH antes de
esterilizarlo en autoclave. Para obtener MS soéfidoafiadié agar al 1%. La germinacién de las
semillas obtenidas de plantas transgénicas sedeali presencia de kanamicina (50 mg/l), de acuerdo
a la resistencia incluida en el plasmido para tecs#n, o en presencia de distintos tratamientes q
se detallaran mas adelante. Los antibioticos yht@snonas se afiadieron después de esterilizar el
medio.

La siembra se realizd en placas Petri, con todmakrial estéril, en una cabina de flujo
laminar horizontal. Habitualmente se sembraron W@@ssemillas por placa, tomando las semillas de
una suspension acuosa de agarosa al 0.15% conda dg una micropipeta y depositandolas de una
en una en la superficie del medio de cultivo. Usa sembradas, las placas Petri fueron precintadas
con esparadrapo quirdrgico Micropore Scotch 3M, cuestituye una barrera efectiva para cualquier
particula pero no impide el intercambio de gaseset@xterior.

Para los estudios de elongacion de hipocotilosngglemron placas cuadradas dispuestas en
vertical.

Las semillas se estratificaron a 4°C durante 325 éh ausencia de luz, como paso previo a
su germinacion, a fin de sincronizar la germinagiGliminar la dormicion (en aquellos casos en los
gue no se estudia la dormicién), tras lo cual fménzubadas a 22°C, con una humedad relativa del
50-60% y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8steiodad (80-100 pEfis).

SEMILLA
ENTERA

PERICARPIO TESTA

Figura M.3.: A) Semillas durmientes de haggagus sylvaticd..), enteras y tras haberles retiradg
sus dos cubiertas seminales: pericarpio y t&jt&emillas deArabidopsisen silicuas abiertas.
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2.2.- Obtencion de plantulas.

Las plantulas dérabidopsis thalianague habian sido germinadasvitro en medio solido
MS durante 10-12 dias, se pasaron a alveolos parezimiento en suelo, que contenia tierra
(Sustrato Universal, SONDERMISCHUNG) y vermiculgafoliada (TERMITA) en la proporcién
3:1.

Las bandejas de alveolos estuvieron sometidasgadidon continua para mantener un nivel
de humedad adecuado. Cada alveolo se destinttiabctd una sola planta que, en la mayoria de los
casos, habia sido transplantada desde una platafkt que habia permanecido durante los primeros
dias de su ciclo de vida.

Las plantulas completaron su desarrollo en camdeaduz o fitotrones, manteniéndose
cubiertas con plastico durante los 3-4 primeros dém el fin de mantener niveles altos de humedad.
Las condiciones de crecimiento fueron de dia largn,16 horas de luz (80-100 pE/s) y 8 horas de
oscuridad, a una temperatura de 22°C y una humeiativa del 50-60%, salvo indicacion de otras
condiciones en algun apartado especifico.

2.3.- Tratamientos de imbibicién y germinacién utiizados.

Los distintos tratamientos que se utilizaron ensiembra de las semillas de haya y
Arabidopsis sus respectivas concentraciones y sus efectés éamel mantenimiento como en la
eliminacién de la dormicién y germinacion de las#las, se indican en la Tabla M.II1.

Todas las concentraciones utilizadas en semilldsagia habian sido probadas y optimizadas
previamente en nuestro laboratorio (Nicolas etl@96; Gonzalez-Garcia, 2004).

Tratamiento Concentracién Efecto
Agua destilada esteril ) Tratamiento de estratificacion que elimina la
(4°C) dormicion, utilizado como control.
Acido abscisico 03,0507 1,23, Hormona inhibidora del crecimiento. Mantiene
5, 10, 30,50y 100 o .
(ABA) UM la dormicion en estas semillas.
Acido giberelico 50 v 100 UM Hormona estimuladora del crecimiento.
(GA,) y H Elimina la dormicién en estas semillas.
Paclobutrazol (PCB) 1,2.5,5,10, 20, 25 Inhibidor de la sintesis de giberelinas.
y 50 uM
Manitol 200, 250, 270, 300, Compuesto que provoca estrés osmotico e
350 y 400 mM inhibe la germinacién a altas concentraciones.
NaCl 100, 125, 150, 175, | Compuesto que provoca estrés salino e inhibe
200, 250 y 300 mM la germinacion a altas concentraciones.
0.25,0.5,1, 1.25,
Acido Salicilico (SA) 50, 100, 150y 200 Hormona que induce los mecanismos de
HM. defensa.
0,25,0,5y 1 mM.
Paraquat 0.5 mM Herbicida que provoca estrés oxidativo.
Tabla M.1II.: Tratamientos empleados en semillag-dgus sylvaticay Arabidopsis thaliana

38



Materiales y Técnicas

3.- MANIPULACION DE MICROORGANISMOS.

3.1.- Crecimiento: condiciones y medios de cultivo.

Las cepas dé&. coli se crecieron en los medios de cultivo que se ldatahas adelante,
normalmente a 37°C y en algunos casos a 30°C.

Las cepas d8. cerevisiase crecieron en los medios de cultivo que seldntatas adelante,
a una temperatura de 30°C o de 25°C (segun la.cepa)

Los cultivos en medio liquido se mantuvieron ertaaipn constante (225 rpm) en agitador
orbital con temperatura controlada. Para estimaredimiento de los cultivos, se midié la D.O. & 60
nm.

Los distintos tipos de medios empleados en la gapan de las cepas &e coli (Sambrook
et al., 1989) y5. cerevisiadueron los siguientes:

Medio Luria-Bertani (LB) bactotriptona 1%, NaCl 1%, extracto de levadut®d) pH 7.0. En
ocasiones fue necesaria la adicion de otros cortgriesmo MgS@10 mM o maltosa 0.2%.

2xYT: bactotriptona 1.6%, NaCl 1%, extracto de levad@ta 1

Medio NZY: NaCl 0.5%, MgSQ7H,0O 0.2%, extracto de levadura 0.5%, hidrolizado de
caseina 1%, pH 7.5 ajustado con NaOH.

Medio Top agarsu composicién es igual al medio NZY excepto lpoadicion de agarosa al
0.7% (W/v).

Medio SOB bactotriptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaG5%, KCl 2.5 mM, pH 7.0
ajustado con NaOH y Mggl10 mM.

Medio SOC Medio SOB méas glucosa 20 mM.
Medio SM NaCl 0.58%, MgS@7H,0O 0.2%, Tris-HCI 1M pH 7.5 0.5%, gelatina 0.5%.

Medio Terrific Broth bactotriptona 1.2%, extracto de levadura 2.4%egbl 4 ml. Una vez
autoclavado y enfriado a 60°C se afiadieron 10Cenind solucion estéril de KPO, 0.17M y
K,HPQO, 0.72M.

Medio YPAD: extracto de levadura 1%, bactopeptona 2%, gluésaadenina hemisulfato 40
mg.

Medio Minimo Sintético de Glucosa [SD/Glucosa (-Ulase de nitrdgeno de levaduras sin
aminoacidos 0.17%, sulfato aménico 0.5%, glucog@4).bactoagar 1.7%.

Medio Minimo Sintético de Galactosa [SD/Galactoddl {]: base de nitrégeno de levaduras
sin aminoé&cidos 0.17%, sulfato aménico 0.5%, gatac0.2%, rafinosa 1%, bactoagar 1.7%.

Para la preparacion de placas con medio sélidmedlio correspondiente se le afiadié agar al
1.5% 6 al 2% segun la necesidad.

Todos los medios fueron preparados con agua dsylase esterilizaron en autoclave 15-20
min a 121°C, manteniéndolos a 4°C hasta su utiimac

Cuando fue necesaria la seleccion de clones péstersia a antibioticos, los medios se
suplementaron con ampicilina (Amp) (50 mg/ml), kamana (Kan) (50 mg/ml) (Sigma), rifampicina
(50 mg/ml) o cloramfenicol (50 pug/ml). Para lasenaicciones proteina-proteina en los ensayos de
doble hibrido, los medios de SD/Glucosa y SD/Gakectse suplementaron con 100 ml (por litro) de
una solucién de aminoéacidos apropiada 10x “dropdtstas soluciones fueron preparadas en agua y
esterilizadas por filtracién a través de filtrotgteges de 0.45 um de diametro de poro (Albet).

3.2.- Conservacion de cepas.

Las cepas bacterianas se mantuvieron a corto plaptacas de agar a 4°C. La conservacion
a largo plazo de las cepas bacterianas y de leaashurhizo por congelacion rapida en nitrégeno
liquido de cultivos crecidos hasta la fase logaciantardia y suplementados con glicerol estéritehas
una concentracion final del 30% (v/v), en el casda$ cepas bacterianas, y hasta una concentracion
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final del 15% (v/v) para las cepas de levaduras. &rtitubos se almacenaron a una temperatura de —
80°C, donde son viables durante varios afos.

3.3.- Preparacion y transformacién de células dE. coli.

Para la introduccién de DNA plasmidico en el imterde E. coli se utilizaron células
competentes, que son mas permeables al DNA y defesha se consigue una transformacion
eficiente.

3.3.1.- Preparacion de células competentes.

El protocolo utilizado para la preparacion de @dutompetentes Didbse ha modificado de
Inoue et al. (1990). Basicamente, a partir de weghado de la cepa de coli DH5a, mediante triple
estria, se sembro una placa con LB y se incub&@ 8idrante toda la noche. 5-7 colonias aisladas se
inocularon en 250 ml de medio SOC y se incubaroagaacion (200 rpm) a 37°C hasta alcanzar una
D.O.«o= 0.6; se coloco el cultivo en hielo durante 10 gnposteriormente se centrifugé a 3.000 rpm a
4°C durante 10 min. Se descarto el sobrenadastegélalas se resuspendieron en 80 ml de tamp6n TB
frio (PIPES 10 mM, Cagl15 mM y KCI 250 mM, pH 6.7 ajustado con KOH) yieeubd en hielo
durante 10 min. Posteriormente, se centrifugdé &®B.Hm a 4°C durante 10 min. Se decanto el
sobrenadante, se invirtid el tubo durante 1 miragdiminar totalmente los restos del tampén y se
resuspendio en 20 ml de TB frio agitando manualenddr Gltimo, a la mezcla de células se le afiadié
DMSO a una concentracion final del 7% y se separalfcuotas de 100 ul en tubos eppendorf
estériles sobre hielo seco, guardandose a —80°@edmreden conservarse al menos durante un afo.

La preparacion de las células competentedgtebacterium tumefacierde la cepa C58C1
se explica en el apartado 7.1.2.

Las células ultracompetentes XL10-Gold Kan Elecoli fueron suministradas por la casa
comercial Stratagene.

3.3.2.- Transformacion de células competentes

La transformacion de células competentes de la Béff deE. colise realizd siguiendo la
técnica estandar descrita por los suministrad@®atagene), segun la cual sobre 50-100 pl deas2lul
descongeladas en hielo se afiadieron entre 20 yng0fe plasmido o de la reaccion de ligacion,
dejando la mezcla en hielo durante 20-30 min. Atinaacién se las sometidé a un pulso de calor a
42°C entre 30 seg y 2 min y se colocaron en hielogh mismo intervalo de tiempo. Finalmente, se
afiadieron 250 ul de medio 2xYT y se incubaron 50r@Da 37°C con agitacion (225 rpm). Una vez
terminada la incubacién, se sembraron distintacidihes (50 y 200 ul) en placas con medio LB agar
y el antibiético correspondiente para la selecdérolonias. Tras su incubacion durante toda laanoc
a 37°C, las colonias crecidas se conservaron eapka4°C.

En todos los casos, la eficiencia de transformafiiénsuperior a 1 x facfu/ug DNA (cfu:
unidades formadoras de colonias).

La transformacion de las células ultracompeteneetadcepa XL10 Gold Kan dg. coli se
realiz6 siguiendo la técnica estandar descritdggsuministradores, segun la cual sobre 100 [dsle
células se afiadieron 4 pl de la mezcla XL10-GBME (formulacion de la casa comercial) y se
incubaron las células en hielo durante 10 minaadivlas cada 2 min. A continuacion se afiadié 1 pul
de la reaccion de ligacién (como control de ladiga se usé el vector pUC18, afiadiendo 1 pl a otros
100 pl de células ultracompetentes), la mezclacghid en hielo durante 30 min. Acabado ese tiempo
se les dio un pulso de calor a 42°C durante 3§ segcolocaron en hielo durante 2 min. Finalmeete s
afiadieron 0.9 ml de medio NZY y se incubaron 137%C con agitacion (225-250 rpm). Las células
se concentraron por centrifugacion a 200xg durd@riemin, y el pellet se resuspendié en 200 ul de
medio NZY. Por Ultimo se sembraron 5 pl de la immsacion control en placas LB agar con Amp y
se incubaron durante toda la noche a 37°C, ob@miena eficiencia de la transformacion superior a
5x10cfu/pg DNA. Para determinar el nimero de transfoesmse sembraron en placas LB agar con
cloramfenicol 1 y 10 pl tanto de la transformaca@mtrol como del problema. Tras su incubacion
durante toda la noche a 37°C se picaron 50 coloniss transfirieron a una placa LB agar con
cloramfenicol, X-Gal e IPTG y se volvieron a inculdarante toda la noche a 37°C, obteniéndose una
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cantidad superior a 2x1@fu totales, excepto en la transformacién conimide no se obtuvieron
colonias resistentes a cloramfenicol.

3.4.- Preparacion y transformacién de células dg. cerevisiae.

Para la introduccién de los plasmidos diana y @bel interior deS. cerevisiaee utilizaron
células competentes, para asegurar la eficiendia t@nsformacion.

3.4.1.- Preparacion de células competentes.

El protocolo utilizado para la preparacién de @dutompetentes Y190 se ha modificado del
método del LiAc descrito por Gietz et al. (1992kté€E es el mas utilizado porque es sencillo,
reproducible y con él se obtiene una elevada eficiede transformacion ($0.0° transformantes/ug
DNA). Para ello, a partir de un glicerinado de épa& deS. cerevisiae/190 mediante triple estria, se
sembrd una placa con YPAD y se incub6 a 30°C deramtias. 4-5 colonias aisladas se inocularon en
50 ml de medio YPAD y se incubaron en agitacion0(2sm) a 30°C durante toda la noche hasta
alcanzar un®.O.400 superior a 1. Posteriormente se diluy6 el cultimsth alcanzar una D.O. final de
0.25 usando 300 ml de medio YPAD fresco, y se @dgdbando en agitacion (250 rpm) 3h a 30°C
para alcanzar una D.g de entre 0.4-0.8, correspondiente a la fase exptalede crecimiento.
Pasado este tiempo se centrifugd a temperatureeatabilurante 5 min y a 2.500 rpm, las células se
resuspendieron en 50 ml de TE 1x y se volvio arifegar a temperatura ambiente durante 5 miny a
2.500 rpm; este paso se repiti6 una vez mas. Laglasése resuspendieron en 1 ml de
TE(1x)/LiAc(1x) preparado en el instante, y se oéug6 durante 30 seg a maxima velocidad; el pellet
resultante se resuspendio en 250 pl de TE(1x)/Lidc(En este punto las células ya son competentes
y se recomienda su uso inmediato para procederransformacion.

La preparacion de células competentes cdc25Hofjasé hizo siguiendo las instrucciones del
suministrador (Stratagene), donde a partir de izerghado de la cepa & cerevisiaedc25H (a Gx)
mediante triple estria, se sembré una placa conDYPAe incubd a temperatura ambiente (22-25°C)
durante 4 dias. 4-5 colonias aisladas se inoculanoh ml de medio YPAD, agitando en vortex hasta
que las células quedaron totalmente resuspendidamntinuacion se transfirié la suspension celalar
matraces de 250 ml que contenian 50 ml de medioDr{?Ae incubaron a temperatura ambiente (22-
25°C), con agitacion (250 rpm) durante 14-16 h &haalcanzar unaD.O.q0 Superior a 1.
Posteriormente se prepararon diluciones del cultrerido en matraces de 1 6 2 litros para un
volumen total de cultivo diluido de 300 ml y ubzD. final de 0.2, y se dej6 incubando en agitacién
(250 rpm) 3h a 22-25°C; pasado ese tiempo el culiganz6 una D.@y superior a 0.7Una vez
acabada la incubacién se sembraron 75lx1¥ células) de cada cultivo en una placa de YPAD
agar y se incubaron a 37°C. Las placas se obserdi@oamente durante 4-6 dias para evaluar la
calidad de las células (apartado M.3.4.1.1). Bbrdsl cultivo se centrifugé a 1.000xg a tempewgatur
ambiente durante 5 min, resuspendiendo el pell&0eml de agua destilada y estéril. A continuacion
se centrifugd de nuevo a 1.000xg a temperaturaear@durante 10 min y el pellet se resuspendio en
50 ml de LISORB (LiOAc 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH@.EDTA 1 mM, Sorbitol 1 M); la
suspension celular se incubd a temperatura ambikemgnte 30 min. Durante ese tiempo, para cada
cultivo se pusieron 20 mg/mide esperma de salmon (ssDNA) de pequefio tamafiog\qize las
interacciones inespecificas entre cadenas de acidisicos, en una bafio con agua hirviendo durante
10 min, a continuacién se afiadieron 600 pl de LIBOBnfriando posteriormente la mezcla a
temperatura ambiente. Después de 30 min de indubé&cisuspension celular se centrifugd a 1.000xg,
5 min a temperatura ambiente y el pellet se resupen 300 ul de LISORB. A 300 ul de la mezcla
anterior se le afadieron 600 pl de la mezcla derespde salmén; por dltimo se afiadieron 5.4 ml de
una solucién de PEG/LIOAc y 530 ul de DMSO y seppraron alicuotas de 500 pl, guardandose a -
80°C o utilizadndolas inmediatamente para obtengone®resultados.

3.4.1.1.- Evaluacion de las células competentes.

La evaluacion de la calidad de las células compesede la cepa cdc25H se hizo por la
eficiencia de la transformacion y determinando fecdencia de mutantes recesivos sensibles a
temperatura. Para ello, se realizé un test de rfegarcesivos sensibles a temperatura utilizando do
placas control. La primera placa control contefigul7del cultivo de las células competentes. Despué
de la incubacion a 37°C durante 4-6 dias, estapiaccontenia mas de 30 colonias, por lo que el
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cultivo obtenido no presentaba un elevado nimermdentes recesivos sensibles a temperatura ni
una contaminacion con otro tipo celular. La obsegitra contraria invalida cualquier transformacion
ensayada usando la correspondiente preparaciééldascompetentes. La segunda placa control de
la transformacion nimero 1 contenia células transidas con los vectores pSos y pMyr. Después de
la incubacién de estas placas a 37°C durante d4s6ri aparecieron colonias. En caso contrario, ello
indicaria que las células empleadas en la transftidm contenian mutantes recesivos sensibles a
temperatura 0 una contaminacion con otro tipo aeliista observacion invalidaria, como en el caso
anterior, la transformacion ensayada para detedatéeracciones proteina-proteina con la
correspondiente preparacion de células competentes.

La eficiencia de la transformacion de las célutasnpetentes se calculé utilizando la
siguiente ecuacion:

N° cfu x Vol. Total Suspensién (500 pl)
= Cfu/pug DNA

Vol. Plaqueado de transformacion (ul) x Cantidad DNA utilizetipg)

Este valor estuvo comprendido entre 0.5x1x10" cfu/pg DNA. El siguiente paso fue la evaluacion
de las transformaciones para detectar interaccipratgina-proteina, que se explica en el apartado
3.4.2.1.

3.4.2.- Transformacion de células competentes.

El protocolo utilizado para la transformacion déules competentes Y190 se ha modificado
de Gietz et al. (1992). Basicamente se mezclarpig He nuestra genoteca de cDNA en el vector
pACT y 25 ug de ssDNA (esperma de salmdn, que deloearse durante 10 min en agua hirviendo y
posteriormente en hielo) con 50 pul de nuestradaglompetentes. A continuacion se afiadieron 300
pl de una mezcla de PEG/TE1x/LiAclx al 40% (PEG6STE 10x, LiAc 10x), agitando en vortex
para mezclarlo; la mezcla se incubd en agitaci®0 (@pm) a 30°C durante 30 min, y posteriormente
durante 15 min a 42°C. Por ultimo, se centrifugél pellet se resuspendié en 50-200 ul de TE 1x.
Finalmente se plaquearon las células en placasrmatio SD/Glucosa que carecia del aminoacido
apropiado para hacer la seleccion de un marcadauxtgrofia.

La transformacion de las células competentes aepa cdc25H (a @) de S. cerevisiaese
realizé siguiendo la técnica estandar descritalggsuministradores (Stratagene), segun la cuas est
transformaciones se utilizan para detectar intévaes proteina-proteina tal y como se muestra en la
tabla M. IV.

A cada reaccion se le afiadieron 2 pl @ME 1.4M, mezclandolo por inversion. Las
suspensiones transformadas se incubaron a temperamobiente durante 30 min, mezclandolas
ocasionalmente. A continuacién se las sometié @&hogue de calor durante 20 min a 42°C y se
colocaron en hielo durante 3 min. Tras ese tierapasuspensiones celulares se centrifugaron durante
30 seg a 14.000 rpm y a temperatura ambiente,pesdi&ndo las células en 0.5 ml de sorbitol 1M.
Las suspensiones se sembraron en placas de agaw, s® indica en la tabla M. IV, utilizando
aproximadamente 10 bolas de cristal no acidaséyikest (425-600 um) (Merck) por placa. La mezcla
se agitd hasta que se encontré distribuida homagée por toda la placa, y se incubaron a
temperatura ambiente (22-25°C) durante 4-6 diaselEtaso de la transformacion nimero 1, se
sembraron distintas diluciones (10 y 100 pl) encgdade SD/Glucosa (-UL) y se incubaron a
temperatura ambiente (22-25°C) para determindfideeiecia de la transformacion; el resto se sembrd
en una placa de SD/Glucosa (-UL) y se incub6 &€ 3@Pservando la placa diariamente durante 4-6
dias para detectar los mutantes recesivos senaildgsperatura.
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Vol. de células

NUmero Plasmido(s) Caggﬁ%ge competentes Melglougg:a
P de levaduras piaq

1@ pSos + pMyr 2 pg/cada uno 500 pl 3'8)/(3'“00561 -

2 pSos MAFB 100 ng 100 pl E‘)D’ Glucosa (-

3 pMyr SB 100 ng 100 l Ls;)/ Glucosa (-

4 pMyr Lamin C 100 ng 100 pl LSJ)D/GIucosa -

50 pSos MAFB + 300 ng/cada 100 ul SD/Glucosa (-
pMyr MAFB uno H uL)

e pSos MAFB + 300 ng/cada 100 ul SD/Glucosa (-
pMyr Lamin C uno H UL)

29 pSos Col | + 300 ng/cada 100 ul SD/Glucosa (-
pMyr MAFB uno H uL)

g® pSos MAFB + 300 ng/cada 100 ul SD/Glucosa (-
pMyr SB uno H UL)

9 pSos Bait 100 ng 100 pl E)D/Glucosa -

o pSos Bait + 300 ng/cada SD/Glucosa (-
10 pMyr Lamin C uno 100 ul UL)

) pSos Bait + 300 ng/cada SD/Glucosa (-
1 pMyr SB uno 100 UL)

Tabla M. IV.: Transformaciones para detectar interacciones ip@{@oteina.

(a)Esta cotransformacion se utiliza para determalanimero de levaduras que revierten y la

eficiencia de la contransformacion.

(b)Estas cotransformaciones sirven como contralegipos.
(c)Estas cotransformaciones sirven como contragsativos.
(d)Esta cotransformacion es un control que confilanategridad del vector pSos (la proteina SB

expresada por pMyr SB interacciona con la protpas expresada por pSos Bait para recuperar
el crecimiento a 37°C cuando se plaquean en SDitéaka(-UL).

3.4.2.1.- Evaluacién de las transformaciones para ldeteccion de interacciones proteina-

proteina.

Las transformaciones de las reacciones 2, 3, &ab%a M.IV) contienen plasmidos sencillos;
las colonias de estas placas se utilizaron enrieay®s de “mating” (apartado 6.2.3). Estas plaeas s

guardaron a 4°C hasta su utilizacion.

El resto de transformaciones plagueadas y cre@dtmmperatura ambiente (22-25°C) se
utilizaron para comparar el crecimiento experimecda el esperado, descrito en la tabla M.V.
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NUmero Plasmido(s) SD/Glucosa SD (después del
transformados (-UL), V) o o spotting)
(-L)/25°C (-uL)/37°C
Glucosa Galactosa
1 pSos+pMyr + - -
2 pSos MAFB + - -
3 pMyr SB + - -
4 pMyr LaminC + - -
5 pSos MAFB + + - +
pMyr MAFB
6 pSos MAFB + + - -
pMyr LaminC
7 pSos Col | + + - -
pMyr MAFB
8 pSos MAFB + + - +
pMyr SB
9 pSos Bait + - -
10 pSos Bait + + - -
pMyr Lamin C
11 pSos Bait + + - +
pMyr SB

Tabla M.V.: Crecimiento esperado en los medios selectivos.

Para ello se seleccionaron tres colonias de caaae las transformaciones y se transfirieron
a medios SD/Glucosa (-UL) y SD/Galactosa (-UL) pasizar el test de interaccién proteina-proteina
gue permite el crecimiento a 37°C. Para cada cmlordependiente, se utilizaron 25 pl de agua
destilada y estéril en placas estériles de ELI®&uspendiendo la colonia de levadura en el agua.
Seguidamente se afiadieron 2.5 pul de cada suspersigada una de las dos placas de SD/Glucosa (-
UL) y SD/Galactosa (-UL) y se incub6 una placa deactipo a 37°C, manteniendo la segunda placa a
temperatura ambiente (22-25°C) durante 5 diasinAl fle ese tiempo se comparé el crecimiento de
nuestras placas con los resultados esperadostdesurteriormente.

4.- ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS.

4.1.- Extraccion y purificacion de DNA genémico.

La obtencion de DNA gendmico deagus sylvaticahaya), se realizé utilizando el “DNA
from Plant Tissue (Mini)” (Quiagen) siguiendo laréa standard descrita por los suministradords. E
material de partida fueron 100 mg de semillas queén@mogeneizaron en mortero con nitrégeno
liquido. El polvo obtenido se resuspendié en 40deubuffer de lisis (AP1) (formulacion de la casa
comercial), al que se afadieron 4 ul de RNasa $e ylejé incubando durante 10 min a 65°C. A
continuacion se afiadieron 130 pl del buffer deipitacion (AP2) (formulacion de la casa comercial)
y se incubd la mezcla en hielo durante 5 min coobgéto de precipitar y eliminar detergentes,
proteinas y polisacaridos. Pasado el tiempo debamidn, el lisado se centrifugd durante 5 min a
20.000xg, el sobrenadante se transfirié a la cofudenominada por la casa comercial QlAshreder y
se centrifug6 durante 2 min a 20.000xg. El sobrentdresultante de egtaso se transfirié a un tubo
nuevo y se le afiadieron 1.5 vol de buffer de uAR3/E) (formulacion de la casa comercial). La
mezcla se transfirio a la columna denominada DNeasyspin y se centrifugd durante 1 min a
6.000xg. Se descarto el sobrenadante y a la colgmimafadieron 500 ul del buffer de lavado (AW)
(formulacién de la casa comercial) y se volvideataofugar durante 1 min a 6.000xg. Este paso de
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lavado se repitid una vez mas y finalmente se efiadia la columna 100 pl del buffer de elucion
(AE) (formulacion de la casa comercial). Se cengd de nuevo la columna y el sobrenadante
resultante se almacend a 4°C hasta su uso.

La técnica utilizada para la obtencién de DNA geiodntle Arabidopsis thalianafue una
adaptacién de la de Aitchitt et al. (1993). El malede partida, 0.5-1 g de plantulas Alethaliana
crecidas durante diez dias en medio Murashige &&KMS) liquido, fue congelado en nitrégeno
liquido y triturado en un mortero. El polvo obtemitle incubado en 500 pl de tampén CTAB 3x
[CTAB 3% (w/v), Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mMH 8.0, NaCl 1.4 M \B-ME 1% (v/v)]
durante 30 min a 65°C. A continuacién, se afadi&@hul de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1),
se mezcld y se centrifugd durante 10 min a 14.p&@ Al sobrenadante se le afiadieron otros 500 pl
de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se cengd. Para llevar a cabo la precipitacion, a la fas
superior se le afiadié 1 ml de etanol al 100% y ibde NaAc 3M pH 5.2. Posteriormente se
centrifugd 10 min a 14.000 rpm y el precipitadoesuspendié en 5@ de agua estéril. Por Gltimo, se
traté con RNasa pancreatica libre de DNasa (10 lig/ana eliminar los restos de RNA, se incubo
durante 30 min a 37°C y se estimo6 la cantidad dé Bbtenida por electroforesis en gel de agarosa
(apartado M.4.7.1.), almacenandose posteriormef2e°g.

4.2.- Extraccion y purificacion de DNA plasmidico.

El aislamiento rapido y a pequefa escala de DNsnpidico a partir d&. coli se realiz6 con
el “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promegapncel que se consiguen
muestras de gran calidad. La técnica se basa daskxita por Birnboim y Doly (1979) o de lisis
alcalina, en que las células se lisan en presateidlaOH y SDS, con pequefias modificaciones.
Basicamente, se inocularon 10 ml de medio LB sugtgado con los antibiéticos adecuados, con una
colonia de bacterias procedente de placa o “stdekylicerol y se incubé a 37°C toda la noche con
agitacion vigorosa (225 rpm). El cultivo resultaseecentrifugd a 1.090xdurante 15 min a 4°C y se
decant6é el sobrenadante, dejando el precipitadostam® como fue posible. El precipitado se
resuspendié en 250 pl de una solucién de Tris-HICinB4, pH 7.5, EDTA 10 mM y 100 pg/ml de
RNasa A, manteniendo la mezcla durante 5 min adestyra ambiente. Se afiadieron 250 pl de una
solucion de NaOH 0.2 M y SDS al 1% para lisar l&kilas. Se cerraron los tubos y se mezclo el
contenido invirtiendo el tubo 4 veces. A contindacise traté con 10 pl de proteasa alcalina durante
no mas de 5 min. Se afiadieron 350 pl de una solugatralizante de KAc 0.76 M (pH 4.2), acido
acético glacial 2.1 M e hidrocloruro de guanidina ¥l. La muestra se centrifugd 10 min a 14.000xg,
el sobrenadante se decant6 en la columna de afimdhuida en el kit y se aplicé vacio (Vac-Man™
Vacuum Manifold) hasta la total eliminacion deldidp. Se lavé la columna 2 veces con 750 y 250 pl,
respectivamente, de solucién de lavado (acetatisipot 60 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.5 y etanol al
60%) a temperatura ambiente. Los restos de etaneliminaron con una centrifugacién de 2 min a
temperatura ambiente. Finalmente, se eluyé el mhtglasmidico con la adicién de agua libre de
DNasa y una centrifugacion de 1 min a 14.00@kgacenandose a -20°C.

4.3.- Extraccion y purificacion de RNA total.

Como material de partida para la extraccion de RNA. sylvatica se utilizaron 2-3 g de
semillas, una vez eliminados el pericarpio y léates

Las soluciones empleadas fueron preparadas connaijjia que contenia 0.4 ml de DEPC
(inhibidor de RNasas) por litro de agua y estadi&s previamente en autoclave durante 20 min a
120°C (excepto etanol, cloroformo y fenol). El matiede vidrio se esterilizd de la misma manera.
Todas las manipulaciones se realizaron a 4°C yesatrbafio de hielo.

El aislamiento de RNA de semillas se realiz6 madianlumnas de afinidad Qiagen tip-500
siguiendo las instrucciones del suministrador (@matnc. USA). El material vegetal fue triturado en
nitrégeno liquido y homogenizado en 10 ml de tamgérisis (Triton X-100 al 1%, MOPS 50 mM,
pH 7.0, EDTA 50 mM, urea 2 M B-mercaptoetanol al 5%). Se afiadi6 un volumen de
fenol/cloroformo (1:1) preparado segin describemi8aok et al. (1989), manteniéndose en agitacion
durante 15 min. Posteriormente, la mezcla se ¢egfria 5.000xglurante 10 min y a 4°C, recogiendo
siempre la fase acuosa. Este paso se repitié d@mes un volumen de fenol/cloroformo (1:1) y por
tltimo con un volumen de cloroformo. A la fase aagesultante se le afiadio NaCl hasta una
concentracién de 350 mM y se aplico a la columnafiédad Qiagen tip-500 previamente equilibrada
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con 5 ml de tampon A (NaCl 400 mM, MOPS 50 mM, pl ¥ etanol al 15%). A continuacién se

lavé la columna con 20 ml de tampdn A para elimipesteinas, polisacaridos y otras impurezas,
permaneciendo unidos a la resina unicamente RNAAX.EI RNA se eluy6 de la columna con 10 ml

de tampén de elucién (NaCl 1.05 M, MOPS 50 mM, pB, Tirea 2 M y etanol al 15%) y se le

afiadieron 2 volumenes de etanol absoluto, dejandmaipitar durante toda la noche a -20°C.
Posteriormente se centrifugé a 12.00@xgante 20 min, se lavo el precipitado con etarioldl 70%

y se secé en corriente de nitrégeno. Por ultimqretipitado de RNA se disolvié en un pequefio
volumen de agua tratada con DEPC (200-500 ul)opeservo congelado a -70°C.

Para la extraccion de RNA de plantulasAdabidopsis thalianase utilizé el preparado “TRI
Reagearit’ (Ambion), siguiendo las instrucciones del suntigidor. El material de partida para la
extraccion eran plantulas crecidas durante 10-48 e medio MS liquido. Se utilizaron 100 mg de
tejido congelado en nitrégeno liquido, que se diggren un tubo eppendorf utilizando bolas de vidrio
de 425-600 microns (Sigma) y se homogeneizé enilam& S5 (Ivoclar Vivadent, Madrid) durante
20 seg. Se coloco em,Nquido para mantener congelado el tejido, se iafiadnl de “TRI Reageant”
por cada 100 mg de tejido y se agité de nuevo esilamat durante 5-10 seg. A continuacién se
incubé 5 min a temperatura ambiente, se afiadie@@n|@ de cloroformo agitando en un vortex
durante 20 seg y se incubé 15 min a temperaturgeateb Posteriormente, se centrifugé a 10.000 rpm
durante 15 min a 4°C, se recogi6 la fase acuosalg afadieron 500 pl de isopropanol agitando de
nuevo en vortex durante 10 seg. La mezcla se dejdando durante 30 min a temperatura ambiente.
Pasado ese tiempo se centrifugd a 10.000 rpm dui&nmin a 4°C, se descartd el sobrenadante y se
le afiadié 1 ml de etanol frio al 70%, se agit6 eriex y se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 min.
Finalmente, se elimind el sobrenadante, se dejagr shoante 5 min y se resuspendio en 20-50 ul de
agua tratada con DEPC.

4.4.- Purificacion de RNA poly (A&).

La purificacion del RNA poly (A a partir de RNA total se realiz6 mediante 2
procedimientos diferentes; por cromatografia deniddid en columnas de oligo(dT)-celulosa,
utilizando el “mRNA Purification kit” (Pharmacia &iech), y con el Poly(A Quick® mRNA Isolation
kit" (Stratagene), este Ultimo para los ensayosddele hibrido. EI RNA de partida procedia de
semillas de haya tratadas con ABA y {lrante una semana.

En el primero, la columna fue previamente equitilbra&on tampén de corrido hipersalino
(Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, EDTA 1 mM, NaCl 0.5 M) yescentrifugd a baja velocidad (3%f)x
durante 2 min en centrifuga refrigerada con rotscilante. Previamente a la aplicacién de las
muestras, el RNA total se desnaturalizé a 65°Crdar& min, se dejoé enfriar en hielo hasta alcanzar
temperatura ambiente y se afiadieron 200 pl deldande la muestra (Tris-HCI 10 mM, pH 7.4,
EDTA 1 mM, NaCl 3 M). El sobrenadante se pasé aésale la columna y se lavd varias veces,
primero con el tampén hipersalino y posteriormamae un tampon hiposalino (Tris-HCI 10 mM, pH
7.4, EDTA 1 mM, NaCl 0.1 M), para eliminar el RNAlp (A"). EI RNA poly (A" retenido en la
columna se eluy6 con tampén de elucion TE (Tris-HCImM, pH 7.5, EDTA 1 mM y SDS 0.05%)
tratado con DEPC y precalentado a 65°C. Al volumleiido se le afiadieron 100 ul del tampén de la
muestra y 2.5 ml de etanol al 100%, y tras mankermenos dos horas a -20°C, se recogio el RNA
poly (A" por centrifugacion a 12.000xturante 15 min a 4°C. El precipitado se disolvii?8r30 pl
de agua, almacenandose hasta su utilizacién a -70°C

En el segundo, para cada muestra que se procesanséirieron 5 ml de 0.04 g/ml de
oligo(dT)-celulosa a un tubo de centrifuga libreRidasa, se afiadié la muestra de RNA y se agitd
durante 15 min a temperatura ambiente para mantermlulosa en suspension. A continuacion se
centrifugé a 700xg durante 3 min a temperatura entbi para formar el pellet de la resina, y se
eliminé el sobrenadante; durante esta parte dekgmel mRNA poly(A) permanece unido a la resina
de oligo(dT)-celulosa. El precipitado se resusp@ndids veces en 5 ml de tampon hipersalino
(formulacién de la casa comercial), seguida de oeatrifugacion a 700xg durante 3 min a
temperatura ambiente. Posteriormente el precipiseloesupendié en 5 ml de tampdn hiposalino
(formulacién de la casa comercial), la muestraesdrifugé a 700xg durante 3 min, resuspendiendo de
nuevo el precipitado en otros 5 ml de tampdn hilisaFinalmente se pas6 a través de una columna
quedando empaquetado al final de la misma. A lansoh empaquetada se le afiadieron 400 ul de
buffer de elucién (formulacién de la casa comeygiabcalentado a 68°C, repitiéndose este paso dos
veces mas. El RNA eluido se recogi6 en tres tubasaproximadamente unos 400 pl cada uno. Por
recomendacion del suministrador, para obtener megbdad en la construccion de la genoteca de
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cDNA, se llevo a cabo un enriquecimiento del mRRAra ello se procedié a la combinacion de los
tres eluidos y se midio la D £ de la muestra combinada, calculando la concentrate RNA con la
siguiente férmula:

D.Oug X factor de dilucion x factor de conversion = cemicacion final

Este valor fue mayor a 50 pg. Utilizando la mismaestra se realizé una medida a 280 nm
para ver la contaminacion por proteinas. El raiddO,e/D.O .08 indica la pureza del RNA, en este
caso se encontré entre 1.8-2.0, indicando una grmaza. Posteriormente la muestra se calentd
durante 5 min a 68°C. Durante ese tiempo se réldgulb columna de oligo(dT)-celulosa afiadiendo
dos tampones tefidos de alto contenido en sal (denckda uno). El RNA desnaturalizado, se llevo a
la misma molaridad que el tampdn de alto conteaisal afiadiendo a la muestra 1/10 (v/v) de NaCl
5M para posteriormente pasarlo a través de la audiiral RNA eluido que se recogio, se volvio a
pasar por la columna 3 veces mas. Posteriormeate,giminar cualquier resto de rRNA se lavo la
columna con 3 ml de un tampén de bajo contenidesatnPara eluir el mRNA se afadieron a la
columna 400 pl de buffer de elucion precalentad688C, este paso se repiti6 dos veces mas,
recogiendo el RNA eluido en tres tubos con aprosan@ente 400 ul cada uno. Para llevar a cabo la
precipitacion del mRNA se afadieron a cada tubqukfe acetato soédico 3 My 1.1 ml de etanol
100% (v/v) y se centrifugaron durante 30 min a @@.pm y a una temperatura comprendida entre 4-
22°C. Se elimind el sobrenadante y las muestragsaon en una bomba de vacio durante 2-5 min.
Finalmente el precipitado se resuspendié en budterelucion y se almacendé a -70°C hasta su
utilizacion.

4.5.- Cuantificacién de acidos nucleicos.

La determinacion de la concentracion del DNA y RéArealizé midiendo la absorbancia de
las soluciones a 260 nm en un espectrofotometrionggizu UV-1603) y considerando que una unidad
de densidad Optica D.&p equivale a 40 pg/ml de RNA y 50 pg/ml de DNA. Taénbse midio la
D.O. a 235 y 280 nm para determinar la pureza deulestra y el grado de contaminacién en azlcares
y proteinas, respectivamente; sélo se utilizaremiaestras cuya relacion BggdD.O,g €ra préxima a
2 para el RNA y 1.7 para el DNA. Para los ensayoks que la pureza de la muestra tenia maxima
importancia, los parametros anteriores se midieroel espectrofotdmetro ultrasensible de medicion
de &cidos nucleicos (Nanodrop Technologies Incuge @ través de un programa informatico,
proporciona los ng/ul de DNA o RNA presentes emigestra.

4.6.- Tratamiento y modificacion del DNA.

4.6.1.- Digestion del DNA con enzimas de restriccio

Los tratamientos con endonucleasas de restrica@drealizaron de forma rutinaria para la
caracterizacion fisica de los fragmentos de DNA€paracion de insertos de cDNA del plasmido y la
construccion de moléculas recombinantes. Las emszimtiizadas, que hidrolizan las moléculas del
DNA en secuencias nucleotidicas especificas, fu&amH|, EcoRl, Hindlll, Ncd, Ndd, Pvull, Kpnl
y Xhd, entre otras. Las digestiones de las muestrasestas enzimas se realizaron siguiendo las
especificaciones de los suministradores (Rochenéi@ias) o siguiendo las condiciones mas generales
descritas por Sambrook et al. (1989). La tempesaduta que se realizaron las incubaciones fue de
30°C o de 37°C dependiendo de las enzimas utilizadeentras que los tiempos de incubacion
variaron desde 2 horas a toda la noche.

4.6.2.- Ligacion del DNA: T4 DNA ligasa.

La construccion de moléculas recombinantes obtermda insercion de fragmentos de DNA
en vectores plasmidicos apropiados, se realizaariilo la DNA ligasa del fago T4 (Roche), enzima
que cataliza la formacion de enlaces fosfodiéstareemoléculas que presentan extremos tanto
cohesivos como romos.

Para ello se linealiz6 el plasmido con las enzirapsopiadas, siendo posteriormente
purificado. También se purific el inserto de DN/Ase calculé la cantidad a utilizar en la reaccién,
segun la férmula:
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X ng de inserto de DNA = 8¥pb inserto de DNA) x (ng vector)/(pb vector)

La reaccion de ligacion se realizd mezclando el DRA una relacion 3 veces proporcional
del inserto respecto al vector (3:1), con DNA ley4%U), en una mezcla que contenia Tris-HCI 66
mM, pH 7.5, MgC} 5 mM, DTT 1 mM y ATP 1 mM, e incubandose a 14-1@€ante 24 horas. Con
la mezcla de ligamiento se transformo coli, plaqueandose en medio selectivo (suplementado con
antibiético) para identificar las colonias portaaode plasmidos recombinantes.

4.6.3.- Obtencién de cDNA: Transcriptasa inversa.

Para la sintesis de la primera cadena de cDNArt& pg@ RNA se empleo la transcriptasa
inversa SuperScript™ Il RT (derivada de M-MLV RTyitrogen).

La transcripcion inversa se realizé a partir degsdg RNA total obtenido de semillas tratadas
con &cido abscisico (ABA) y con &cido giberélicoA@s utilizando el “SuperScripY First- Strand
cDNA Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), aipael iniciador oligo(dT),.1s A la muestra de
RNA se le afiadieron dNTPs 10 mM, Oligo(gilis (0.5 pg/ul) y se completdé con agua tratada con
DEPC hasta un volumen final de 10 ul. La mezcla desnaturalizada a 65°C durante 5 min y
mantenida en hielo durante al menos 1 min. Posteeinote, se le afiadieron 9 pl de la mezcla de
reaccién [10X RT Buffer (Tris-HCI 200 mM pH 8.4, KBOO mM), MgC} 25 mM, DTT 0.1 My 40U
de RNasa OU™)] y se incub6 durante 2 min a 42°C. Pasado esgptiese le afiadieron 50U de la
enzima SuperScripf Il RT y se incubé 50 min a 42°C. Para terminargkaccion se puso durante 15
min a 70°C y posteriormente se dejo en hielo. Fierate se afadieron 2U de RNasa H y se incubé
durante 20 min a 37°C. El cDNA resultante se alméae -20°C hasta su utilizacion posterior en el
marcaje radiactivo (apartado 4.8) o como moldeasnédacciones de PCR (apartado 4.10).

Otras transcriptasas inversas utilizadas fueron StrataScript" RT (derivada de MMLV-RT
sin actividad RNasa H detectable, Stratagene @parb.2) y BD PowerScript RT (derivada de
MMLV-RT, BD Biosciences) (apartado 4.12.2).

4.6.4.- Otras enzimas modificadoras.

Otros experimentos de modificacion de las molécalasDNA se realizaron utilizando
diversas enzimas que copian la cadena de DNA (padisas) o que modifican sus extremos y que se
detallan a continuacion:

- FragmentoKlenow de la DNA polimerasa | d&. coli (Roche), utilizado para el marcaje
radiactivo de fragmentos de DNA (apartado 4.8).

- Taq DNA polimerasdStratagene), enzima aisladaTeermus aquaticug fundamental en la
técnica de PCR (apartado 4.10).

- Fosfatasa alcalingPromega): en clonajes en los que el vector sgardhcilmente, es
aconsejable emplear fosfatasa alcalina de muctsstimal de ternera (CIP) para desfosforilar
los extremos cohesivos o extremos romos del veleema esta reaccién se mezclaron 1 pg del
DNA plasmidico linealizado, 10 pl de Tampén CIP I8uministrado por la casa comercial),
1U de CIP por cada 2 pmol de vector y agua edtéasta un volumen final de 100 pl. Tras un
pulso de centrifugacién, se incub6 la mezcla der&06tmin a 37°C, posteriormente se tratd con
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y @@ con cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1). Finalmente, se precipitdé el DNA y se resus}io en 50 pl de 1xXTE, pH 7.4.

4.7.- Electroforesis de acidos nucleicos: separanide fragmentos.

4.7.1.- Geles de agarosa.

El andlisis de los fragmentos de DNA y RNA obtesidee realizo por electroforesis en geles
de agarosa a una concentracién 1-2% (w/v), endantel tamafio de los fragmentos que se deseaban
separar. En la preparacion de los geles y el ddkarde las electroforesis se siguieron los
procedimientos convencionales descritos por Sankbebal. (1989).
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Para las electroforesis de DNA, los geles se pagparen tampon TAE (Tris/acetato 40 mM,
EDTA 2 mM, pH 8.0) y en ellos se incorporé bromul® etidio, a una concentracion final de 0.5
pag/ml, como agente intercalante para visualizafrlagmentos de DNA en un transiluminador con luz
ultravioleta (302 nm). Las muestras se mezclarantampon de la muestra (10x) Tris-HCI 50 mM,
pH 8.0, glicerol 50%, azul de bromofenol 0.25% \exg cyanol 0.25%. Las electroforesis se
realizaron a 70-100 voltios.

En algunos casos (construccién de la genoteca die ddbrido deF. sylvatica(apartado
6.2.1)), fue aconsejable el uso de SYBRBreen Il RNA Gel Satin (Molecular Probes) comorage
intercalante para visualizar los fragmentos de DbiA|ugar de bromuro de etidio. Este fue preparado
a una dilucién 1:5.000 en TBE (Tris base 89 mMdadiérico 89 mM y EDTA 1 mM pH 8). Los
geles se cubrieron con la solucién y se mantuvieromgitacion durante 20-40 miRosteriormente
los fragmentos de DNA se visualizaron en un transihador con luz ultravioleta (302 nm).

Los distintos tipos de RNA fueron separados ensgé¢eagarosa al 1.5% que contenian (para
100 ml): 1.5 g de agarosa, 2 ml de tampdn fosfdih pH 6.8 y agua hasta 92 ml y, una vez disuelto
por calentamiento, se afadieron 8 ml de folmaldeli87% v/v) como agente desnaturalizante para
evitar la formacion de estructuras secundarias. rhasstras de RNA total (10 pg) (apartado 4.3)
fueron desnaturalizadas por calentamiento a 65°antei 15 min en un tampdén doblemente
concentrado que contenia formamida desionizadaD%, 3ampon sodio-fosfato 40 mM, pH 6.8,
EDTA 20 mM, pH 7.5, formaldehido al 6% y bromuroet@&lio a una concentracion de 0.2 pg/ml, que
va a permitir la visualizacién del RNA en un tréusiinador de luz ultravioleta. Después de enfiaar |
muestras en hielo se afiadié tampon de la muegird. (1a electroforesis se desarrollé a 40 V durante
5-6 horas, utilizando un tampdén de corrido que emiat 6.5 ml de tampén sodio-fosfato 1 M, pH 6.8,
48.5 ml de formaldehido al 37% y agua hasta 600 lmal.cubeta en la que se desarroll6 la
electroforesis habia sido pretratada con agua &®@al menos durante 12 horas.

El tamafio de los distintos fragmentos de DNA sengspor comparacion con los marcadores
de DNA del fago\ digerido conEcoRl y Hindlll (Sigma) para pesos moleculares entre 21 y 8.5 k
Para tamafios menores (0.1-2 kb), se usé la esai#et@0 pb “DNA Ladder” (Gibco BRL). Por su
parte, para el RNA se utilizaron los marcadoreRN& de Promega, con un rango de 0.28-6.58 kb.

4.7.2.- Purificacion de fragmentos de DNA.

Cuando fue necesario aislar determinados fragmet¢oNA para su posterior uso y
caracterizacion (obtencién de sondas, subclonacn), se realiz6 la purificacion de dichos
fragmentos de DNA a partir de geles de agaros#ario el “Geneclean Turbo Nucleic Acid
Purification kit” (Bio 101 Systems, USA) siguiendas especificaciones del fabricante. Tras la
incubacion del DNA con las enzimas de restriccidacaadas y la separacion de los fragmentos por
electroforesis, se cortd el fragmento de interdsgdede agarosa con un bisturi estéril. El troeo d
agarosa se introdujo en un tubo Eppendorf, se @fiadl de “Geneclean turbo salt” (formulacion de la
casa comercial) por cada mg de gel de agarosaigcabd en un bafio a 55°C durante 5 min,
mezclando el contenido cada 2 min. Una vez dislelegarosa, se transfirié a un “Geneclean Turbo
Cartridge” (Eppendorf), se centrifugd y se eliminé el sobremel Se lavé el precipitado con 500 pl
de la solucién de lavado (“Turbo Wash”, preparagimercial), se centrifugd 5 seg, se repitio el lavad
y se centrifugé durante 4 min para eliminar cuaguresto de solucién de lavado. Finalmente se
afiadieron 30 pl de una solucién de elucién (forgiala de la casa comercial), se dejé 5 min a
temperatura ambiente y se centrifugd 1 min. Estémal centrifugacién permitié obtener el
sobrenadante que contenia el DNA, que se almace@f@.

4.8.- Marcaje radiactivo del DNA.

La técnica utilizada para el marcaje de fragmed®®NA se hizo con el kit “Rediprime ||
Random Prime Labelling System” (Amersham BioscishceSiguiendo las instrucciones del
suministrador, se diluy6 el DNA (2.5-25 ng) en 45i@ Tris-HCI 10 mM, pH 8.0y EDTA 1 mM, se
desnaturalizé el DNA por calor a 95-100°C durantmiB y luego se mantuvo en hielo otros 5 min,
pasados los cuales se centrifugd brevemente yaskéadi la reaccidon de marcaje, que contenia dATP,
dGTP, dTTP, enzim&Klenow libre de exonucleasa y oligonucleétidos al azarst&iormente se
afiadieron 4-5 ul deaf?P] dCTP (3.000 Ci/mmol) (Amersham), se mezclé hast@ner un color
purpura y se incub6 a 37°C durante 1 hora. Paia pereaccion se afiadieron 5 ul de EDTA 0.2 M.
Antes de usar la sonda en las reacciones de hilifidase elimind el exceso de nucleétidos usansio la
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columnas “Mini Quick Spin DNA” de Roche. La matrie la columna se resuspendido mediante
agitacion vigorosa, se centrifugd a 1.000xg durdntein para eliminar el exceso de tampoén, se
deposité la sonda en el centro de la matriz y striggd de nuevo a 1.00@xdurante 4 min. El eluido
se recogié en un eppendorf que contenia la sondficpada sin los nucledtidos no incorporados. A
continuacion se midio la relacion sonda:columm2:1) y por ultimo, se desnaturalizé la sonda por
incubacion a 95-100°C durante 5 min seguida desd@nmin en hielo.

4.9.- Transferencia e hibridacién de acidos nucleis.

4.9.1.- Southern blot.

La transferencia de los fragmentos de DNA a unanena de nitrocelulosa o nylon se llevo
a cabo por la técnica de Southern blot (Southéd#5), en la que el DNA (obtenido &e sylvaticao
de A. thaliana(apartado 4.1)), es digerido con enzimas de regiric separado por electroforesis en
gel de agarosa (apartado 4.7.1), desnaturalizadtansferido a la membrana por fuerzas de
capilaridad. Finalmente la membrana es expuestan2em un Stratalinker (UV) 1800 (Stratagene)
para fijar el DNA a la misma, y ya puede ser uspdi la hibridacién con una sonda radiactiva
(apartado 4.9.3).

4.9.2.- Northern blot.

Esta técnica sirve para separar y transferir dastintipos de RNA, separados por
electroforesis, a membranas de nylon para su paskgibridacion con una sonda radiactiva.

Los RNAs sometidos a electroforesis (apartado ¥.fu&ron transferidos a un filtro de nylon
(Hybond-N, Amersham) siguiendo un proceso pareaiddescrito para el Southern, salvo que no es
necesario un proceso de desnaturalizacion.

4.9.3.- Hibridacion y autorradiografia.

En la hibridacion de los &cidos nucleicos con lasespondientes sondas, las membranas
Hybond-N fueron prehibridadas durante 3-5 horas2&C4(para Northern blot) o a 65°C (para
Southern blot) en una solucién que contenia formantdesionizada 50%, SDS 0.1%, SSC 5x y
solucién Denhardt's 5x (BSA 2% wilv, ficoll 2% y pohilpirrolidona 2%). Una vez concluida la
prehibridacion, se afiadié la sonda radiactiva, ipree@nte desnaturalizada, y se mantuvo la
hibridacién toda la noche. Al dia siguiente, Idgds fueron lavados dos veces con SSC 2x y SDS
0.1% durante 5 min cada vez y otras dos veces 8@nh(E5x y SDS 0.1% durante 20 min cada vez.

Una vez terminados los lavados, el Gltimo pasccfuwir los filtros con una pelicula plastica
y exponerlos a peliculas de autorradiografia (Kod¢dkmat AR) con pantallas intesificadoras durante
2-7 dias a —70°C. El revelado de las peliculasleg la cabo manualmente, para lo cual se
introdujeron en una solucién reveladora (Kodak X+Raeveloper) en una proporcion (1:4)
revelador/agua durante 5 min agitando suavementeay, un lavado en agua, se pasaron a una
solucién fijadora (Kodak X-Ray Fixer) en una prapon (1:3) fijador/agua durante 2-3 min.
Finalmente se lavaron en agua y se secaron al aire.

Para la cuantificacién de las autorradiografiasitdezd el analizador de imagenes “Bio-
imagin analyzer” Bas-1500 (Fuijifilm) con placasia®gen Bas-IP 2040S (20x40 cm).

4.10.- Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).

4.10.1.- Técnica de PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) siearppra amplificar clones o fragmentos
de cDNA comprendidos entre dos regiones de seaetmnocida. Para ello se precisan dos
oligonucleotidos de diferente secuencia y compleaarars al extremo 3’ de cada una de las hebras del
DNA molde.

50



Materiales y Técnicas

La mezcla de amplificacion, para un volumen firall®0 ul, contenia DNA molde (<1 pg),
100 pmol de cada uno de los oligonucledtidos (denyi antisentido), dNTPs 200 pM, tampon de la
polimerasa 1x (Tris-HCI 10 mM, pH 8.3, KCI 50 mM gial, 1.5 mM) y Taq polimerasa 2.5-5 U. En
muchas ocasiones se emple6 DMSO al 5% para auntemtspecificidad de la reaccion.

En la reaccion, el DNA a amplificar fue previamedtsnaturalizado por calor en presencia
de un exceso molar de los oligonucleétidos y del@dro dNTPs, y después la mezcla se enfri hasta
una temperatura adecuada para el anillamientoaceaduencia molde. La temperatura de anillamiento
se calcul6 con el programa Oligo 4.05, dependieddola longitud y composicion de los
oligonucleodtidos utilizados, siguiendo la férmula: (A+T) + 4 (G+C). Una vez producido el
anillamiento, los oligonucledtidos fueron extendidon la polimerasa, que sintetiza el nuevo DNA en
direccion 5- 3’, utilizando un termociclador Applied Biosysterm@eneAmp® PCR Systems. El
tiempo de extension aproximado fue de 1 min porlkis condiciones de temperaturas y tiempos
empleados en las distintas reacciones de PCR futiferentes dependiendo de cada caso, y se
detallan en los apartados correspondientes.

4.10.2.- Andlisis de la expresion por RT-PCR.

El método de RT-PCR consiste en una reaccion de &CRR que se emplea como molde la
cadena de cDNA resultante de la transcripcién savatel RNA procedente de una determinada
muestra a analizar, lo que permite detectar laesxfn de mensajeros poco abundantes.

Como control interno se utiliz6 MRNA para ubiquiti(lUbi) (Horvath et al., 1993). El gen
Ubi consiste en un pentamero (Watts y Moore, 1988k\cebadores ddbi van a hibridar al final de
cada unidad simple, originando 5 fragmentos deetite tamafio.

El cDNA de la ubiquitina y el de los genes en estiideron amplificados 25 ciclos (94°C, 1
min; 50°C, 1 min; 72°C, 1.5 min) en cada uno detlatamientos empleados.

Las muestras del cDNA amplificado (20 pl) se separan un gel de agarosa al 1.5%, se
transferieron a una membrana de Nylon (apartadd)4ySe visualizaron por hibridacion con la sonda
radiactiva (apartado 4.9.3).

4.11.- Secuenciacion del DNA.

La determinacion de la secuencia de nucledtiddesielones de cDNA se llevo a cabo en el
Servicio de Secuenciacion de la Universidad denSatga, que posee un secuenciador automatico
ABI 377 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Inc.) yilima el “dRhodamine Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction” con la enzima AmpliTAAolimerasa FS (Perkin Elmer).

Las muestras se prepararon mezclando 500-600 biNdede doble cadena con 3 pmol del
oligonucleodtido correspondiente hasta un volumealfde 8 pl. Los iniciadores utilizados fueron

“M13 (-20) universal primer”, “reverse primer” y ptomotor T7, ademas de los especificos para cada
clon, que se detallan en los apartados correspuedie

4.12.- Amplificacién del extremo 5° (RACE).

La amplificacion del extremo 5  del clon de cDNAPH$1 se realizé con el kit “BD
SMART™ RACE cDNA Amplification Kit” (BD Biosciences), quse basa en la amplificacién de
secuencias de DNA a partir de RNA polyf20 RNA total, entre un lugar interno de secuencia
definida y secuencias desconocidas del extrema3s.” 6

4.12.1.- Disefio de oligos.

Para el disefio de oligos se siguieron las instones proporcionadas por el fabricante. Al
realizarse la amplificacion sélo por el extremb5CAAGTGGGCGAACTCCTGGTTGAG-3), se
obtuvo un oligo antisentido especifico del gen (§S3fyas caracteristicas son las siguientes: lahgit
entre 23-28 nucleotidos, 50-70 % contenido en @@nyentre 65-70°C.
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4.12.2.- Sintesis de la primera cadena de cDNA.

Como material de partida se utilizé 1 ug de RNAypdl) deF. sylvatica(apartado 4.4), al
que se le afadido 1 pl de “5"-RACE CDS primer” [elklcposee dos posiciones de nucleétidos
degenerados en el extremo 3'[5 (V) N-3", que se colocan al principio de la cola ddypA®,
eliminandose de esta manera la heterogeneidacequ®auce con los oligo(dT) convencionales], 1 ul
de BD SMART Il A oligo (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAEGCGGG-3" (este oligo
contiene unos residuos de G en su extremo termumalanillan con la cola de cDNA rica en dC y
sirve como molde para la RT) y se completé con aggiéril hasta un volumen final de 5 pl. La
mezcla se incubé durante 2 min a 70°C y se margovaielo durante otros 2 min. A continuacién se
le afiadieron los siguientes compuestos: 2 pl déeBhfrst-Strand 5x (Tris-HCI 250 mM pH 8.3, KCI
375 mM y MgC} 30 mM), 1 pul DTT 20 mM, 1 pul ANTP mix (dATP, dCT&#GTP y dTTP, cada uno
a una concentracion de 10 mM) y 1ul de BD PowepBdranscriptasa reversa. Posteriomente la
mezcla se incub6 durante 1.5 h a 42°C y el proddetta reaccion se diluyd en 250 pl de Tricine-
EDTA buffer (Tricine-KOH 10 mM pH 8.5, EDTA 1 mM)inalmente a la muestra se le dio un
choque de calor a 72°C durante 7 min. A partir ste enomento la muestra puede ser guardada a -
20°C durante 3 meses o continuar con la “ampliffcacapida de los extremos de cDNA (RACE)”
(apartado 4.12.3).

4.12.3.- Amplificacion rapida de los extremos de diDA (RACE).

Mediante esta reaccion se generan fragmentos dé\af@Nextremo 5°. Por cada 50 ul de
reaccion de PCR se preparé una mezcla con losesigsi componentes: 34.5 ul de agua, 5 pl de BD
Advantage 2 PCR Buffer 10x (formulacion de la cesmercial), 1 pl de dNTP mix (10 mM) y 1 pul
de BD Advantage 2 Polymerase Mix 50x (formulacidm ld casa comercial). Para los controles
positivos y negativos se utilizaron los “primersn@ol 5'-RACE TFR” (10 uM) y Universal Primer A
Mix 10x (UPM). Para el RACE-5" se prepararon laacoiones de PCR que se muestran en la tabla
M.VI.

Componente 1 2 3 4 5
5-RACE 5-TFR GSP1+2 UPM GSP1
Muestra (Control (Control (Control -) (Control -)
+) +)
5-RACE 2.5 pl 2.5 ul 2.5 ul 2.5 pl 2.5 ul
preparado de
cDNA
(experimental)
UPM (10X) 5l 5 ul - 5ul -
GSP1 (10 1ul - 1ul - 1ul
HM)
GSP2 (10 - - 1ul - -
HM)
Control 5°- - 1ul - - -
RACE TFR
Primer (10
HM)
H,O - - 4 ul 1l 5 ul
Master Mix 41.5 pl 41.5 pl 41.5 pl 41.5 ul 41.5 pl
Volumen final 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

Tabla M.VI.: Reacciones de PCR para el RACE-5".

Posteriormente el cDNA se amplificé durante 2508¢©4°C, 10 min, 94°C, 30 seg, 68°C, 30
seg, 72°C, 2 min, y finalmente se terminé la reatea 72°C durante 10 min. 10 pl del producto de

52



Materiales y Técnicas

PCR obtenido se utilizaron como molde para unarsgueaccion de PCR, afiadiendo los mismos
componentes que anteriormente y repitiendo las asstondiciones de amplificacion. Finalmente, se

caracteriz6 el producto obtenido por RACE mediahtetroforesis en gel de agarosa (apartado 4.7.1)
y por secuenciacién (apartado 4.11).

4.13.- Utilizacién de una genoteca de cDNA.

4.13.1.- Caracteristicas de la genoteca de cDNA.

La genoteca de cDNA utilizada habia sido previamenhstruida en nuestro Laboratorio por
el Dr. C. Nicolas (Nicolas et al., 1996) a partir ENA poly (A") obtenido de semillas d& sylvatica
utilizando el “ZAP-cDNA Synthesis kit” (Stratagene)

4.13.2.- Busqueda de clones completos en la genatec

Los fragmentos obtenidos por RT-PCR para los cl&s@IP1 y FSGASA4 (apartado 4.10.2)
se utilizaron para la busqueda de los clones cdoypkn la genoteca descrita en el apartado anterior
Para ello, el fragmento se marco radiactivamergérsse describe en el apartado 4.8. Se hicieron dos
réplicas de la genoteca, de aproximadamente 5@fi06ada una, en membranas de nylon (Hybond-
N+, Amersham), hibridandose cada una de ellas@@omda correspondiente al fragmento estudiado,
como se indica en el apartado 4.9.3. Se recogim®mecombinantes que hibridaban con la sonda
(detectados por autorradiografia) y con ellos péiéeel mismo proceso, pero esta vez las répkeas
hicieron con no mas de 1.000 pfu para que los hddpdisis quedaran suficientemente aislados.
Posteriormente, se procedio a la escisionivo y recircularizacién de los plasmidos seleccionados
gue contenian los insertos clonados.

4.13.3.- Escisiénn vivo.

La escision eficiente del fagémido pBluescript atipalel vector Uni-ZAP XR se logré
utilizando el sistema ExAssist/SOLR (“ExAssist higéeence-Resistant Helper Phage”, Stratagene),
donde el fago ayudador posee una mutacion que @mpid replicacion en la cepa SOLR (no
supresora). Las células d& coli usadas para la escisiém vivo (XL1Blue MRF’) pueden ser
eliminadas del sobrenadante por calentamiento @.7éara la produccion de DNA de doble cadena,
el DNA de pBluescript empaquetado fue mezcladoag@ulas recientes de. coli (SOLR, donde no
se produce la co-infeccién por el fago ayudadogxtgndidas sobre placas de LB suplementadas con
ampicilina y kanamicina, para producir colonias.

El DNA plasmidico procedente de minipreparacionegstas colonias puede ser usado para
el analisis de los insertos de DNA, incluyendo seciacion, subclonacion, mapeo y expresion.

5.- INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA. DOBLE HiBRIDO.

5.1.- Ensayo de doble hibrido para&. thaliana.

Esta técnica se utiliza para caracterizar intépaes proteina-proteina. El sistema se basa en
la organizacién modular de ciertos factores destiapcion. En un principio se utilizé la proteina d
levadura GAL4, que activa al g&atZ (utilizado como gen marcador), aunque posteriotenen otros
estudios se ha utilizado la proteina LexAEeoli. GAL4 posee un dominio de union al DNA (BD) y
un dominio de activacion (AD), consiguiéndose dpss de hibridos:

1.Hibrido BD Se encuentra en el plasmido utilizado como cgbmontiene el dominio de
unién al DNA de GAL4 fusionado con la proteina dieiés (proteina cebo). La proteina de
fusién por si misma puede unirse al DNA, pero nedeuactivar la transcripcion porque
carece del dominio de activacion.
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2.Hibrido AD Se encuentra en otro plasmido diferente al amtteyi contiene el dominio de
activacion de GAL4 fusionado a una proteina especid a diferentes proteinas que
provienen de una genoteca, hormalmente se trataalgenoteca de DNA recombinante.

Ambas proteinas se expresan en la misma célulevddura. Cuando GAL4 se une a su sitio
de unién y se produce una interaccién entre susddosnios, el dominio de activacion es llevado
hacia el promotor, lo que le permite interaccioocan la maquinaria de transcripcién, dando como
resultado la activacion del factor de transcripcidormalmente el gen lacZ (Figura M.4).

Posteriormente, las que den expresion del gen oharcgeran identificadas y purificadas para una
mejor caracterizacion.

/ | | | \

BD AD
. . Gen reporer
Sitio de unidn
Cebo Diana
BD Proteina de interés Dorninio o proteina AD
de interaccidn
I%} ® . @ | |

Figura M.4.. Diagrama esquematico de la ruta de la interacpi@teina-proteina en el
sistema de doble hibrido pakeabidopsis thaliana

Las cepas de levadura, vectores, mapas y la gendeecDNA en el vectoxACT fueron
suministrados por el “Arabidopsis Biological ResmuCenter. DNA Stock Center”.

La genoteca ACT se habia construido con mRNA aislado de hojaaiges maduras de
Arabidopsis. Los insertos de cDNA tenian un tamaidyor de 300 pb y se habian insertado en los
sitios Xhol de AACT, obteniéndose 1.9 x i@ransformantes primarios, de los que al meno & 7
eran recombinantes. La titulacién obtenida fue de G pfu/ml, teniendo que ser comprobada
posteriormente.

5.1.1.- Excisiéon dehACT.

Para este paso se siguieron las especificaciomessiohinistrador, segun las cuales se crecié
la cepa dé. coliBNN132 (apartado 1.2) en 20 ml de medio LB que@uia maltosa al 0.2%, a 37°C
y 125 rpm durante toda la noche, hasta alcanZias&exponencial de crecimiento (Dydg= 0.8), se
centrifugé a 500xg durante 10 min y se resuspemdlipellet en 10 ml de MgSO10mM. A
continuacién se incubaron & €agos de la genoteca amplificada con 2 ml de &slas BNN132
resuspendidas en Mg$Q@0mM (3 x 16 células/ml) y se mantuvieron a 30°C durante 30 sitin
agitacion. Pasado ese tiempo se afadieron 2 mledénB y se incubd la mezcla en un horno de
hibridacién a 30°C durante 1 h. A continuacién esmalsraron 200 ul de las células en placas de 150
mm de LB/ampicilina (50 pg/ml)/glucosa 0.2% y seuinaron durante toda la noche a 37°C.
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5.1.2.- Subclonacién del gen de interés en el vatpAS1.

El gen utilizado para el ensayo de doble hibride FisGASA4 que habia sido aislado
previamente en nuestro laboratorio. Este gen sdeénmara la transformacion de la cepa Y19(Bde
cerevisiae utilizando el vector pAS1 (Figura M.3.M., TablaINl que contiene el dominio GAL4 de
unién a DNA.

Para la realizacion de la construccion pASIGASA4 la region codificante del cDNA
correspondiente a FSGASA4 fue amplificada por P@Rzando los oligonucleétidos que se detallan
a continuacion:

- FsGASA4 sentido: 5"-CATATGGCTAAGTTTGTTGCTACC-3’
- FsGASA4 antisentido: 5'-GGATCCTCAAGGGCACTTGGGGC-3’

Las condiciones empleadas en la PCR fueron 94°@&)ii094°C, 1 min, 59°C, 1 min, 72°C, 1
min durante 30 ciclos y 72°C, 10 min; finalmentens&ntuvieron a 4°C. Posteriormente, el cDNA
amplificado se subclono6 en el sitiwelBantH| del vector pAS1, utilizdndose en la transformadaie
la cepa Y190 (aparatados 3.4.1 y 3.4.2) selecconad medio SD/glucosa (-Triptéfano). A
continuacion se verifico la expresion de la praade fusién por anélisis de Western Blot, en elspie
utilizé un anticuerpo monoclonal de conejo anti-f8\gma) que inmunoreacciona con la proteina HA
(Influenza hemagglutinin). Para ello se utilizarextractos proteicos de la cepa de levadura Y190
crecida hasta saturacidn, que se sometieron arddtmesis en SDS-PAGE segln el método de
Laemmli (1970). Los extractos proteicos se traiesfin a membranas de PVDF (Amersham
Biosciences, USA) siguiendo las instrucciones dékri€ante y usando un equipo de transferencia
Trans-Blot Cell (Bio-Rad, USA).

Las membranas se lavaron durante 20 seg en tangmba fosfato (NgHPO, 80 mM,
NaH,PO, 20 mM) a pH 7,5 con NaCl 100 mM y se incubarorattainoche a 4°C con la solucion de
bloqueo del kit ECL Advance Western Blotting Deimet(Amersham Biosciences, USA) para saturar
la superficie sin proteinas y evitar uniones inefjmas.

Al dia siguiente, las membranas se lavaron duramténutos con TBS-Tween (Tris base 20
mM pH 7.6, NaCl 500 mM y Tween 20 al 0.1% v/v) centinuacion se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente, con distintas diluciones at#lcuerpo primario (entre 1:1.000 y 1:500).
Posteriormente, las membranas se lavaron con TB&f\un lavado de 1 h seguido de 3 lavados de
15 min) y se incubaron durante 1 hora a temperatttaiente con el segundo anticuerpo [Anti-Conejo
IgG (H+L) con una peroxidasa acoplada; Sigma] ddui:60.000 en la solucién de blogueo.

Tras la incubacion, las membranas se lavaron cd@+TBeen (un lavado de 1 h seguido de 3
lavados de 15 min) y el revelado se llevo a cabectaado en proporcion 1:1 (v/v) las 2 soluciones de
revelado del kit ECL Advance Western Blotting Dé¢imt (Amersham Biosciences, USA) e
incubando las membranas 5 min a temperatura ambidmnéas retirar el exceso de revelador, las
membranas se expusieron a una pelicula autorradicayHyperfilmri™ ECL (Amersham Biosciences,
USA).

5.1.3.- Ensayo de doble hibrido.

Antes de iniciar los ensayos de doble hibrido, @mpobd que la proteina cebo en el
plasmido pAS1 era incapaz de activar de forma auménel gen marcador (HIS3). Para ello se prob6
el crecimiento de la cepa Y190 en diferentes canaeiones de 3-aminotriazol (3-AT). Se sembraron
colonias de la cepa Y190 que contenian la constniggAS1FsGASA4y las que llevaban el vector
vacio como control, en placas de SD/glucosa (-HiEip) suplementadas con diferentes
concentraciones de 3-AT (0, 5, 10, 25, 50 6 75 m@mo control se sembré una placa de
SD/glucosa (-Trp). Las placas se incubaron duraméesemana a 30°C y posteriormente se comparo el
crecimiento de las cepas transformadas con el veettio y las transformadas con la construccion
pAS1+sGASA4 comprobandose que, a una baja concentracion A& @ mM), se inhibia la
expresién enddgena del gen marcador.

Para determinar la eficiencia de la transformaciénsembraron 100 pl de diluciones’ 3010
% en medio SD/glucosa (-Leu,-Trp). El nimero desfamantes para cada reaccién de transformacion
estuvo comprendido entre *4010° cfu/pg DNA.

El resto de cada reacciéon de transformacion sergeertbuna placa de 150 mm que contenia
medio SD/glucosa (-Leu,-His-Trp) suplementado ce®iT35 mM y se incubaron a 30°C entre 3y 10
dias. Los positivos se comprobaron por activaciéhseégundo gen marcador (LacZ) mediante el
“ensayo en filtro de lg3-Galactosidasa”. Para ello se crecieron en unaanydaca de medio
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SD/glucosa (-Leu,-His-Trp) suplementado con 3-AMmBl, y se incubaron a 30°C entre 1 y 3 dias.
Posteriormente las células de levadura se levanta ayuda de un filtro de nitrocelulosa reforzada
(Optiran BA-S 85, 0.45 um, Schleicher and Schuélje se colocé sobre una bandeja de poliestileno
y se vertié nitrégeno liquido sobre él. Se dejocdmgelar el filtro y de nuevo se volvio a verter
nitrégeno liquido. Una vez descongelado se colocdna placa petri de 150 mm sobre papel de filtro
Whatman empapado en buffer Z (N®O, 60 mM, NaHPQ, 40 mM, KCI 10 mM, MgSQ@1 mM) y

al que se le afiadi6, en el momerfienercaptoetanol 50 mM y X-Gal (0.3 mg/ml). Las plase
incubaron a 30°C entre 15 min a varias horas, mirgeriodicamente las manchas azules.

El andlisis de los positivos se realizd por PCRRiando muestras de las colonias seleccionadas
y pasandolas a agua destilada y estéril (50 pfominuacion se mantuvieron durante 5 min en agua
hirviendo y se centrifugaron durante 1 min a 12x@0@inalmente se tomaron 10 pl del sobrenadante,
gue se utilizaron como molde para la reaccion d&.Pibs oligonucledtidos empleados, que se
disefiaron a partir de la regién colindante al sd® clonacion mudltiple del vector pACT, se
denominaron:

- MAN 5 sentido: 5"-AGGGATGTTTAATACCACTAC-3’
- Oligo 38 antisentido: 5'-CACGATGCACAGTTGAAGTG-3’

Las condiciones empleadas en la PCR fueron: 9409@it, 94°C, 1 min, 50°C, 1 min, 72°C, 3 min
durante 30 ciclos y 72°C, 10 min; finalmente se tungaron a 4°C. Los fragmentos amplificados
fueron analizados mediante secuenciaciéon (apa#dd).

5.2- Ensayo de doble hibrido para-. sylvatica.

Para la realizacién de la técnica de doble hibeidB. sylvaticase utilizé el kit “CytoTraf
XR Library Construction” (Stratagene), el cual dégeinteracciones proteina-proteimavivo. Este
sistema se basa en la generacion de proteinassi fauya interaccion en el citoplasma de la
levadura activa la cascada de sefializacion Rasgciendo el crecimiento celular. De esta forma se
pueden estudiar interacciones de proteinas quespussr activadores o represores transcripcionales,
proteinas que requieran una modificacion post-thactsional en el citoplasma y proteinas que sean
téxicas para las propias levaduras.

La cepa utilizada fue la cdc25H 8ecerevisiaecepa mutante sensible a temperatura con una
mutacion en el aminoacido 1328 del ga&dC25 El genCDC25tiene su homélogo en el gen humano
Sos(hSo3, el cual codifica un factor que cambia el guamitleétido que se une y activa a Ras,
comenzando la ruta de sefializacion de la mismanlfacion cdc25 presente en esta cepa permite el
crecimiento a 25°C pero no a 37°C. Este sistematei@ccion se basa en la capacidad de la proteina
humana Sos (hSos) para complementar el defectdbcglXtivar la ruta de sefializacion Ras en
levaduras. La expresion de hSos y su posteriotifac#dn en la membrana plasmaética (debido a la
interaccion de las proteinas del doble hibridojiterque la cepa cdc25H pueda crecer a 37°C.

El DNA que codifica la proteina de interés (“lqaibtein”) es clonado en el sitio de clonacion
multiple (MCS) del vector pSos, generando una fmatele fusion entre hSos y la proteina de interés.
El DNA que codifica la genoteca de expresion (gnateliana) es clonado en el MCS del vector pMyr
y se expresa como una proteina de fusion, coneseescia de miristilacion que ancla a la protea d
fusion a la membrana. Estas proteinas de fusi@oegpresan en la cepa cdc25H, incubandose éstas a
la temperatura restrictiva de 37°C. Si la protaipainterés y la genoteca de expresion interactlan
fisicamente, entonces la proteina hSos es llevalia membrana plasmatica activando la ruta de
sefializacion Ras y permitiendo el crecimiento &£3¥€ la cepa cdc25H (Figura M.5).
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Call Mambrors ] 1.Laproteina diana se ancla a la membrana
2. La proteina cepo se une a la diana, localizando a hSos en la

Wyristybation Signal “fTr - Gop H_\ membrana . .
;v Lj 3 (®s) 3. hSos activa a RAS por el cambio GDP/GTP
5cr ——

4. RAS activa la cascada de sefializacion que permite que los
mutantes de levadura cdc25H crezcan a 37°C

Figura M.5: Diagrama esquematico del mecanismo de activacita ghroteina Ras utilizada en el
sistema de doble hibrido CytoTrap.

5.2.1.- Construccién de la genoteca.

Para la construccibn de una genoteca de expres®Omr. dsylvatica se siguieron las
instrucciones del suministrador. Se partido de ue de semillas tratadas con ABA, a las que se les
extrajo el RNA total (apartado 4.3), y a partir deal se procedio a la purificacion de RNA polj)A
(apartado 4.4). El primer paso en la construcc®fadyenoteca fue la sintesis de la primera cadena
cDNA seguido de la sintesis de la segunda cadenBMN@, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Stratagene). Los fragmentos de cDNA se tratarona@olimeras&fu para obtener extremos romos
a los cuales se ligaron adaptaddfesRIcon las siguientes secuencias:

5-OH-AATTCGGCACGAGG-3’
3-GCCGTGCTCCp-5

Estos adaptadores tenian una longitud de 10 y l14&@hplementarios cada uno para un
extremo cohesivo EcoRI. Mientras que el oligonuiitebde 10 pb se fosforilaba, permitiendo su
unién a otro extremo romo disponible en el cDNA gts adaptadores, el oligonucleétido de 14 pb
permanecia desfosforilado para evitar que se ligaros extremos cohesivos. Una vez que se
completé la ligacion de los adaptadores y la ligasaactivé por calor, el oligonucle6tido de 14sgb
fosforil6 para posibilitar su ligacion al vectorsfiesforilado.

La digestion con la enzimXhol libera el adaptadoEcoRIy el oligo residual unido al
extremo 3'del cDNA. Estos dos fragmentos fuerontgg@smente separados por una columna de
goteo que contenia una suspension uniforme delgg8epharosa CL-2B (éste separa las moléculas en
base a su tamafo, fluyendo primero las moléculasgrindes de cDNA, luego las mas pequefias y
finalmente los nucle6tidos no incorporados). Seogeron 12 fracciones, conteniendo cada una
aproximadamente unos 100 pl. Se utiliz6 una alecudé 8 pl para comprobar los tamafios
fraccionados y determinar qué fracciones seridizadas para la ligacion, mediante separacion én ge
de acrilamida no desnaturalizante al 5%. La cuaatifén del DNA se realizé con SYBR Green por
visualizacién en luz ultravioleta.

El siguiente paso fue la ligacion del cDNA, tan® ld muestra de cDNA como del inserto
control XR LacZ (10 ng/ul), al vector pMyr XR, signdo las instrucciones del fabricante
(Stratagene) para, posteriormente, transfomar @éslas ultracompetentes XL10-Gold (apartado
3.3.2).

5.2.2.- Construccién del plasmido cebo.

El DNA que codifica la proteina cebo debe prepargrara insertarse en el vector pSos, ya
sea por digestion con enzimas de restriccion oapaplificacion por PCR, y debe insertarse de tal
forma que se exprese en la misma fase de lecteréaquroteina hSos.

Para la realizacion de la construccion pBe&ASA4 la regidn codificante del cDNA
correspondiente a FSGASA4 fue amplificada por P@Rzando los oligonucleétidos que se detallan
a continuacion:

- FsGASA4 sentido: 5'-GGATCCGGATGGCTAAGTGTTG-3’

- FsGASA4 antisentido: 5'-GCGGCCGCGGTCAAGGGCACTTG-3

Las condiciones empleadas en la PCR fueron 94°@&)ii094°C, 1 min, 60°C, 1 min, 72°C, 1
min durante 30 ciclos y 72°C, 10 min; finalmentens&ntuvieron a 4°C. Posteriormente, el cDNA
amplificado se subcloné en el sitBanHI-Notl del vector pSos siguiendo las instrucciones del
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fabricante. La reaccion contenia 1 pl del vectasp®.1 pg/ul), 1 6 2 pl de inserto (0.1pg/pl),I1 p
rATP 10 mM pH 7.0, 1 ul buffer ligasa 10x, 0.5 IDNA ligasa y agua destilada hasta un volumen
final de 10 pl. Se prepararon tres reacciones ghnina sin vector (para comprobar que el inseoto n
esta contaminado con el vector), una sin insedoa(pomprobar la efectividad del tratamiento con la
fosfatasa alcalina) y otra sin inserto y sinONA ligasa (para comprobar la existencia de redtos
vectores no digeridos). Las reacciones se incubarb?2°C durante toda la noche. A continuacién se
procedi6 a la transformacion de células competemetbo. de E. coli (apartado 3.3.2), se
seleccionaron colonias aisladas para la extragcidurificacion de DNA plasmidico (apartado 4.2) y
se secuenciaciaron los insertos (apartado 4.18) ganprobar que nuestro DNA se expresa en fase
con el dominio Sos y que no presenta mutaciones.

La expresion de la proteina cebo se verificd pdilisis de Western Blot, utilizando un
anticuerpo monoclonal de ratén [anticuerpo anti-@&I3 Biosciences)] que inmunoreacciona con la
proteina hSos, siguiendo un protocolo similar &cd& en el apartado 6.1.2. Para ello se utilizaro
extractos proteicos de la cepa de levadura cdc2®dida hasta saturacion y como anticuerpo
secundario se utilizé Anti-Mouse IgG (H+L) con uperoxidasa acoplada (Sigma, USA), diluido
1:100.000 en la solucién de bloqueo.

5.2.3.- Ensayo de doble hibrido.

Antes de iniciar los ensayos de doble hibrido.eetor pSos “bait” (con el gen de interés) se
debe cotransformar en la célula de levadura hosjpedacon el vector pMyr o pMyr Lamin C para
comprobar que la proteina cebo no interaccionalzsefial de miristilacion proporcionada por estos
plasmidos de control negativo. Si hubiera crecitoien 37°C podria deberse a que la proteina cebo
contiene secuencias que la hacen ir a la membEsta.puede resolverse eliminando esas porciones,
sin embargo, estas deleciones podrian eliminarigues de la proteina requeridas para la interaccion
con las proteinas de la genoteca.

Los plasmidos cebo y diana se introdujeron en lpacele levadura cdc25H por
cotransformacion, de esta forma se limita el nunterg@eneraciones que crecen antes del ensayo de
interaccién y se reducen los falsos positivos. disansformacién es muy util cuando el plasmido cebo
es téxico para las células, lo cual se determimapemando las curvas de crecimiento de las céldas d
levadura competentes cdc25H que contienen el plisogbo y las que contienen el plasmido pSos
Col | crecidas en medio selectivo.

Se prepararon células competentes cdc25H (apadtddb y se transformaron para detectar
interacciones proteina-proteina (apartado 3.4.@%tefiormente se procedié a la evaluacion de las
transformaciones preparadas para detectar interssiproteina-proteina (apartado 3.4.2.1). Las
colonias de las transformaciones que conteniampdéas simples se utilizaron en los ensayos de
“mating”, donde se siguié el método standard sustiado por el fabricante. Basicamente se tomaron
25 ul de agua estéril por cada colonia y se cotocan los pocillos de una placa de ELISA, las
combinaciones que se hicieron asi como los reqdtadperados se muestran en la tabla M VII:

Transformacién de SD(UL)/25°C SD(-

levadura UL)/37°C
Tipo “mating” Tipo Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa

(a) “mating”
()

pSos MAFB pMyr SB + + - +
pSos MAFB pMyr + + - -

Lamin C
pSos Balft pMyr SB + + - +
Tabla M. VII.

4Control positivo.

® Control negativo.

¢ Control que confirma la integridad del vector p8asproteina SB expresada por el vector pMyr SB
interacciona con la proteina Sos expresada erc@nvgSos bait para recuperar el crecimiento a 37°C
cuando se crecen en placas de SD/Galactosa(-UL).

A continuacién, 2.5 pl de cada suspensién de leaadse incubaron en una placa YPAD a
temperatura ambiente (22-25°C) durante 24 horamaddaese tiempo se pasaron las células crecidas a
pocillos independientes de placas ELISA, preparémddos placas SD/Glucosa(-UL) y otras dos
placas de SD/Galactosa(-UL). Se colocd una placaadie tipo a 37°C mientras que las otras se
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mantuvieron a temperatura ambiente (22-25°C). ddligriento a 37°C se observé después de 5 dias de
incubacion, comparandolo con los datos de la tsbll.

5.2.4.- Escrutinio de la genoteca.

La genoteca de cDNA en el vector pMyr y las colsni@transformantes pSos “bait” se
seleccionaron como sensibles a temperatura, yrmstente se identificd a los posibles candidatos a
37°C, comprobandose mediante dos rondas de cre¢amdependiente de galactosa a 37°C.

5.2.4.1.- Cotransformacion e identificacién de lggosibles positivos.

Para ello se siguieron las pautas marcadas p@bgténte (Stratagene), donde a 10 ml de
células competentes cdc25hi(preparadas del dia (apartado 3.4.1), se afiadiéfomug de la
construccion de la proteina cebo en pSos, 40 g denoteca de cDNA en el vector pMyr y 200 pl
de 1.4 M B-mercaptoetanol. El contenido se mezclé por indershasta obtener una mezcla
homogénea y se separd en 20 tubos Eppendorf. Comimknegativo, en otro tubo se afiadieron a
500 ul de células competentes de levadura, 2 pgettbr pSos, 2 ug de la genoteca de cDNA en el
vector pMyr y 10 pl de 1.4 N3-mercaptoetanol. Las transformaciones se incubdwoante 30 min a
temperatura ambiente (22-25°C), mezclandolas deonmm@sional. A continuacion se les dio un
choque de calor durante 20 min a 42°C y se colacarmohielo durante otros 3 min. Las células se
recogieron por centrifugacién durante 30 seg a Q4Q0n y a temperaura ambiente (22-25°C),
resuspendiéndolas en 0.5 ml de sorbitol 1 M. Cadacién de transformacién se crecié en placas de
SD/glucosa(-UL), utilizando aproximadamente 10 baile cristal de 425-600 um para asegurar el
reparto homogéneo en la placa. Las placas se immulatemperatura ambiente (22-25°C) durante 48
horas. Pasado ese tiempo se hizo una réplica dealesformantes en placas SD/Galactosa (-UL),
incubandolas a 37°C. Las placas de SD/Glucosa (ddLinantuvieron a temperatura ambiente para
determinar la eficiencia de la transformacion, g@seivo comprendida entre 1X12x10 colonias.
Para ello se empled la siguiente férmula:

[N° de cfu x Volumen total de la suspensién (50/[Mol. de transformacién plaqueada x Cantidad
de DNA utilizado (2ug)] = cfu/ug DNA

Al cabo de seis dias se procedi6 a evaluar lakasplie la transformacion en SD/Galactosa (-
UL). Para reprimir al promotor GAL1 (que conduceskpresion de la genoteca) del vector pMyr, se
pasaron colonias de estas placas a otras de SB&al{dJL) y se incubaron a temperatura ambiente
(22-25°C) durante 48 horas. Posteriormente seemimia traspasar colonias de estas Ultimas placas a
dos nuevas placas de SD/Glucosa (-UL) y a otrali&&actosa (-UL), siendo ésta la primera prueba
para identificar posibles interacciones. Una pldee&SD/Glucosa(-UL) y la de SD/Galactosa(-UL) se
incubaron a 37°C durante 48 horas, mientras quaasduvo la otra placa de SD/Glucosa(-UL) a
temperatura ambiente (22-25°C). Pasadas las 48 lsera&valud la prueba de interaccién primaria
identificando las colonias que crecieron a 37°(pkicas de SD/Galactosa(-UL) pero no en las de
SD/Glucosa(-UL). A continuacion se realizé una pauede interaccidon secundaria, pasando los
posibles candidatos crecidos en la placa de SD#GafeJL) mantenida a temperatura ambiente, a una
placa de SD/Glucosa(-UL) y a otra de SD/Galactbig(que se incubaron a 37°C durante 48 horas.
Las colonias que crecieron en placas de SD/Gakgtdls) pero no en las de SD/Glucosa(-UL) a
37°C, tanto en las pruebas de interaccién printamao secundaria, se consideraron posibles positivos
y se utilizaron para a su posterior analisis.

Los positivos se analizaron mediante PCR (apartadd3). Como oligonuclettidos se
emplearon los del vector pMyr (Myr 5 primer: 5"-ABCTAGCAGCTGTAATAC-3", Myr 3 primer:
5"-CGTGAATGTAAGCGTGACAT-3"). Las condiciones para amplificacion fueron 94°C-10 min,
30 ciclos a 94°C-1 min, 54°C-1 min, 72°C-30 sedjnglmente 72°C-10 min. Los fragmentos
amplificados fueron analizados mediante secueniig@ipartado 4.11).
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6.- OBTENCION Y MANIPULACION DE PLANTAS TRANSGENICA S.

6.1.- Transformacion deArabidopsis thaliana por Agrobacterium.

6.1.1.- Construcciones para la transformacién de ahtas deA. thaliana.

Los genes utilizados en la generacién de plantasgénicas fueroRsPTP1ly FSGASA4
Estos genes se emplearon para la transformaciérplaltas deA. thaliana por medio de
Agrobacterium tumefacienstilizando el vector binario pBI 121 (Bevan, 19&Bigura M.1.D, Tabla
ML11).

El T-DNA de este vector contiene el gen marca@oiS (3-glucuronidasa) bajo el control del
promotor 35S, y el geNPTII (neomicina fosfotransferasa Il) que confiere tesisia a kanamicina.
La bacteriaA. tumefacienmtroducira en las células vegetales las constones preparadas dentro del
fragmento de T-DNA, que se encuentra entre laonegi denominadas LB y RB (“left border” y
“right border”) del plasmido pBI 121.

Para la realizacién de las construcciomBl-FsPTP1 y pBI-FSGASA4 las regiones
codificantes de los cDNAs correspondienteBs®TP1y FsGASA4fueron amplificadas por PCR,
utilizando en cada caso los oligonucleétidos quaesallan a continuacion:

- FsPTP1 transgén sentido: 5-GGARTCGGCCGCTACCTCTTC-3"

- FsPTP1 transgén antisentido:5-CAGCTGTCATTTTGAGCTCQTCTG-3"
- FsGASA4 transgén sentido: 5'-GGATCCATGGCTAAGTTTG3T-
- FsGASA4 transgén antisentido: 5-CCTAGGTACCGATTCABAA2Q-3’

Posteriormente, los cDNAs amplificados se subclomagn el sitioBanHI-Sad del vector
binario pBl 121 para la construcci@Bl-FSsGASA4y en el sitioBamHI-Pvull para la construccion
pBI-FsPTP1

6.1.2.- Preparacion de células competentes Adgrobacterium tumefaciens.

A. tumefacien®s una bacteria gram negativa que infecta a difeseespecies de plantas,
tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas. La adpad. tumefaciensutilizada en nuestros
experimentos fue la C58C1, que contiene el plasmidtesarmado pGV2260 (Deblaere et al., 1985).
Dentro del plasmido Ti se encuentra el T-DNA, e se inserta la construccion de interés, y este
fragmento se integra en el genoma de la plantaipg@roceso de transferencia para el que se requiere
el gen de virulenciav(r) presente en el plasmido pGV2260.

Para la obtencion de células competentes de epta deAgrobacterium se prepard un
cultivo saturado de células en 10 ml de medio qRitio suplementado con rifampicina (0.14 mg/ml),
incubando a 28 °C durante 2-3 dias. Con 1 ml decstivo se inocularon 100 ml de LB, los cuales se
incubaron a 28°C durante una noche hasta que ladp f0e de 0.5-1.0. Las células de este cultivo se
recogieron por centrifugacion a 3.000 rpm durater®n y a 4°C, y se lavaron dos veces con agua
Milli Q estéril a 4°C. Las células obtenidas seuspendieron en 4 ml de glicerol al 10% a 4°C, @ est
suspension se dividié en fracciones de 0.4 ml,sgugimacenaron a —70°C.

6.1.3.- Transformacion deA. tumefaciens mediante electroporacion.

Estas células competentes se transformaron corcdastruccionegpBI121-FsGASA4o
pBI121-FsPTP1por electroporacién (Dower et al.,, 1988). Para,eBe utilizaron cubetas de
electroporacién de 0.2 cm de anchura y las conuisidueron 2 kV, 1® y 25 yuF. A una suspension
de 0.4 ml de células competentes se le afiadier@r0.5. ug del plasmido recombinante.
Inmediatamente después de la electroporacion, adicail ml de medio SOC a las células y se
incubaron a 28°C durante 2-3 horas. Los transfotesase seleccionaron en placas con medio LB
solido suplementado con kanamicina (50 pg/ml).
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6.1.4.-Extraccion de plasmidos déA. tumefaciens.

Para confirmar que las células transformadas cttda construccion adecuada, se realizé
una extraccion de los plasmidos, a partir de utiveubaturado de las cepas transformadas en medio
LB con kanamicina. Las células de 1 ml de cultiv® recogieron por centrifugacion y se
resuspendieron en 100 pl de tampén de lisis (gub6smM, Tris-HCI 25 mM, pH 7.5, EDTA 10 mM
y 4 mg/ml de lisozima) a 4°C. La suspension sedagigorosamente durante 10 seg y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 min. Se volviditarag se le afadieron 200 ul de NaOH 0.2 M con
SDS al 1%. La mezcla se incub6 a temperatura amebiemante otros 30 min, al cabo de los cuales se
afiadieron 150 pl de NaAc 3M (pH 4.8), se mezclé insubd en hielo durante 5 min. Tras centrifugar
a 12.000 rpm durante 5 min, al sobrenadante siaéi@un volumen igual de fenol:cloroformo (1:1),
se mezclé mediante agitacion y se volvio a cergafuDe nuevo se recogio el sobrenadante, se le
afiadio 1 ml de etanol absoluto frio, se mezclégpdés de una ultima centrifugacion, el precipitado
se resuspendio en 50 pl de agua.

6.1.5.-Infiltracion de plantas deArabidopsis thaliana con Agrobacterium tumefaciens.

La transformacion dérabidopsispor medio deA. tumefaciense realizé por el método de
infiltracion in planta (Clough y Bent, 1998). Este procedimiento ofreagas ventajas frente a los
métodos que requieren un proceso de cuitingtro. La transformacion de plantas enteras no requiere
regeneracion de tejidas vitro, lo que evita la variacion somaclonal, y ademasgedeace el tiempo
requerido para obtener individuos transformados.

Se utiliz6 un cultivo saturado de tumefaciengara inocular 200 ml de medio LB (3:200).
Este cultivo se incubé a 28°C durante 24 horascédislas se recogieron por centrifugacion (3.000
rpm, 15 min a 4°C) y se resuspendieron en 400 rsbtleion de infiltracion [MgGI10 mM, sacarosa
al 5%, detergente Silwet L-77 al 0.02% (v/v), MES§/lly BAP (benzilaminopurina) 44 nM].

Las plantas déA. thaliana (ecotipo Col-0 y ecotipo Cvi) que iban a ser inditlas, se
crecieron en macetas (10-15 semillas por macetalp®rcondiciones ya descritas (apartado 2.3)
durante 6 semanas. Siete dias antes de procedetran$formacion, se podaron las inflorescencias
primarias para estimular la produccién de infloessias secundarias. Para la inoculaciéon de las
plantas co\. tumefaciensse colocaron 400 ml de la suspensiéidumefaciensn un recipiente de
plastico, sobre el que se colocé la maceta copléagas en floracién en posicién invertida, de modo
que la parte aérea de la planta quedara sumengidasespension celular.

Cuando la bacteria se pone en contacto con lodleaglorales deArabidopsis la bacteria
infecta al tejido. En este periodo de contactddeteria transfiere al tejido el T-DNA del plasmitio
que se integra en el material genético de susastltranscribiéndose mas tarde como si fuera un gen
propio de la planta.

Para cada construccién del pBl 121 producida, Skramon seis macetas. Después de la
infiltracion, las plantas se mantuvieron en untfdo en las mismas condiciones de crecimiento
(apartado 2.3) durante 2-3 dias y cubiertas costiptg para evitar la pérdida de humedad y favarece
Su recuperacion.

6.2.- Seleccién de semillas transgénicas.

Las plantas infiltradas (T0) se incubaron en wrtrfin hasta la produccién de semillas en las
condiciones ya descritas (apartado 2.3). Las s#snile estas plantas se recolectaron y se secaron a
temperatura ambiente durante 2-5 dias. Tras éxteria superficie de las semillas (apartado Zé),
elimind la dormicion por estratificacion durante HW&as a 4 °C y se colocaron en placas con medio
MS suplementado con kanamicina (50 pg/ml). Adenedafgdio cefotaxima (250 pg/ml) para evitar
contaminaciones cofigrobacterium Estas placas se incubaron a 21-24°C, con unddtujo de 16 h
de luz y 8 h de oscuridad y una humedad del 70%.skanillas se germinaron y crecieron hasta que
emergieron las hojas primarias (10 dias). En esimento se pudo diferenciar entre las semillas
resistentes a kanamicina (generacién T1) y lasenistentes (semillas no transformadas), ya que las
primeras eran capaces de germinar y formar pl&pddectamente desarrolladas.
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6.2.1.- Andlisis de la segregacion del marcador deesistencia a kanamicina en la
generacion T2.

Las plantulas T1 se transfirieron a macetas caoratie se dejaron crecer hasta la produccién
de semillas. Las semillas de estas plantas (gadar&@®) se recolectaron y se sembraron en placas de
MS con kanamicina, donde se estudio la segregaeda resistencia a kanamicina de dichas semillas.

El andlisis estadistico de la segregacion de lateegia a kanamicina de las plantas T2, se
realizé calculando el valgf con la correccion de Yates, cuya férmula es laisite:

chorr: 2 (| O-E| _1/2)2/E

donde O es la frecuencia observada, E es la comdgmte frecuencia esperadalOyE| es el valor
absoluto de la diferencia entre O y E.

El valor obtenido se comparé con los valores dabé dex’para un grado de libertad. Si el
valor obtenido corresponde a una probabilidad megdd.5, la desviacién obtenida no es significativa
y, por lo tanto, los datos se ajustan aceptablesrefd hipétesis (Parker, 1989).

6.2.2.- Caracterizacion molecular de las plantas @ansgénicas.

Un grupo de 25-30 plantulas correspondientes adifi@homozigotas para el gen insertado
y resistentes a kanamicina, se transfirieron delasas a un medio MS liquido y se utilizaron como
material para extraer el RNA. Las muestras de &amlleicos obtenidas se utilizaron para el asalisi
por Northern blot (apartado 4.9.2), que se reaiz&ondiciones restrictivas y utilizando como sonda
la secuencia de la fase de lectura abierta del cl@Nkespondiente al geRsPTP1o bien la
correspondiente al gersGASA4

La obtencion del DNA gendémico de las lineas tranegé nos permitid, por medio de PCR,
usando oligonucledtidos especificos para cada gémsconfirmar la presencia desPTP1 o
FsGASA4respectivamente, en el genoma de las lineas akedids oligos usados fueron:

- GASA4 sentido: 5-ATGGCTAAGTTTGTTGCTACCTT-3

- GASA4 antisentido: 5-GCACTTGGGGCCTCCTTCCTTGGT-3"

- PTP1 sentido: 5-ATGGCCGCTACCTCTTCC-3’

- PTP1 antisentido: 5'-CTGGATGAAGTTATTGGCCT-3’

El analisis por Southern blot, nos permitié sahe&mtas copias del transgén correspondiente
estaban presentes en nuestras lineas transggracasomprobar el nimero de copias del transgén.

6.2.3.- Caracterizacién fenotipica de las plantasansgénicas.

Para la caracterizacién fenotipica de estas liteasgénicas analizamos varios aspectos
fisiolégicos mediante diferentes ensayos:

1. Ensayos de dormicion.

En el ensayo de dormicién, se analizaron los ptageside germinacion de semillas control
(ecotipo Col-0 y ecotipo Cvi) y las transgénicase dpabian sido estratificadas durante 0, 24 y 120
horas a 4°C en oscuridad y posteriormente mantemdaina camara de germinacion &2Icon un
fotoperiodo de 16 horas de luz.

2. Ensayo de sensibilidad de las semillas a difesgfiitohormonas.

Se analizaron los porcentajes de germinacion desdasillas en presencia de diferentes
concentraciones de ABA (0.3-50 uM) para estudiaelssibilidad a esta hormona.

Del mismo modo, se realizaron ensayos de germinaopresencia de GA50-100 pM),
paclobutrazol (PCB, inhibidor sintesis giberelitag0 M) y acido salicilico (0.25 pM-1 mM)

3. Ensayo de sensibilidad de las semillas a esg@gtico y salino.

Se analizaron los porcentajes de germinacién dedasllas de las plantas transgénicas en
relacién a los de las semillas control, en presedei diferentes concentraciones de NacCl (100-300
mM) o de manitol (200-400 mM).
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4. Ensayo de sensibilidad de las semillas a eskiélativo.

Se analizaron los porcentajes de germinacion slsdanillas de las plantas transgénicas en
relacién a los de las semillas control y los mwganton una insercion de T-DNA en presencia de
paraquat (0.5 mM) y de paraquat (0.5 mM) suplensentan GA (50 uM).

5. Ensayo del contenido de Malondialdehido (MDA).

Para medir el dafio oxidativo provocado por dif@giipos de estrés se analizé el contenido
de MDA (sustancia que reacciona con el acido timhaico, TBA), utilizando la técnica descrita por
Wen et al. (2008). Para ello se crecieron difeenijgos de plantas durante 7 dias en diferentes
tratamientos. El tejido vegetal (100 mg) congeladmitrégeno liquido se homogeneiz6 en un Silamat
S5 (lvoclar Vivadent, Madrid) durante 20 seg usiido bolas de vidrio de 425-600 microns (Sigma).
Se colocé en Nliquido para mantener congelado el tejido, se iafiadnl de acido tricloroacético
10% (TCA) y se agitd de nuevo en el Silamat dur&ri® seg. A continuacion, se centrifugé durante
10 min a 8.000xg; al sobrenadante se le afiadio deriliCA 10% que contenia TBA 0,6%. La mezcla
se calentd durante 30 min a 95°C y posteriormenteokco en hielo. A continuacion, se centrifugo
durante 10 min a 8.000xg, se midi6 la D.O. del spadante a 450, 532 y 600 nm. La concentracion
de MDA se calcul6 de acuerdo con la siguiente fdamus.45 X (A3 — Asog) — 0.56 X Aso.

6. Determinacién del tamafo celular.

Para comprobar las posibles diferencias en el tardaflas células del tallo y las hojas de las
lineas transgénicas respecto al tipo silvestre-QCaltilizado como control, pequefias secciones de
tejido &2 mm) se sumergieron en 500 pl de tampon Na-P 0,1pM 7.2 que contenia
paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 0.25%e mantuvieron en una burbuja de vacio durante
una hora a temperatura ambiente. Este tratamientestio cuatro veces renovando el tampon de
fijacion cada vez, y se dejaron toda la noche ad&@ro del fijador pero sin vacio. Posteriormente,
los tejidos se lavaron cuatro veces con tampon akRM, pH 7.2 bajo vacio, durante 30 min cada
vez.

El material ya fijado se analiz6 en el ServicioMieroscopia Electrénica de la Universidad
de Salamanca, donde las muestras se deshidratameeibjeron un bafio de oro previo a su
visualizacion en un microscopio electrénico deidarr

7. Ensayo de transpiracion.

Los ensayos de transpiracion se realizaron pal&zank pérdida de humedad en las plantas
transgénicas dArabidopsis.Para ello, se cortaron hojas del mismo estadcedarllo y a diferentes
tiempos (0, 10, 20, 40 y 80 min) y se realizaranrtedidas del peso fresco a temperatura ambiente.
Para la visualizacion directa de los estomas, etites muestras de hojas se observaron al micrascopi
electronico de barrido, como se indica en el agargmterior.

8. Ensayo de termotolerancia.

Para analizar el efecto del estrés térmico, tantplantas del ecotipo silvestre Columbia
como en las lineas transgénicas que sobreexpreganfEesGASA%e siguieron diferentes estrategias.

Para el estudio de la termotolerancia basal yiadguse utilizé la técnica descrita por Ko et
al. (2007), donde las semillas esterilizadas yaeftadas durante 3 dias, se expusieron a una
temperatura de 50°C durante 3 horas, para estddiaermotolerancia basal, para ponerlas
posteriormente en las condiciones que se menciena@l aparatado 2.1 en diferentes tratamientos
(MS, GAs 50 y 100 uM y SA 50 uM). La emergencialak cotiledones se cuantificé al cabo de 5
dias. Para estudiar la termotolerancia adquiridieselio un segundo choque de temperatura a los 7
dias, exponiéndolas a 50°C durante 2.5 horas. rRémdé se mantuvieron en las condiciones
mencionadas en el apartado 2.1 durante 10 diasil@adlo el porcentaje de germinacion durante ese
periodo de tiempo.

Otra estrategia utilizada fue el ensayo de elodgade hipocotilos, que consiste en medir la
longitud que alcanza el hipocotilo durante la geaunion de las semillas cuando se las somete a un
tratamiento térmico (Hong y Vierling, 2000). Patk.elas semillas esterilizadas y estratificadas de
cada linea, se sembraron en placas cuadradas el2Zm que contenian diferentes tratamientos
(MS, GA; 50 uM, SA 50 uM). Las placas se dividieron endotecada uno de ellos fue sometido a
uno de los siguientes tratamientos: 90 minutos°€38horas a 45°C; 90 minutos a 38 °C, 2 horas a
22°C y 2 horas a 45°C. Las placas control se memarva 22°C. Las placas se incubaron en posiciéon
vertical y en oscuridad a 22°C durante 3 dias.d®asste tiempo se midio la longitud del hipocatito
cada linea.
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9. Medida de los niveles hormonales.

Para determinar los niveles hormonales se utiizptantulas del ecotipo silvestre (Col-0), de
las lineas transgénicas que sobreexpresan ¢fgf@ASA4y de las lineas mutantes con una insercion
de T-DNA. Las semillas se germinaron en placas con medio Gf%, 100 uM y NaCl 100 mM
durante 7 dias. Finalmente las muestras se congetar nitrdgeno liquido y se liofilizaron (Virtis,
mod. Benchtop 3).

Para la determinacion del acido abscisico (ABAjd@&gasmonico (JA) y acido salicilico
(SA) se siguié el protocolo descrito en Durgbamgltal. (2005), estas medidas se llevaron a caleb en
Departamento de Ciencias Agrarias y del Medio Nafe la Universidad Jaime |I.

7.- OBTENCION DE MUTANTES DE INSERCION DE T-DNA.

Para evaluar el papel de los ge@@sSA4y PTP1enArabidopsis se obtuvieron mutantes de
insercion de T-DNA, At5g15230 (SALK _042431) paragehGASA4y Atlg71860 (SALK_071533)
para el gefPTP1, de la coleccion del Salk Institute. Las insere®de T-DNA cercanas a las regiones
5" no codificantes se confirmaron por PCR, utild@aren cada caso los oligonucledtidos que se
detallan a continuacion:

- FsPTP1 mutante sentido: 5-ATGGCGACCGGTAAAACTIITC -3’

- FsPTP1 mutante antisentido: 5'-CTCGTTCCAGCATTTGTQGL-3"
- FsGASA4 mutante sentido: 5'-GAGGAGTGTTTGGTTCTTTGG-3

- FsGASA4 mutante antisentido: 5"-TAAAAAGGGAACGAGGAG-3’

Ademas, en las lineas que no dieron producto de ¢d@Ros oligonucleotidos especificos del
gen, se comprob6 la presencia de la insercién B&A-usando el oligonucledtido especifico del gen
del extremo 5’en combinacion con el olgonucledgdpecifico del borde izquierdo del T-DNA (5'-
GCGTGGACCGCTTGCTGCACCT-3").

Los estudios fenotipicos realizados en estas |ffuggien los mismos que los que se detallan en
el apartado 7.2.3.

8.- ANALISIS Y PRESENTACION DE DATOS.

8.1.- Fotografia y autorradiografia.

Los geles de agarosa para la separacion de DNAA/fleéron fotografiados con una camara
digital DC 290 Zoom (Kodak) y el software Kodak llmdage Analysis, mientras eran irradiados con
un transiluminador de luz ultravioleta (UVP mod&ld-20, 302 nm).

Las peliculas de radiografia X-Omat AR procediarKddak (Amersham). El revelado de
estas peliculas se realiz6 siguiendo la técnicauahitilizada en fotografia, mediante la inmensen
liquido revelador, posterior fijacion y secado (@@do M.4.9.3).

Las fotografias de plantulas, semillas y placasofuédomadas con una camara digital DC 290
Zoom (Kodak) en nuestro laboratorio.

8.2.- Andlisis informatico.

El analisis de restriccion de los clones aisladosealizd con el programa DNA Strider™ 1.1
(Ch. Marck y C.E.A)).

El disefio de oligonucledtidos se llevd a cabo dgr@égrama Oligo® 4.05, Primer Analysis
Software (National Biosciences, Inc.).

Las secuencias de nucle6tidos obtenidas fueromlizadas mediante la aplicacion EditView
(ABI PRISM™; Perkin Elmer), y se analizaron por garacion con la base de datos GENEMBL
(http://www?2.ebi.ac.uk/fasta 3), que engloba adases de datos GenBank, EMBL (general) y EPLN
(especifica de plantas) y utiliza el programa FASP&arson y Lipman, 1988) de comparacién de
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secuencias. Las secuencias de aminoacidos deddgdas secuencias nucleotidicas se enviaron a la
base de datos SWISSPIRALL, que engloba a las lesestos Swiss-Prot y NBRF/PIR vy utiliza el
programa FASTA de comparacién de secuencias. Baranistruccion de los arboles filogenéticos se
utilizé el método CLUSTAL W (Thompson et al., 199bn la aplicacion Megalign de DNASTAR
LASERGENE.

8.3.- Presentacion de datos.

El programa utilizado en la escritura ha sido Word XP (Microsoft Corporation).
Para las figuras se ha utilizado el programas Addtiietoshop® 7.0 (Adobe Systems). Las imagenes
digitalizadas se obtuvieron con el “Cannon ScanE 8D".

Las representaciones graficas se han realizado Jaomplicaciones Cricket Graph 1.3.2
(Cricket Software) y Microsoft Excel XP para hogiscalculo y realizacion de graficas.

Para la lectura de las imagenes obtenidas por ndedliphosphorimager Bas-IP (Fujifilm) se
utilizé el programa Fujifilm Mac-Bas.

A lo largo de toda la memoria, las referencias etexto se ordenan cronol6gicamente,
siguiéndose un orden alfabético para autores @rks publicados en el mismo afio.

En la escritura se ha procurado seguir las normamagicales del Diccionario de la Real
Academia de la Lengua Espafiola [Vigésimo segundzioéed(2001), Espasa Calpe, Madrid] y el
Vocabulario Cientifico y Técnico de la Real Acaderde las Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
[Tercera edicién (1996), Espasa Calpe, Madrid].

Las abreviaturas empleadas en esta memoria pagsirsef a unidades de medida se
corresponden con las del Sistema Internacionah&Sprocurado aplicar la normativa de la IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistey) lo referente a la formulacién quimica y a las
denominaciones de los compuestos empleados etradso.
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1.- MANTENIMIENTO Y ELIMINACION DE LA DORMICION DE  SEMILLAS DE HAYA
(Fagus sylvatica L.): EFECTO DEL ACIDO ABSCISICO (ABA) Y DEL ACIDO G IBERELICO
(GA).

En la realizacion de esta parte del trabajo sezatiin semillas de hay&d#gus sylvativa L.) que
presentaban un estado de dormicidon enddgena yapior, eran incapaces de germinar sin un tratamient
frio previo (Nicolas, 1996). Como paso previo eteesstudio, se analizaron los efectos de distintos
tratamientos hormonales en el mantenimiento o eénién de la dormicidon de semillas de haya, para
comprobar los resultados obtenidos por nuestroogrgugstandarizar los datos en el lote de semillas
utilizado en este trabajo. Estas semillas fuer@piwistas del pericarpio y la testa, como se desen el
apartado 2.1 de Materiales y Técnicas, para acdiesalida de la dormicion y posibilitar la entaaeh la

semilla de los diferentes compuestos estudiadan(@s, 1996).

A continuacién, las semillas fueron imbibidas estidtas soluciones, durante 1-6 semanas, a una
temperatura de 4°C (estratificacion o tratamiemto, foreviamente descrito como eficaz para romaer |

dormicién de las semillas de esta especie).

Las soluciones empleadas para la imbibicion dedatgillas fueron las siguientes:
- ABA (100 uM): hormona vegetal capaz de mantenesdasillas en dormicion.
- GA;3 (100 uM): hormona vegetal que elimina la dormidi@estas semillas.

- Paclobutrazol (PCB) (10 uM): inhibidor de la siidete giberelinas.

Siempre se utilizd agua como control de la gerniimaaue se consideré como emergencia

radicular.

En la tabla R.l. se muestran los porcentajes daigacion obtenidos en los distintos tratamientos
después de diferentes periodos de imbibicion. Sestas en la dormicion de las semillas o en su

eliminacién, se describen a continuacioén.

La estratificacion o tratamiento frio a 4°C consigliminar gradualmente la dormiciéon a lo largo
del periodo de estudio, alcanzando porcentajeseimigacion proximos al 50% tras 6 semanas de
tratamiento, por lo que se puede considerar gparta de este momento, las semillas comienzatiredsa

la dormicién.

La adicién exdgena de acido abscisico (ABA) coresigawertir los efectos del tratamiento frio en
la eliminacion de la dormicion, disminuyendo coesablemente los porcentajes de germinaciéon hasta un
5% tras 6 semanas de imbibicidn, lo que sugiempdicacion de esta hormona en el mantenimientlade

dormicién de estas semillas y corrobora los dal@eiwvados por Nicolas et al. (1996).
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% germinacién/tiempo (semanas)

Tratamientos 1 2 3 4 5 6
Agua estéril (4°C) 0% 2% 3% 7% 10% 47 %
ABA 100 pM (4°C) 0% 0% 0% 0% 2% 5%
GA; 100 pM (4°C) 0% 4% 15% 47% 62% 80%
PCB 10 uM (4°C) 0% 0% 0% 1% 3% 5%

Tabla R.1.: Efectos de la estratificacion fria a 4°C, ABA (30d), GAs (100 uM) y paclobutrazol
(10 pM) en los porcentajes de germinacion de sasndurmientes dEagus sylvatica L. tras ser
sometidas a periodos de imbibicion de 1 a 6 sen@Aa€.

La aplicacion al medio de acido giberélico (§pAa a potenciar el efecto de la estratificacion y
provoca una rapida eliminacion de la dormicién, entando los porcentajes de germinacion desde las
primeras semanas de tratamiento, alcanzandosessalet 47% en tan s6lo 4 semanas y del 80% tras 6

semanas de imbibicion.

Finalmente, tras la adicién de paclobutrazol (Unibidor de la sintesis de GAs) se obtienen unos
porcentajes de germinacion proximos a cero durdotl® el tratamiento, anulandose los efectos
activadores de las bajas temperaturas, lo queamgie la sintesis de GAs es necesaria para lanakiin

de la dormicion durante la estratificacion, commigaervaron Nicolas et al. (1997).

2.- CARACTERIZACION Y EXPRESION DE UNA PROTEINA TIR OSINA FOSFATASA DE
Fagus sylvatica RELACIONADA CON LA ELIMINACION DE LA DORMICION Y R EGULADA
POR ABA.

Una vez comprobado el efecto de los diferentearigntos en el mantenimiento o eliminacién
de la dormicién en nuestro lote de semillas, unowkstros objetivos era el aislamiento y cara@eitn
de un clon de cDNA que codificara una proteinasiita fosfatasa que pudiera estar relacionada con la
dormicién/germinacion de semillas y regulada pad@abscisico (ABA), para estudiar su funcién en la

regulacion hormonal de este proceso.

Para ello, utilizamos una aproximacion por RT-P@Ppaftado 4.10.2 de Materiales y Técnicas),

utilizando mRNA de semillas tratadas con acido iz (ABA), hormona que mantiene a las semillas en
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dormicion. Estos RNAs se utilizaron para la sistel® cDNAs por transcripcion inversa y los prodsicto
de la reaccion se sometieron a PCR empleando olifdtidos degenerados correspondientes a dominios
conservados en este tipo de proteinas (PTP). Reneshbera se obtuvo un fragmento de 550 pb, que
codificaba una posible proteina tirosina fosfatagae se denomin6é FsPTPfl. Este fragmento se @ond

el vector pBluescript SK

2.1.- Aislamiento y caracterizacion del clon de cDANFsPTP1.

El clon parcial FsPTPf2 se aislé utilizando el fresmto obtenido por RT-PCR como sonda en la
busqueda de una genoteca de cDNA construida a gartnRNA de semillas de haya (Nicolas, 1997).
Finalmente se obtuvo el clon completo FsPTP1 mégliantécnica de RACE (apartado 5 de Materiales y
Técnicas). La secuencia nucleotidica de este cDdl4urdado registrada en la base de datos EMBL con
el n° de acceso AM231527.

2.1.1.- Andlisis de la secuencia nucleotidica

La insercion de este clon en el plasmido pBlues@HK' posibilité su secuenciacién en ambas
direcciones, utilizando los iniciadores denominatfaverse” y M13 (-20) Universal” en las reacciones
de secuenciacion. La secuencia completa de estalelaDNA presentaba una longitud de 1698 pb, con
una fase de lectura abierta de 992 nucleétidos &y negion 5° y 3" no codificante de 186 y 518
nucledtidos respectivamente. Adicionalmente, ladre@” no codificante contenia una cola de poly(A)

con 6 restos de adenosina.

La secuencia de nucleétidos correspondientes aladocDNA FsPTP1, asi como su traduccion

en aminoacidos aparece en la figura R.1.

2.1.2.- Estudio comparativo del clon FSPTP1 con d@s tirosina fosfatasas.

La secuencia de nucledtidos del clon de cDNA demado FSPTP1 y su correspondiente
traduccién en aminoécidos, fueron enviadas a lassbde datos disponibles (GENEMBL y SWISSPROT)
para encontrar otros genes y proteinas ya desquimresentaran secuencias similares. La comparaci
con todas las secuencias incluidas en estas based) la existencia de homologia con secuencias
aminoacidicas que codifican proteinas tirosinaatasias (PTP) de diversas especies vegetales como
Phaseolus vulgaris (n° de acceso AY603965), que presenta un 71,4%ateidad,Glycine max (n° de
acceso AJ006308) con un 70,5Pésum sativum (n° de acceso AJ005589) con un 68,6%rgbidopsis
thaliana (n°® de acceso AY070403) que presenta un 68,9%edidad.

Esta comparacion queda reflejada en la figuraéh2a que se comprueba la similitud entre estas
proteinas, por lo que se considerd que este cldificd una proteina de este tipo y por ello se dané
FsPTP1.
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1 CCA CTA ATC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CGC GGG

61 GGT GGT CAA GGC AGA AGG CAG AAC CCT CAA AAC CGT ATC ACA CAG CAC CAC CTT ACC CAC

121 CCC AAA AAA ACT GAA CTG GGG AAC CAC ATT TCT AAG CGC GGC CAC CAC CAG CGG AGA AGA

181 TCA GCC ATG GCC GCT ACC TCT TCC ACC GCA AAC TCC GCC TTC TCA CCC GAT TCA CCT CCC
M A A T S S T A N S A F S P D S P P

241 AGA CTC CCT CTC ACA CCC GAT CAG GTT CAG CAT TGC TCC GAA GCT CTC ACT TIC TTC ATC
R L P L T P D Q \ Q H c S E A L T F F |

301 GAC AAG CTC CAG ATG CCT CAC ATC CTC AAC CAG GAG TIC GCC CAC TIG CAG GCC AAT AGA
D K L Q M P H | L N Q E F A H L Q A N R

361 ATA  ACT CCA TCT GAG ATG AGG AGA AGC TGT ACT GTG GCT TIT GAC AAT GTC AAT ATG AAC
| T P S E M R R S c T \ A F D N \ N M N

421  AAA AAC CGC TAT ACC GAT GTC GTA CCA TIT GAC AAG AAT AGG GTT GTT CTT AAC TCG TGT
K N R Y T D \ \ P F D K N R \ \ L N S c

481 AAG GAT TAC AGA CCG GCT GCA AAG GGC TAC ATC AAT GCA AGC TTC ATC ACG ACT TCT TCC

K D Y R P A A K G Y | N A S F | T T S S
41 TCT GAA AGC ATT TCT CAG TIT ATT GCC ACA CAA GGT CCA TTA CCA CAA ACC TAT GAG GAT
S E S | S Q F | A T Q G P L P Q T Y E D
601 TIC TGG GAG ATG GTA ATG CAG AAT CGT TGC CCT GTG GTT GTG ATG CTG ACT AGG TTA GTC
F w E M \ M Q N R c P \ \4 \ M L T R L v
661 GAGC AAG ATG GTA AAA  TGT GGC GAT TAT TTC CAA GCC GAA GAT GGT CCC AGG GAA ATT GGT
D K M v K c G D Y F Q A E D G P R E I G
721 AAT ATA CAT ATA GIC ACT AAA TGG ATA AAA  ACT ATC GAC ACT TCA TTA GTG TIG CGC CAT
N | H | \ T K w 1 K T | D T S L \ L R H
781 TIG GAG GTG AAG TAT AAA GAG TCA GAG GAG GAA CCC ATG TCT GTT CTA CAT ATT CAG TAT
L E v K Y K E S E E E P M S v L H | Q Y
841 CCT GAA TGG CCC GAT CAT GGA GTT CCA AAT GAC ACA GTT GCT GTG CGT GAA ATT TTA  AAA
P E w P D H G \ P N D T \4 A \ R E | L K

901 AGA ACA TAC CAT GTA CCA CCC AAT CTT GGC CCA GTT GIG GIG CAC TGC AGT GCA GGT ATT
R T Y H \ P P N L G P \ \4 v H c S A G |
961 GGG AGA ACA GGA ACA TAT TGC ACA ATT CAT AAC ACA ATT CAG AGA ATC CTA GCT GGA GAC

G R T G T Y C T 1 H N T | Q R | L A G D
1021 ATG TCT GCG TTA AAT CTT GTT AAT ACC ATA AGC ATG TIGC AGG TCC CAG AGA ATT GGA ATG
M S A L N L \ N T | S M F R S Q R | G M
1081 GTC CAA ACA CCG GAT CAA TIT CGT TIT TGC TIT AAA  GCA ATC ATT GAT GAA TTA GAA GAC
\ Q T P D Q F R F c F K A | | D E L E D
1141 CTG ATC TCA GAT TIC AAC ACA GAG AGG AGC TCA AAA  TGA TCA ATG ACT GIT CCT CAT CAT
L | S D F N T E R S S K "

1200 TAG TAC CAA TGC TGA ATA AGA CAG AGA AGT CTG CTT ATT TCT CCA AAG TTG AAG AAA TAT
1261 GCA ATT GTA TGC TIC TCC CAG TAC GIT TGT GTT CTC CAG CAG CTG GTIC TGA TGC CTC ATC
1321 ATT ATG CTG GAA CTA AGA ACA TTG CTG AAC CGC TAA TTIT CAT TTIT CTT TAA AAC CCC TGG
1381 TTC TCT TCC TAT AAA TAT ATA TAG GCA CCC AAG GAG CTG AAT AAT TCA AAT ACA ATC TAT
1441 TTC ATG TTA TAA TGG TIC CCT GCA GAT TGT TAG AAA  CAT GAA CTG ACT TGG AGC CAG TGC
1501 TGA GCT TGT ACA TTT TGA ACT GCC TGT TIT CTG CTA AGG CCA ATA ACT TCA TCC AGT ATG
1561 CTA GAC TTA CAA TAA TGG ACA ATG TGT ATG TIG AAA  TGA CCA TTA GTA CTA AAA  ACT AAA
1621 ATT  GTT TAT ACT TTA TAA GGT TCT CTA TTA GAC AGT GGT CTT TAT TAG TAA GAC AAA  AAA
1881  GAA AAA  AAA AAA  AGG GAG

Figura R.1.: Secuencia nucleotidica del clon FsPTP1 y secuelecianinoacidos deducida a partir de ella.
asterisco (*) corresponde al codén de paro.

2.1.3.-Caracteristicas de la proteina deducida da kecuencia nucleotidica.

La proteina FsPTP1 deducida de la secuencia nidilstonsta de 330 aminoacidos que forman

un polipéptido con un tamafio molecular de 37.4 kDa punto isoeléctrico de 6.49.

El andlisis de su composicién muestra un porcetajaminoacidos cargados de un 29.39%, un
30% de aminoacidos polares y un 32.12% de hidrof&biAunque no destaca la presencia de ningin
aminoacido predominante, la valina es el aminonmdgoritario con una frecuencia del 7.88%, mientras

que el triptéfano resulta ser el mas minoritarin ooa frecuencia del 0.91% (Figura R.3.).

El analisis de la secuencia aminoacidica mediantmse de datos PROSITE, reveld la presencia
de dos posibles dianas de N-glicosilacion [en lsigddn 110-113 (NASF) y 228-231 (NDTV)], varias
dianas de fosforilacion para proteina quinasa C9®TSCK), 293-295 (SQR), 325-327 (TER), 328-330
(SSK)] y caseina quinasa Il [60-63 (TPSE), 97-19CKD), 117-120 (SSSE), 135-138 (TYED), 206-209
(SEEE)], asi como posibles sitios de N-miristilacii@57-262 (GIGRTG), 262-267 (GTYCTI)] y de
fosforilacién para tirosina-quinasa [197-203 (RHLUEY)].
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MA-GNSATASSSASXP--FNFNFSPDNPSRITLTSDOQVNH Majority

MA-ATSSTANSA----------FSPDSPPRLPLTPDQVQH Fagus sylvatica

1
1

MATGKTSSAANLFTGSTRFDLSSADSPPSKLSLSSDQLNH Arabidopsis thaliana

MA-GNPATTSSSALSPEKFNFNFSPDNPSRITLTSDQVNH Glycine max

MD-GNPTTTSSSASPP--VNFNFSPDNPSPITLTADAQVSH Phaseolus vulgaris

MG-GSSAPPSSTSSHNNS---TFSPDFPSRIPLTSDQIKH Pisum sativum

1
1

CTQALNLLKEKLQAPHTITQEFAHLQANRITPSEMRRRCT Majority

7

CSEALTFFIDKLQMPHILNQEFAHLQANRITPSEMRRSC CT Fagus sylvatica

6

30
41

CHQALGVFRGKIQNPDSIAHEFTGLQANRMWPSELLLNST Arabidopsis thaliana

CTQALNILKEKLHAPNVITQEFAHLQANRITPSEMRRRCT Glycine max

40

CAQALNLLKEKLHAPHTITREFAHLQANRITPSEMRRRCT Phaseolus vulgaris

CTEALALLKNKLLNPHTVSQKFFHLQSNRITLSETTKKC CH Pisun sativum

38
37

VALDSVNLSKNRYTDVVPFDKNRVVLKSSTDYRPAAQGYTI Majority

70 VAFDNVNMNKNRYTDVVPFDKNRVVLNSCKDYRPAAKGYTI Fagus sylvatica

VAMNSVNVEKNRYSDVVPFDKNRIVLNPCKD--SSAKGYV Arabidopsis thaliana

80 VAYDDVNLRKNRYTDVLPFDKNRVVLKSSTDYRPEAQGYTI Glycine max

81

VALDAVNLSKNRYTDVLPFDSNRVALKSSTDYRPAARQGY I Phaseolus vulgaris

77 VALNSANLSKNRYSDVIPFDKNRVVLKSSSDYRSEALGYTI Pisum sativum

78

NASLISTSSSGSVSQFIATQGPLPHTYEDFWEMVIQYHCP Majority

160

150
110 NASFITTSSSESISQFIATQGPLPQTYEDFWEMVMQNRCP Fagus sylvatica
119 NASLIKTSESESISQFIATQGPLPHTMEDFWEMVIQOQHCP Arabidopsis thaliana
1220 NASLVSTSSAGNVSQFIATQGPLQHTYEDFWEMIIQYHCP Glycine max

140

130

118 NASLVSTSSPGNVSQFVATQGPLPHTYEDFWEMIIQYHCP Phaseolus vulgaris

1177 NASKISTSSPGIVSEFIATQGPMPHTFEDFWEMMIQYHCP Pisum sativum

AIVMLTRLVDNYKMVKCGDYFQAEDGPREVGNISLIGKWTI Majority

190 200
150 VVVMLTRLVD--KMVKCGDYFQAEDGPREIGNIHIVTKWTI Fagus sylvatica

180

170

159 IIVMLTRLVDNNRTVKCGDYFQDEDGPREFGNISLTTKWTI Arabidopsis thaliana

160 AITIMLTRLVDNYKMAKCGDYFQAEDRPREVGNISIIGKWE Glycine max

158 AIIMLTRLVDNYKMVKCGDYFQAEDGPREVGNISVIGKWYV Phaseolus vulgaris

157 ATVMLTGLVDNYKTVKCGDYFQSEDRPREFGNISLTCKWT Pisum sativum

KTTDTSLVLRHLEVNHKEVEDAPLSVLHIQYPEWPDHGYVP Majority

230 240
18 KTIDTSLVLRHLEVKYKESEEEPMSVLHIQYPEWPDHGV P Fagus sylvatica

220

210

1999 KTTDTSLMLRNLEVNYKETEDQPMSVLHIQYPEWPDHGYV P Arabidopsis thaliana

200 NTTETSLVLRHLEVNHREVEDAPLSVLHIQYPEWPDHGVP Glycine max

198 NTTETSLVLRLLEVNHREVEDAPISVLHIQYPEWPDHGYVP Phaseolus vulgaris

197 KTTKTSLVLRHLEVNRKEVEDTPLSVFHIQYPEWPDHGVP Pisum sativum

KDTVAVREILKRLYHLPPNLGPIVVHCSAGIGRTGTYCTI Majority

280

250

270
228 NDTVAVREILKRTYHVPPNLGPVVVHCSAGIGRTGTYC CTI Fagus sylvatica

260

239 KDTVAVREILKRLYQVPPSLGPIIVHCSAGIGRTGTYCATI Arabidopsis thaliana

240 KDTFAVREILKRLYHLPPNFGPIVVHCSAGIGRTGTYCTTI Glycine max

238 KDTLAVREILKRLYHLPPNLGPIVVHCSAGIGRTGTYCTI Phaseolus vulgaris

237 NNTLAVRAIWKRLYHLPPNLGPIVVHCSAGIGRTGTYC CTTI Pisum sativum

HNTIQRILAGDMSAVDIANTVSVFRSQRIGMVQTQDQYIF Majority

320

310
268 HNTIQRILAGDMSALNLVNTISMFRSQRIGMVYQTPDAQFRF Fagus sylvatica

300

290

279 HNTIQRILAGDMSALDLAKTVALFRKQRIGMVQTMDAQYFF Arabidopsis thaliana

280 HNTIQRIVAGDMSAVDIAKTIAMFRSQRIGMVQTQDQYTIF Glycine max

278 HNTIQRILAGDMSAVDIANTVSVFRAQRIGMVQTQDQYIF Phaseolus vulgaris
277 HNTIQRILAGDMSAIDIANTVSVFRSQRIGMVQTQDQYTIF Pisum sativum

Majority

CYNATIIDELEDLVSQ-----0Q-5-

330
308 CFKAIIDELEDLISDFNTERSSK.

340

Fagus sylvatica

Arabidopsis thaliana

Glycine max

39 CYNAIVDELEDLTAG--TNAGTSS

320 CYNAIIDELEDLVSQ-----QQSE

Phaseolus vulgaris
Pisum sativum

388 CYKAIIDELEDLVSQ-----Q

317 CYEAIIDELEDLVSQ-----Q

Figura R.2.: Comparacion de la secuencia aminoacidica deddetelon FSPTP1 con otras PTP| de

Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Glycine max y Arabidopsis thaliana.
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Aminoacidos Numero % Peso | % Frecuencia
Cargados (RKHYCDE) 97 34.56 29.39
Acidos (DE 37 12.05 11.21
Basicos (KR 33 12.72 10
Polares (NCQSTY) 99 29.05 30
Hidrofébicos(AILFWV) 106 30.99 32.12
A Ala 18 3.42 5.45
CCys 8 2.20 242
D Asp 19 5.84 5.76
E Glu 18 6.21 5.45
F Phe 15 5.90 4.55
G Gly 12 1.83 3.64
H His 10 3.66 3.03
I'lle 23 6.95 6.97
K Lys 14 4.79 4.24
L Leu 21 6.35 6.36
M Met 12 4.21 3.64
N Asn 18 5.49 5.45
P Pro 21 5.45 6.36
Q GIn 15 5.13 4.55
R Arg 19 7.93 5.76
S Ser 25 5.82 7.58
T Thr 24 6.48 7.27
V Val 26 6.89 7.88
W trp 3 1.49 0.91
Y Tyr 9 3.92 2.73
Figura R.3.: Composicion de aminoéacidos de la proteina dedwcida
partir de la secuencia nucleotidica del clon FsPTP1

La secuencia caracteristica de este

posicion 252-262 (VHCSAGIGRTG). Adicionalmente, entramos en este patron unos residuossfgX
que formarian un lazo entre el extremo C-termimaladlaminaBl10 y la hélicend localizada al final del

sitio catalitico, que serviria para unir el fosfatitio activo (Tabernero et al., 2008).

El estudio del perfil de hidrofobicidad obtenid@ée el algoritmo de Kyte y Doolittle (Fig. R.4),
pone de manifiesto que esta proteina presenta mécten principalmente hidrofilico, aunque también

aparecen algunas regiones de caracter hidrofébico.
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Figura R.4.: Perfil hidropatico correspondiente a la secuedeiaminoacidos del clon FsPTP1.

2.1.4.- Relacion filogenética de FsPTP1 con otra§ Ps vegetales.

El esquema de la figura R.5 muestra la relaci@gdéhética entre FSPTP1 y diferentes PTPs
descritas en plantas. El dendrograma de semejaoeatra que la proteina se encuentra situada en una
rama independiente dentro de un grupo en el quensentraria junto con 065190 y 082656 de
Arabidopsisthaliana, las cuales tienen un dominio catalitico con ¥ & similitud con el de FsPTP1.
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Figura R.5.: Dendrograma de semejanza de la proteina FSPTPARKY® con
distintas PTPs de plantas: 065190 y O82658mbidopsis thaliana, 082687 de
Glycine max, Q6J2K7 déPhaseolus vulgaris, 082710 déisum sativum, AANZG5
de Picea ditchensis, A2Z1K5 y Q2QX07 de Oryza sativa, A9RBEG6

Physcomitrella patens, Q76K57 deOryzias latipes, y QOPJ56 deParalichthys
olivaceus.

2.1.5.- Analisis por Southern Blot.

Para determinar el nimero de copias del gen cloqmadsentes en el genoma Hagus
sylvatica, se purificd el DNA total de haya y se sometidigestion con dos enzimas de restriccifouRI
y Ncol. Los fragmentos obtenidos se separaron en gelgdeosa y se hibridaron en condiciones

restrictivas (65°C) con una sonda construida arphet clon FSPTP1. La correspondiente autorradifbgr
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muestra la presencia de un gen simple por genopiaitia enF. sylvatica, ya que al cortar el DNA con

estas dos endonucleasas aparece, en ambos casdsjambanda (Figura R.6).

M E N

212Kb —

426 kKb

2kb =

08kb =—

Figura R.6.: Andlisis por Southern Blot del clon FsPTP1. Hibcida del clon de cDNA
FsPTP1 con DNA total (10 pg) deagus sylvatica digerido conEcoRI (E) y Ncol (N).
M: marcadores de peso molecular.

2.2.- Expresién del clon FsPTP1.

Una vez caracterizado este clon, se procedi6 dikande la expresion del gen correspondiente en
semillas durmientes sometidas a los distintosrtrgiatos utilizados en este trabajo. Para ello saran
los RNAs de las semillas imbibidas durante 1 arBasms en bD, ABA, GA; y PCB, y dado que los
niveles de expresion de este gen eran muy bajaes(de mostrados), se obtuvieron los cDNAs

correspondientes y se analizaron por RT-PCR semitava (apartado 4.10.2 de Materiales y Técnicas

2.2.1.- Estudio de la expresion del clon FsPTP1 damte la estratificacion y en respuesta a

diferentes tratamientos.

En el estudio de la expresién de este clon, sézanah los niveles de sus transcritos durante la
estratificacion, tratamiento que produce la satilda dormicion, y los efectos de la aplicaciongea de
ABA, que va a revertir los efectos del frio, asieodel acido giberélico (G, que potencia el efecto de

las bajas temperaturas, y del paclobutrazol (PDBihidor de la biosintesis de giberelinas.

Como se puede observar en la figura R.7, los révele expresion son bajos en semillas
durmientes asi como en el tratamiento de estratificn fria a 4°C, tratamiento que produce una lenta
salida de la dormicion, mientras que no se detqteesion tras la aplicacion exégena de acido éjlicer
(GAy), tratamiento que provoca una rapida salida ddotanicion.Por su parte, en los tratamientos con
ABA y PCB, que mantienen a las semillas en dormicg® observa un notable aumento en los niveles de
expresion de este gen durante todo el periodo tdeliesPor tanto, segin estos datos, la expressn d

FsPTP1 estaria regulada por ABA y posiblementeimiada con la dormicion de semillas de haya.
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Figura R.7.: Analisis por RT-PCR semicuantitativa, de los cDNdfes semillas durmientes
(D) de Fagus sylvatica y de semillas imbibidas en,&8 y ABA (100 uM) durante 2 y 4
semanas, GA(100 pM) durante 1, 3 y 5 semanas y PCB (10 pMpmte 2 semanas
utilizandose la expresion del gen de la ubiquitiomo control de carga.

3.- ANALISIS FUNCIONAL DE FsPTPL.

Una vez comprobado que esta fosfatasa de haylaeistducida por ABA vy, por tanto, podria
estar relacionada con la dormicién de semillasigliente paso fue realizar un analisis funcioreatlitha
proteina. Por ello, y debido a la imposibilidadatgener plantas transgénicas de haya, procedintems a
generacion de plantas transgénicasAdehaliana, junto con la obtencién de mutantes de pérdida de

funcidn del gen enddgerRTP1 de Arabidopsis, el homélogo de nuestra fosfatadaaga en Arabidopsis.

3.1.- Estudio y caracterizacion de los mutantes deDNA ptpl.

En este analisis se utilizaron mutantes de pémdiéduncion con una insercién de T-DNA en el
gen Atlg71860FTP1 de Arabidopsis thaliana), SALK 071533 (Salk Institute, San Diego, CA, USk)
insercién de T-DNA se encuentra cercana al extréhel exdén 1 de dicho gen. Las semillas con dicha
insercion se seleccionaron por su resistencia téddiéico kanamicina, conferida por el gé&iPTIl; una
vez obtenidas las lineas homozigéticas, quedd demdws por andlisis de PCR (apartado 4.10.1 de
Materiales y Técnicas) (Figura R.8) que los difegermutanteptpl son nulos para la PTP, ya que la
expresion del mensajero queda totalmente suprimmap era de esperar por la zona en la que sdanser

el T-DNA, es decir, en uno de los exones iniciales.
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Figura R.8.: Andlisis por PCR de las lineas con una insercjon
de T-DNA para el gemtpl de Arabidopsis. Col-0: tipo
silvestre;ptpl-1, ptpl-2, ptpl-3 y ptpl-4: lineas que portan I3
insercion de T-DNA. M: marcador de peso molecular.

3.2.- Generacion de las lineas transgénicass: FsPTPL.

Adicionalmente al andlisis de mutantes, se aboadgeheracion de plantas transgénica®\de
thaliana (ecotipos Columbia y Cabo Verde) que sobreexpaesalrger-sPTP1, y los analisis fenotipicos
y moleculares que se detallan posteriormentezatitio los mutantes de pérdida de funcién y laslsemi
de tipo silvestre como controles. Para realizardasformacion, disefiamos la construccion que t#lae
en la figura R.9, que contiene la regién codifieat¢l clon FSPTP1 bajo la regulacién del promo&s 3
del virus del mosaico de la coliflor, el gi®S de Agrobacterium que codifica la nopalina sintetasa, el gen
de la neomicina fosfotransferas#®TIl que confiere resistencia a kanamicina y las regdRB (“right
border”) y LB (“left border”) del T-DNA del plasma Ti de Agrobacterium tumefaciens. El vector
utilizado para introducir estas construcciones p&N 121 deAgrobacterium y la transformacion de
plantas deA. thaliana se realizé por el método de infiltraciém planta (apartado 7.1.5 de Materiales y
Técnicas). Las semillas transformadas (en las Ajueumefaciens ha introducido el T-DNA con las
construcciones que contienen la region codificdetegen FSPTP1) se seleccionaron por su resistencia al

antibiético kanamicina, conferida por el gbiPTll, sembrandolas en medio MS con kanamicina (50

pg/ml).

1B

RBI

Figura R.9.: Construccion utilizada para la transformacion dengas deArabidopsis. RB,
extremo derecho del T-DNA; LB, extremo izquierdd @eDNA; 35S, promotor 35S del virus
del mosaico de la coliflofyPTIl, neomicina fosfotransferasa II; NOS-p, promotordN®IOS-t,
terminador NOS.
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Las semillas no transformadas germinaron en preseleckanamicina, pero dos dias después de
la germinacion los cotiledones perdieron la pigmeidn. Estas semillas no desarrollaron hojas prawar
y se retrasé mucho el crecimiento de las raices. demillas resistentes germinaron en presencia de
kanamicina, se mantuvieron verdes y mostraron eairiento normal, desarrollando hojas primarias. Se
pudieron observar las diferencias en color y tamafive las plantulas resistentes y las sensibles a
kanamicina.

La eficiencia de transformacion fue aproximadameleted,2%.

3.3.- Segregacion de los transgenes de la progenie.

Las semillas provenientes de las plantas T1 muestgregacion de la resistencia a kanamicina
conferida por el gemPTII incluido en el T-DNA introducido en las plantasasLtablas R.Il. y R.III.

resumen la segregacién observada en la T2 pardinadale la generacion T1 de cada ecotipo.

Para determinar el tipo de segregacion de la egsist a kanamicina de cada linea, se calcul6 el
valor estadisticq? (Parker, 1989) utilizando el nimero de plantasstestes y sensibles. El limite para
aceptar o rechazar una hipétesis se fija en laghibthad del 5%, es decir, para valores menore3, 8l

(valor dey? para un grado de libertad) la desviacién no esfsigtiva y los datos se ajustan a la hipétesis.

Lineas KanR KanS 3R:1S 15R:1S 63R:1S
(1 inserto) (2 insertos) (3 insertos)
P1 70,5 29,47 0,84 88,11 485,83
P2 75 25 0,01 56,84 340,23
P3 77 23 0,12 45,06 283,47

Tabla R.ll.: Segregaciéon de la resistencia a kanamicina enelgrgcion T2 de las lineal
transgénicas en el ecotipo Columbia (Col-0). KantRnero de semillas resistentes a kanamici
KanS: nimero de semillas sensibles a kanamicinmdse lay? para cada cociente.

Lineas KanR KanS 3R:1S 15R:1S 63R:1S
(1 inserto) (2 insertos) | (3 insertos)
V1 90 10 11,21 0,535 40,69
V2 96,96 3,03 24,58 1,26 0,596
V3 69 31 1,613 100,36 541,58
Tabla R.Il.: Segregacion de la resistencia a kanamicina en feergeion T2 de las lineag

transgénicas en el ecotipo Cabo Verde (Cvi). KamiRnero de semillas resistentes a kanamici
KanS: nimero de semillas sensibles a kanamicinmdse lay’ para cada cociente.
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La transmision del gen de resistencia a kanamidénta generacion T1 a la T2, esta de acuerdo
con la segregacion de inserciones del T-DNA commarcador dominante en hemizigosis. Se analizaron
aproximadamente 100 semillas en la T2, que prowetéa3 lineas independientes para el ecotipo Col-0
(Tabla R.1I.) y de 3 lineas independientes paexetipo Cvi (Tabla R.III.).

Las lineas P1, P2 y P3 del ecotipo Col-0 y la lividalel ecotipo Cvi, muestran una distribucion
de resistencia a kanamicina que se ajusta a unegseipn mendeliana de una insercién en un solss)oc
con un cociente 3:1 de semillas resistentes sagrdlas sensibles. El resto de las lineas no ptasemn
patrén de segregacion mendeliano. Esta segregpoiéte ser debida a la pérdida de expresion del gen

NPTII en algunas semillas

3.4.- Caracterizacién molecular del transgéirsPTPL.

Una vez seleccionadas las plantas transgénicaszigdtioas (T3) para el ggfsPTP1 en ambos

ecotipos, se realizaron los correspondientes easapteculares y fenotipicos.

En primer lugar, comprobamos, mediante PCR (apardati0.1 de Materiales y Técnicas), que
las lineas P1, P2 y P3 del ecotipo Col-0, asi clamdineas V1, V2 y V3 del ecotipo Cvi, eran pootas
de dicho gen, como asi se pone de manifiesto éiguea R.10, sin embargo, como era de esperar, los

ecotipos silvestres correspondientes (Col-0 y Bvirontienen el transgén.

A JEEFPTRI 355 FsPTFI B

M Col0 P1 P2 P3 Y1 V2 Vi M Cvi

Figura R.10.: Analisis por PCR de las lineas transgénicas qum@espresan
FsPTP1. Col-0 y Cvi: tipos silvestres; P1-P3 (AY1+V3 (B): lineas transgénicas
gue portan la construcci@® S FsPTP1. M: marcador de peso molecular.

El analisis por Northern blot de los RNAs totaledaalos de plantas del ecotipo silvestre y de las
plantas transgénicas (Figura R.11), ponen de reatufila elevada expresion del gesPTPl en las
diferentes lineas transgénicas que han sido wdz@n esta memoria para su caracterizacion mategul

fenotipica.
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Col-0 P1 P2 F

¥ FSPTP]

rRNA

Figura R.11.: Analisis por Northern blot de las lineas transgésique sobreexpres&sPTP1.
Col-0 y Cuvi: tipos silvestres; P1-P3 y V1-V3: lisemansgénicas que portan la construccién pauta
de lectura abierta del cDNA de FsPTP1 especificadola figura R.9. Panel inferior: RNA
ribosémico usado como control.

3.5.- Andlisis fenotipicos de las plantas transgéas35S. FsPTP1.

3.5.1.- Efectos de la sobreexpresion de FsPTP1 ardbrmicién de semillas.

Como ya se ha comentado anteriormente, la expra@dfRsPTP1 es inducida por ABA en
semillas (apartado 2.2.1 de Resultados) y dismirdwrante la estratificacion y tras el tratamientm c
GAg, lo cual correlaciona la acumulacién de esta fmateon el grado de dormicién de la semilla o bien
con algun proceso mediado por ABA en la semillardente. Por ello, nos parecid interesante estuaiar
efecto de la sobreexpresion de FsPTP1 en la danmicigerminacion de las semillas transgénicas.de
thaliana (ecotipos Col-0 y Cvi). Para ello realizamos epsage dormicién, en los que se analizaron los
porcentajes de germinacion en semillas de lasdittaasgénicas seleccionadas y en las semillassdiok
tipos silvestres (Figura R.12). Las semillasAdethaliana del tipo silvestre Col-0 presentan dormicion
primaria cuando se recogen de la planta madre,nyirstapaces de germinar aunque las condiciones
ambientales sean apropiadas si no son sometideg@sdratamientos para eliminar la dormicién, oden
estratificacion o la aplicacion de GAs (Koornnedfarssen, 1994). Asi, las semillas del ecotipo Gxlia
presentan porcentajes de germinacion en torno%lefdsemillas sin estratificar o tras 24h de traato
frio, alcanzando valores superiores al 90% trasHi28s de tratamiento frio (Figura R.12.A). Lagdis
transformadas Col-85S FsPTP1 presentan una dormicion reducida comparada coip@lsilvestre; en
ausencia de estratificacion a 4°C, estas semitlascapaces de germinar y alcanzar valores ceranos

100% de germinacion.

Por otro lado, las semillas del ecotipo Cabo véFigura R.12.B) presentan una dormicion mas
profunda que el resto de ecotipos; estas semidlasrt dependencia de la luz para finalizar el Focke
dormicién y comenzar la germinacién (Cadman et24lQ6). Como se observa en la figura R.12.B, las
semillas del ecotipo silvestre apenas van a gernsinael tratamiento previo de estratificacion, mias

que tras 24h de tratamiento tan sélo germinan @, 2lkgando a porcentajes de 80% tras 120 horas de
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estratificacion. Sin embargo, las lineas transfoiasaCvi35S. FSPTP1 presentan una dormicion reducida

en ausencia de estratificacion, siendo capacekalezar valores del 70-100% de germinacion.

Todos estos datos indican que las semillas ddraad transformadas no presentan dormicion y
sugiere un papel para FsPTP1 en la regulacion d#ormicion de semillas o en los procesos que

determinan el paso de dormicién a germinacion.

Por su parte, los mutantes con pérdida de funceérgen endégen®TP1 presentan un menor

grado de dormicién que el tipo silvestre, peranéarior al presente en las lineas transgénicas.

100 100 4

80 80 4
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60 mP1
oP2
40 1 oP3

@ptpl-1
20 A 20 4

mCv
@Vl
m\V2
oVv3

60

40

% Germinacion
% Germinacion

Oh 24h 120h 0oh 24h 120h

D

Figura R.12.: Ensayo de dormicién en semillas que sobreexprésiTPl. Las semillas s
estratificaron en oscuridad y a 4°C durante 0, 22G/h. El porcentaje de germinacion correspornde
a 5 dias después de la siembka.Ensayo de dormicion en 3 lineas transgénicaspemntiientes
35S FsPTP1 (P1, P2 y P3), el tipo silvestre Col-0 y el muganbn pérdida de funcidptpl-1. B.

Ensayo de dormicion en 3 lineas transgénicas imdigetes35S FsPTP1 (V1, V2 y V3) y el tipo
silvestre Cvi. Los valores de desviacién estangpresentan el promedio de tres experimentos
independientes realizados con 100 semillas poaplac

3.5.2.- Efecto de la sobreexpresion de FsPTP1 ersknsibilidad al ABA.

Para analizar si la sobreexpresion de FsPTP1 adeletasensibilidad al ABA, se realizaron una
serie de ensayos de germinacion en presencia tietaisconcentraciones de la hormona (1, 2 y 3 pM)
utilizando como control semillas de thaliana de los tipos silvestres Col-0 y Cvi, asi como deolos

mutantesftpl-1).

Como podemos observar en la figura R.13.A, lasikendel tipo silvestre (Col-0) presentaban
porcentajes de germinacion del 90% (en el casondénteptpl-1, estos valores eran del 60%), 15 dias
después de la estratificacion en presencia de ABM.1A concentraciones superiores (2 y 3 uM) los
porcentajes de germinacion disminuian drasticamsigrdo del 20% a una concentracion gevRy del
5% a una concentraciéon de ABAUB/, para el ecotipo silvestre, mientras que los migs son incapaces
de germinar. Por otra parte, las semillas transgéB8bS. FSPTP1 germinan practicamente en su totalidad
en concentraciones de ABA 1 uM, alcanzando porfmntie germinacion del 60% para concentraciones
de ABA 2 uM, y entre el 20-60% para concentraciatesBA 3 M.

Por otra parte, en la figura R.13.B, comprobamas algunas de las semillas de tipo silvestre

(Cvi) eran capaces de germinar después de 15rdf@akatestratificacion, en diferentes concentrasate
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ABA (1, 2 y 3 pM), aunque estos porcentajes eray mferiores a los alcanzados por las semillas que
sobreexpresan FsPTP1. Observamos que, para ca@wenés de ABA 1 pM, las semillas transgénicas
35S FsPTP1 alcanzaban porcentajes de germinacion de entr®0-400%, respecto al 35% del tipo

silvestre (Cvi); para concentraciones de ABA 2 uidnede entre el 85-90% respecto al 25% del tipo

silvestre, y para concentraciones de ABA 3 uM deecerl 50-70% respecto al 20% del ecotipo silvestre

Estos resultados indicarian que las semillas déirleas transgénicas en los diferentes ecotipos
(Columbia y Cabo verde) presentan una cierta ifisdéidad a dicha hormona, como se puede observar en
las figuras R.13.C y D.

3.5.3.- Insensibilidad al PCB de las semillas dedalantas35S:FsPTP1.

Debido a que el ABA y las GAs juegan papeles amti@gé en la germinacion de semillas, se
hizo un ensayo para estudiar la germinaciéon enepois de paclobutrazol (PCB), un inhibidor de la
sintesis de GAs.

En la figura R.14 se observa que, en contrastdaaemillas del tipo silvestre (Col-0 y Cvi) y
con el mutanteptpl-1, las lineas transgénicé@5S PTP1 presentan porcentajes de germinacion mas
elevados en presencia de una concentracién de P&EBM), que provoca tanto un retraso como una
disminucién en los porcentajes de germinacion deséamillas. Esta reduccion del requerimiento de GAs
en nuestras semillas transgénicas sugiere quetasén de FSPTPL1 regula positivamente la germinaci

de semillas a través del bloqueo de la sefial dé&l.AB

3.5.4.- Resistencia al estrés salino y osméticolas semillas de las planta85S: FsPTP1.

Para completar el estudio fenotipico de las sesniflae sobreexpresan FsPTP1, y debido a la
estrecha relacion entre el ABA y la adaptacion fareites tipos de estrés, se realizaron una serie d
ensayos de germinacion bajo condiciones de esilié® 3y osmaético. Para ello se sembraron semiléas d
los dos ecaotipos silvestres (Col-0 y Cvi) y semiltpie sobreexpresan el trans§&RTP1 en medio MS

suplementado con NaCl 350 mM o con manitol 300§ #A.

Como se observa en la figura R.15.A, en un medieswentado con NaCl 350 mM las lineas
transgénicas35S FsPTP1 son capaces de alcanzar porcentajes de germinatSnelevados que las
semillas del tipo silvestre; 10 dias después dsidebra las semillas que sobreexpresan el transgén
FsPTP1 alcanzan valores entre el 70-90% de germinacidentmas que en las semillas de plantas control
(Col-0 y Cvi) los valores son del 60 y el 40% redpmmente. En el mutanfgpl-1, los porcentajes de

germinacién no superan el 20%.
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Figura R.13.: Porcentajes de germinacion de las semillas quarmdlan cotiledones verdes
perfectamente desarrollados en presencia de 13 1M de ABA. El recuento se realiz6 15 digs
después de la siembrA: Porcentaje de germinacién en 3 lineas transgéniciependientes
35S FsPTP1 (P1, P2 y P3) y el tipo silvestre Col-B: Porcentaje de germinacion en 3 lineps
transgénicas independient8S8S FsPTP1 (V1, V2 y V3) y el tipo silvestre Cvi. Los valorate
desviacién estandar representan el promedio dexperimentos independientes realizados con 100
semillas por placaC y D: Fotografias que muestran la insensibilidad al ABAlas semillas qu
sobreexpresan FsPTP1 respecto a los tipos silsgste0 y Cvi después de 10 dias en presencia de
ABA 2 uM.
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Figura R.14.. Ensayos de germinacion en presencia de pacloblt(@©B) 25 puM. A.
Porcentajes de germinacion de semillas crecideantil0 dias en medio MS suplementado cpn
PCB 25 pM. Se utilizaron 3 lineas transgénicasprddiente$85S FsPTP1 (P1, P2 y P3) junto
con el tipo silvestre Col-0 y el mutante ptplHB.. Porcentajes de germinacion de semillgs
crecidas durante 10 dias en medio MS suplementadoP€B 25 pM. Se utilizaron 3 linea
transgénicas independientd8sS FsPTP1 (V1, V2 y V3) junto con el tipo silvestre Cvi. Lo
valores de desviacidon estandar representan el pionue tres experimentos independientgs
realizados con 100 semillas por placa.

En el caso del estrés osmotico provocado por lei@adal medio de manitol, se observa que la
resistencia a estas condiciones es muy superidgiseplantas transgénicas que en sus corresporgliente
controles. Asi, 10 dias después de la siembradoseptajes de germinacion son proximos al 100% para
concentraciones de manitol 300 mM en las diferelitesms transgénicas (P1-P3, V1-V3), mientras que
estos porcentajes se reducen en los ecotipostsiised 55 y 65 % para Col-0 y Cvi respectivameRtga
una concentracién de manitol 400 mM, las semilledos diferentes ecotipos silvestres presentan unos
porcentajes de germinacion entre el 10 y el 20%& @ai y Col-0 respectivamente, mientras que laesa$
transgénicas P1, P2 y P3 presentan unos porced@gsrminacion entre el 65-100% y las lineas VA4, V
y V3, entre el 65-75% (Figura R.15.B).

Estos resultados indican que la sobreexpresionsI L confiere mayor resistencia tanto al

estrés salino como al estrés osmético causadd paargtol.

3.5.5.- Efecto de la sobreexpresion de FsPTP1 ertdanspiracion.

Para analizar otras caracteristicas fenotipicasudstras lineas transgénicas y comprobar si la
sobreexpresion de esta proteina tirosina fosfataseida por ABA, tiene algun efecto fisioldgico @mos
drganos de la planta, determinamos los efectostdesebreexpresion en otro proceso regulado por,ABA

en concreto, en la transpiracion por las hojas.

El ABA controla el mecanismo de la apertura y @eestomatico, induciendo el cierre de los
estomas, y por tanto, reduciendo la pérdida de,aguaondiciones de sequia. Por eso, realizamos las
medidas de la pérdida de humedad en nuestras lirl@@génicas en comparacion con plantas de tipo
silvestre. Para ello, se cortaron hojas en difeetipos de plantas y se realizaron 5 medidas ek p
fresco a diferentes tiempos (t =0, t =10, t =284@ y t =80 minutos), en condiciones de humedaativel
del 35%.
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Figura R.15.: Ensayos de germinacién bajo diferentes tipos deéssA. Porcentajes de
germinacion de semillas crecidas durante 10 diasestio MS + NaCl 350 mMB. Porcentajes de
germinacion de semillas crecidas durante 10 diamegtio MS y en medio MS suplementado ¢
diferentes concentraciones de manitol (300 y 400)mBEk utilizaron 3 lineas transgénicas
independiente85S.FsPTP1 (P1, P2 y P3) junto con el tipo silvestre Col-@ jineas transgénica
independiente85S FsPTP1 (V1, V2 y V3) junto con el tipo silvestre Cvi. Lealores de desviacion
estandar representan el promedio de tres expeosmémiependientes realizados con 100 semi
por placa.C. Fotografias que muestran la resistencia al madédas semillas que sobreexpres
FsPTP1 respecto a los tipos silvestres Col-0 ydegpués de 10 dias en presencia de manitol

DN
p
las

an
400

Como puede apreciarse en la figura R.16.A, tanttipel silvestre (Col-0) como las lineas

transgénica85S.FsPTP1 pierden progresivamente peso fresco, y por l@mtaahtenido hidrico, a lo largo

del tiempo, pero no se observa un comportamiengmifiativamente diferente entre las lineas

transgénicas P1, P2 y P3 y las del tipo silve€m-0). Por tanto, la sobreexpresion de FsPTP lanece

tener efecto en el control de la transpiracién lagaipor ABA en el ecotipo Columbia.

menor en la linea transgénica V3 que en el ecdtijvestre Cabo verde. Concretamente, 80 minutos

Sin embargo, como se observa en la figura R.16.Bisminucion de peso fresco de las hojas es

después del corte de la hoja, esta linea mantipreximadamente un 80% del peso fresco inicial, en

comparacion con el 50% del peso fresco en las tdga€vi; por tanto, la sobreexpresion de FsPTP1
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parece reducir la pérdida de agua por transpira@bmenos, en esta linea. En el resto de lasslinea

transgénica85S FsPTP1 (V1 y V2), apenas hay diferencias con el tipoesitve.
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Figura R.16.: Pérdida de humedad: Medida del peso fresco en hojas aisladas dedetacde
plantas Col-0 B85S FsPTP1. B: Medida del peso fresco en hojas aisladas desktaale plantas Cv
y 35S FsPTP1.

3.5.6.- Fenotipo de las plantas transgénic&8S: FsPTP1.

La sobreexpresién de FsPTP1 presenta efectos gaustidiferentes segln se trate del ecotipo

Columbia o Cabo verde.

Las plantas transformadas con la construc@8® FsPTP1 en el ecotipo Columbia, presentan
tallos y silicuas més finas que el tipo silvessie;embargo, no se aprecian diferencias signifiaatentre

los mutantes con una insercion de T-DNA y el tijnestre.

La sobreexpresiéon de FSPTP1 en plantas del eddtpo verde si tiene un efecto fenotipico muy
claro en los tejidos vegetativos de las plantassgé@nicas adultas, ya que, como se puede apreclar e
figura R.17.A, las plantas que portan la constre8bS.FSPTP1, presentan una hoja de roseta de mayor
tamafio y con mayor nimero de hojas que las plaleiaspo silvestre, siendo el nimero medio de hojas
de 10 en comparacion con las 6 presentes en épecitvestre. Ademas, se observa que cuando a esta
lineas se las somete a diferentes concentracionesBé exdgeno (0,5, 1, 2 y 3 uM), se observa una
acumulacion de antocianinas (figura R.17.B) enreifees tejidos vegetativos, como cotiledones y
epicotilo, ademas de un desarrollo anomalo deilg samilar a los mutantestrl de triple respuesta de

etileno, comparado con el tipo silvestre presentdasarrollo vegetativo normal.
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Figura R.17.: A: Fenotipo de plantas adultas. Diferencias de ddkawegetativo entre plantas
adultas Cvi y35SFsPTP1 de 5 semanasB: Fotografias que muestran la acumulacion [de
antocianinas en los diferentes tejidos en las atagtie llevan la construcciB6S FsPTP1 cuando
se germinan en medio MS suplementado con ABA 1 ldd.flechas indican las diferencias mas
significativas entre el tipo silvestre y las lindéi@nsgénicas.

3.6.- Andlisis de la expresién de genes de respwest acido abscisico en plantas transgénicas
35S FsPTPL.

Para examinar en mayor profundidad si la reducd®ta sensibilidad al ABA en nuestras lineas
transgénicas iba acompafiada por una modificaciéla exxpresiéon de genes de respuesta a ABA, se
estudié la induccion del gelRAB18 (Lang y Palva, 1992), que presenta una fuertecitidn por esta
hormona. El andlisis de los niveles de transchitasa este gen (figura R.18), tanto en plantas e fi
silvestre como en las plantas transgéni@8s& FsPTP1 tratadas con ABA 50 puM, muestra una fuerte
reduccioén de la expresion de este gen en las lin@asgénicas que sobreexpresan FsPTP1, mienteas qu
los niveles de expresion son muy elevados en Isstigos silvestres (Col-0 y Cvi), lo que indicagjae
FsPTP1 estaria regulando negativamente la exprdsiéste gen.
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Figura R.18.: Analisis por Northern blot de la expresion del g&B18. Los RNAs (10 ug por
carril) se aislaron de plantas de tipo silvestrel{y Cvi) y de las lineas transgénicas (P1-P3,
V1-V3) que habian sido crecidas durante 7 dias edionMS (-ABA) o0 sometidas a un
tratamiento con ABA 50 pM durante 24h (+ABA). Parslperior: 10D, densidad opticd
integrada (unidades arbitrarias). Panel inferiet:tgfiido con bromuro de etidio que muestra Ips
rRNAs utilizados como control de carga.

4. CARACTERIZACION Y EXPRESION DE UN GEN DE LA FAMILIA  GASA (Gibberellic Acid-
Stimulated in Arabidopsis) DE Fagus sylvatica.

4.1.- Aislamiento y caracterizacion del clon de cDNFSGASA4.
El clon de cDNA FsGASA4 habia sido aislado por elD. Reyes en nuestro laboratorio, en una
busqueda diferencial de genes inducidos por gibpeeken una genoteca de cDNA construida a partir de

mMRNA de semillas de haya (Nicolas et al., 1997).

La secuencia nucleotidica de este cDNA ha quedagistrada en la base de datos EMBL con el
n° de acceso AM231807.

4.1.1.- Andlisis de la secuencia nucleotidica

La secuencia completa de este clon de cDNA pralsanina longitud de 682 pb, con una fase de
lectura abierta de 323 nucledtidos y regiones 53"yno codificantes de 89 y 268 nucleotidos

respectivamente.
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La secuencia de nucleotidos correspondiente ackstede cDNA, asi como su traduccion en

aminodcidos aparece en la figura R.19.

1 AA TTC GGCACGAGATIT TCT TCT TCC AAT TGT GCC TTT GCC TTT TGA GGT TCT GAC AAG
60 CTT AAGAGGGGT TTG ATT GTA GCA ATG ACC ATG GCT AAGTTT GTT GCT ACC TTG TTC TTG
M A K F V A T L F L
120 GCC CTC ATT GCC CTC TCC ATG CTT CAA ACC ATG GTT ATG GCT TCT CAT GGG CAT GGT GGT
A L I A L s M L Q T M V M A S H G H G G
180 CAT CAT TAT GAC AAC ACT AGCAAGTAT GGA CAA GGG AGT CTC AAGAGC TAC CAATGC CCA
H H Y D N T s K Y G Q G S L K S Y Q C P
240 TCA CAA TGC TCG AGGAGGTGC AGC AAGACC CAATAC CAT AAGCCT TGC ATG TTC TTC TGT
S Q C S R R C S K T Q Y H K P cC M F r C
300 CAG AAGTGC TGC AAAAAGTGC CTG TGT GTG CCC CCA GGGTAT TAT GGG AAT AAA GCT GTG
Q K C€C C€C K K C L c VvV P P G Y Y G N K A V
360 TGC CCT TGC TAC AAC AAC TGG AAG ACC AAG GAA GGA GGC CCC AAGTGC CCT TGA ATT CCC
C P c ¥y N N W K T K E G G P K C P *
420 ATC CTT GCC CTIT TCA AAT GTT ATC CTA TGA TCC TAT CAT TAG CAT ACT ACT GCATTA CTA
480 CTA ACT TTT ATA TGT ATT TCT CTT TGA GAT GGG CCT GTT TTG TTG GGT TGA GGA CTT AAA
540 ATG CTG TAT CAATCA GTC ACT CCT TAG GGG TTT TAC CTA AAT GAGAGT GGC TAG TCT ATA
600 AGT TAT CTG TGA AAT CAC TGGTTT CAC TAA TTA ATATTT TTG GGG GGG CCC GGA ACC AAT
660 TCG CCC TAT AGG ATC GAT ACATC

Figura R.19.: Secuencia nucleotidica del clon FSGASA4 y secaetheiaminoacidos deducida
a partir de ella. El asterisco (*) correspondecalén de paro.

4.1.2.- Estudio comparativo del clon FSGASA4 con ks miembros de la familia GASA.

La secuencia de nucledtidos del clon de cDNA ga@uespondiente traduccién en aminoacidos,
fueron enviadas a las bases de datos disponibEENEGIBL y SWISSPROT) para encontrar otros genes
y proteinas ya descritos que presentaran secuesioidares. La comparacion con todas las secuencias
incluidas en estas bases (figura R.20), revel&itemcia de homologia con secuencias aminoacidieas
diferentes miembros de la familia GASA de diverssgecies vegetales corRopulus thricocarpa (n° de
acceso A9PBEQ) que presenta un 86,9% de similtathis hypogaea (n° de acceso B400077) con un
75,7% de similitud yArabidopsis thaliana (n° de aceso P466690) que presenta un 67,6% deusimde
lo que se dedujo que este clon correspondia ampergeneciente a la familia génica denominada GASA
(Giberellic Acid Simulated in Arabidopsis), concretamente a una GASA de tipo 4, y por ta@de
denomin6 FSGASA4.
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MAK-FVAXFLLALIALSMLQTMVMASHGXGGHHYDNKSKY Majority
10 20 30 40
1 1 1 [l
1 MAK-FVATLFLALIALSMLQTMVMASHGHGGHHYDNTSKY Fagus sylvatica
1 MAKSYGAIFLLTLIVLFMLQTMVMASSGSNVKW--SQKRY Arabidopsis thaliana
1 MAK-FFAAFILALIAISMLQTMVMAANGQGGHLYDNKSQY Arachis hypogaea
1 MAK-FVAVFLLALIAISMLQTLVVASHGRGGHHNNNKNEKY Populus trichocarpa
GPGSLKSYQCPSQCSRRCSKTQYHKPCMFFCQKCCKKCLC Majority
50 60 70 80
1 1 1 1
40 GQGSLKSYQCPSQCSRRCSKTQYHKPCMFFCQKCCKKCLC Fagus sylvatica
39 GPGSLKRTQCPSECDRRCKKTQYHKACITFCNKCCRKCLC Arabidopsis thaliana
40 GPGSVKSYQCPSQCSRRCGKTQYHKPCMFFCQKCCRKCLC Arachis hypogaea
49 GPGSLKSFQCPSQCTRRCSKTQYHKPCMFFCQKCCKKCLC Populus trichocarpa
VPPGYYGNKAVCPCYNNWKTKEGGPKCP - Majority
90 100
1 1
8 VPPGYYGNKAVCPCYNNWKTKEGGPKCPZ Fagus sylvatica
79 VPPGYYGNKQVCSCYNNWKTQEGGPKCP Arabidopsis thaliana
8 VPPGYYGNKAVCPCYNNWKTKEGGPKCP Arachis hypogaea
80 VPPGYYGNKAVCPCYNNWKTKEGGPKC-P Populus trichocarpa
Figura R.20.: Comparacion de la secuencia aminoacidica deddeidelon FSGASA4 con otras
GASAs de diferentes especies vegetakeabidopsisthaliana, Arachis hypogaea y Populus
thricocarpa..

4.1.3.-Caracteristicas de la proteina deducida da kecuencia nucleotidica.

La proteina FSGASA4 deducida de la secuencia ntidlea consta de 107 aminoacidos que

forman un polipéptido con un tamafio molecular d®3 kDa y un punto isoeléctrico de 8.49.

El andlisis de su composicion muestra un porcemtajaminoacidos cargados de un 21.36%, un
25.45% de aminodcidos polares y destacando un%ld&6hidrofébicos. Hay que destacar la abundancia
en leucina (14.09%), serina (9.09%), prolina (8,p4%lanina (7.27%), a la vez que el bajo contemido
aspartico, histidina y glutamina (1,82%) (Figura2 5.

El andlisis de la secuencia aminoacidica medianba$e de datos PROSITE, reveld la presencia
de un dominio rico en cisteina (caracteristico dte egrupo) en la posicion 50-93, un sitio de N-
glicosilacion (35-38), tres dianas de fosforilaci@m los residuos 36-39, 43-45, 51-53), un sitioNde

miristilacién (52-55), asi como una diana de fatdoidn dependiente de AMPc (35-40).

Adicionalmente, la base de datos SignalP v3.0 éelalexistencia de una secuencia sefial de
anclaje en el aminoacido 25, dentro de la regiderinal, que probablemente sirve para su secredion

espacio extracelular, siendo ésta una caracterigéi@ste grupo de proteinas.

El estudio del perfil de hidrofobicidad obteniday$e el algoritmo de Kyte y Doolittle (Figura.
R.22), pone de manifiesto una de las caractersstitea este grupo de proteinas, que es su caracter
principalmente hidrofébico, estando varias de estg®nes en el extremo N-terminal.
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4.1.4.- Relacion filogenética de FsGASA4 con otrosiembros de la familia GASA.

El esquema de la figura R.23 muestra la relacifogdnética entre FSGASA4 y diferentes
miembros de la familia GASA descritos en plantdsddadrograma de semejanza muestra que la proteina
se encuentra situada en una rama independienteo ddmtun grupo en el que se encontraria junto con
AY 355440 dePelargonium zonale, ASAF20 y A7PMV7 deVitis vinifera, AAP9V7, A9P8EOQ d®opulus
thricocarpa y Q49RB3 deéPopulus tomentosa.

Aminoacidos NUmero % Peso | % Frecuencia
Cargados (RKHYCDE) 47 25.73 21.36
Acidos (DE; 11 5.62 5
Basicos(KR) 17 10.24 7.73
Polares (NCQSTY) 56 243 25.45
Hidrof 6bicos(AILFWV) 91 42.3 41.36
A Ala 16 4.68 7.27
C Cys 10 4.25 4.55
D Asp 4 19 1.82
E Glu 7 3.72 3.18
F Phe 11 6.67 5
G Gly 14 3.29 6.36
H His 4 2.26 1.82
I lle 15 6.99 6.82
K Lys 6 3.17 2.73
L Leu 31 14.45 14.09
M Met 8 4.32 3.64
N Asn 6 2.82 2.73
P Pro 19 7.6 8.64
Q GIn 4 2.11 1.82
R Arg 11 7.08 5
S Ser 20 7.17 9.09
T Thr 11 4.58 5
V Val 12 4.9 5.45
W trp 6 4.6 2.73
Y Tyr 5 3.36 2.27
Figura R.21.: Composicidn de aminoacidos de la proteina deduxida
partir de la secuencia nucleotidica de FSGASA4.
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Figura R.22.: Perfil hidropatico correspondiente a la secuedeiaminoacidos del clor]

FsGASA4.
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Figura R.23.: Dendrograma de semejanza de la proteina FSGASB¥4(®) con
distintos miembros de la familia GASA: AY355440 dRelargonium zonale,
A7PMV7, ABAF20 y A7TPDMS3 deVitis vinifera, AAP9V7 y A9P8EO dé opulus
thricocarpa, Q49RB3 dePopulus tomentosa, Q38939, Q6NMQ7, Q9CA50 y
P466690 deArabidopsis thaliana, Q93WR5 y Q93WR4 de Petunia hybrida,
Q6ER17 y A27184 d®ryza sativa.

4.1.5.- Andlisis por Southern Blot.

Para determinar el nimero de copias del gen cloqmadsentes en el genoma Hagus
sylvatica, se purificé el DNA total de haya y se sometidigestion con dos enzimas de restriccEamHI
y EcoRI. Los fragmentos obtenidos se separaron en gelgdeosa y se hibridaron en condiciones
restrictivas (65°C) con una sonda construida airpatel clon FSGASA4. La correspondiente
autorradiografia muestra la presencia de un geplsipor genoma haploide én sylvatica, ya que al

cortar el DNA con estas dos endonucleasas apae@mbos casos, una Unica banda (Figura R.24).
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4.2.- Expresion del clon FsGASA4.

Una vez caracterizado este clon, se procedi6 $ikande la expresion del gen correspondiente en
semillas durmientes sometidas a los distintosmigatos utilizados en este trabajo. Para ello slaran
los RNAs de las semillas imbibidas durante 2 ar6as@s en D, ABA y GAg, y se analizaron por la
técnica de Northern blot.

M B E
212Kb —
426 Kb
2kb —
R
08Kb =—

Figura R.24.: Analisis por Southern Blot del clon FsGASA4.
Hibridacion del clon de cDNA FsGASA4 con DNA totdl0 ug) de
Fagus sylvatica digerido conBamHI (B) y EcoRI (E). M: marcadores dg
peso molecular.

4.2.1.- Estudio de la expresion del clon FsGASA4 tante la estratificacién y en respuesta a

diferentes tratamientos.

En el estudio de la expresion de este clon, sézanah los niveles de sus transcritos durante la
estratificacion y los efectos de la aplicacion exx@@de ABA y de acido giberélico (@A

Como se puede observar en la figura R.25, loseswé expresion del mensajero correspondiente
a FsGASA4 son muy bajos en semillas durmientesgatando durante la estratificacion, tratamiento que
provoca una lenta salida de la dormicién, fundaaier@nte tras seis semanas en agua a 4°C. En pgeesenc
de GA;, hormona que va a producir una rapida salida detimicion, se observa un notable incremento en
los niveles de expresion del transcrito. Sin emiyaemn el tratamiento con ABA, que mantiene a las
semillas en dormicion, los niveles de expresioniaferiores a los observados en el control en aBoa.
tanto, los niveles de expresion de este gen clar@n®e correlacionan con el proceso de salida de la

dormicién, por lo que se podria pensar que estggdria estar relacionado con el mismo.
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Figura R.25.: Andlisis por Northern blot de RNAs aislados de ilamdurmientes (D) d&agus

sylvatica y de semillas imbibidas a 4°C eaGHy ABA (100 pM) durante 2, 4 y 6 semanas ysG
(100 pM) 1, 2, 3, 4 y 5 semanas. 10 pg de RNA fuertiizados por carril e hibridazos con |
sonda del clon FsGASA4. Panel superior: Porcemtajgerminacion correspondiente a cada yno
de los tratamientos a los que fueron sometidosdasllas de Fagus. Segundo panel: Gel tefijdo
con bromuro de etidio mostrando los rRNAs, utilzadmo control de carga. Panel inferior: IOD
densidad 6ptica integrada.

jo g

5.- ANALISIS FUNCIONAL DE FSGASA4.

El siguiente paso, y al igual que en el cas&&TP1, fue la realizacion de un analisis funcional
de este gen, por lo que se utilizaron mutantes édiga de funcion del geBASA4 de Arabidopsis
thaliana, asi como también se obtuvieron plantas transgérdeArabidopsis que sobreexpresan el gen
FsGASA4 de haya.
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5.1.- Estudio y caracterizacion de los mutantes deDNA gasa4.

Se utilizaron mutantes de pérdida de funcién caminsercion de T-DNA en el gen At5g15230
(GASA4 de Arabidopsis thaliana), SALK 042431 (Salk Institute, San Diego, CA, USAH insercion de
T-DNA se encuentra cercana al extremo 5 del exde dlicho gen. Las semillas con dicha insercién se
seleccionaron por su resistencia al antibiéticoakainina, conferida por el ge¥PTIIl; una vez obtenidas
las lineas homozigéticas, qued6é demostrado porisendale PCR (apartado 4.10.1 de Materiales y
Técnicas) (Figura R.26) que los diferentes mutagésa4 son nulos, ya que la expresion del mensajero
gqueda totalmente suprimida, como era de esperalapama en la que se inserta el T-DNA, es deair, e

uno de los exones iniciales.

M Col-0 gasa4-1 gasad-2 gasad-3 gasad-4
- F B k “r y

Figura R.26.: Andlisis por PCR de las lineas con una inserce-DNA
para el gen GASA4 de Arabidopsis. Col-0: tipo sitve;gasad-1, gasad-2,
gasad-3 y gasad-4. lineas que portan la inserciéon de T-DNA. M: mdara
de peso molecular.

Estas lineas se utilizaron para la realizacionnddisas fenotipicos.

Para analizar si la pérdida de funcion del @G&8A4 afecta a la sensibilidad de las semillas al
PCB, un inhibidor de la sintesis de giberelinasresdizaron una serie de ensayos de germinacion en
presencia de PCB 5 pM, utilizando como control §amieA. thaliana de tipo silvestre (Col-0).

Como podemos observar en la figura R.27, los mesamiuestran un menor porcentaje de
germinacion, tomandose como tal el desarrollo diéedones verdes, que el tipo silvestre. Mientras €|
tipo silvestre (Col-0) alcanza porcentajes de geagion cercanos al 80% al cabo de 10 dias, emkeas
mutantes se reduce hasta el 50-60%.

Estos resultados indican que la mutacion en el@&8A4 confiere una mayor sensibilidad al

PCB, y mayor requerimiento de giberelinas.
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Figura R.27.: Ensayo de germinacién en presencia de paclobli{f@@®) 5 uM. El recuento de
porcentaje de germinacién se realiz6 durante 18 tis haber mantenido las semillas gn
paclobutrazol (PCB) 5 uM. Se utilizaron 3 lineagantes independientgasad (gasa4-1, gasad-
2 y gasa4-3) y el tipo silvestre (Col-0). Los valores de desidn estandar representan gl
promedio de tres experimentos independientes asllizcon 100 semillas por placa.

5.2.- Generacion de las lineas transgénicasS: FSGASA4.

Para profundizar en el estudio del papel de esteegda ruta de sefializaciéon de las GAs y en los
procesos regulados por esta hormona, especialrarigedormicidon/germinacion de semillas, y teniendo
en cuenta el desconocimiento existente sobre Isiblps funciones de este tipo de genes, principakne
en semillas, decidimos realizar un analisis fungiomediante la sobreexpresion #sGASA4 en
Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0, ya que, como ya hemos comentadn, radl es posible realizar
transformaciones genéticas en haya. Para ellogs&da misma estrategia descrita en el aparta@®3R.
para la obtencién de plantas transgéni8dS FsPTP1. En este caso, disefiamos la construccion que
aparece en la figura R.28, que contiene la regddflificante del clon FSGASA4 bajo la regulacién del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflet, promotor y el terminador del geNOS de
Agrobacterium que codifica la nopalina sintetasa, el gen dedamicina fosfotransferasidPTIl que
confiere la resistencia a kanamicina y las regid@g"right border”) y LB (“left border”) del T-DNAdel
plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens, y con la que obtuvimos plantas transgénicas que
sobreexpresan FsGASA4 mediante la técnica deratfiinin planta (apartado M.7.1.5 de Materiales y
Técnicas).

Las semillas transformadas se seleccionaron p@slatencia a kanamicina conferida por el gen

NPTII, de idéntico modo al descrito en el apartado R.2.3
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Figura R.28.: Construccion usada para la transformacion de g@afieArabidopsis. RB, extremo
derecho del T-DNA; LB, extremo izquierdo del T-DNA5S, promotor 35S del virus de
mosaico de la coliflorNPTII, neomicina fosfotransferasa Il; NOS-p, promotor §NOS-t,
terminador NOS.

5.3.- Segregacioén del transgéRsSGASA4 en la progenie.
Los patrones de segregacion de resistencia a keimamde todas las lineas transgénicas
35S FsGASA4, se realizaron mediante la misma aproximaciondéstiea descrita en el apartado R.2.4,

obteniéndose en este caso los valoreg dee se detallan en la tabla R.IV.

Lineas KanR KanS 3R:1S 15R:1S 63R:1S
(1 inserto) (2 insertos) | (3 insertos)
Gl 72 28 0,33 77,06 435,08
G2 74 26 0,013 63,24 370,55
G3 75 25 0,0133 56,84 340,23
G4 62 38 8,33 166,66 835,38
G5 72 28 0,33 77,06 435,08

Tabla R.IV.: Segregacion de la resistencia a kanamicina eretergciéon T2 de las lineas
transgénicas. KanR: ndmero de semillas resistente@namicina; KanS: nimero de semillas
sensibles a kanamicina. Para cada cociente saitagit

Segun este célculo estadistico (Parker, 1989)jraas que presentan un valor)demenor de
3.841 son G1, G2, G3 y G5, por tanto, estas limagsstran una resistencia a kanamicina que se ajlasta

segregacion mendeliana de una Unica inserciénetheFgGASA4.

5.4.- Caracterizacion molecular del transgéfrsSGASA4.

Una vez obtenidas las plantas transgénicas hontasigd3) para el geRsGASA4 de las lineas
G1, G2, G3y G4, fueron caracterizadas moleculatenerediante PCR, Southern y Northern blot.

La incorporacion del geRsGASA4 en el genoma de las lineas transgénicas seledeisrse
comprobd mediante ensayos por PCR (Figura R.28)p® indica en el apartado 4.10.1 de Materiales y
Técnicas. La presencia del gen en el ecotipo $ilve30l-0 hace pensar que se trata del gen endégeno

GASA4 deA. thaliana, ya que la homologia entre ambos es muy elevada.
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M Coll Gl GZ G3 G4

Figura R.29.: Andlisis por PCR de las lineas transgénicas gheesgpresan
FsSGASA4. Col-0: tipo silvestre; G1, G2, G3 y G4ielas transgénicas que
portan la construccié85S FSGASA4. M: marcador de peso molecular.

Mediante andlisis por Southern blot (Figura R.3®)cenfirmd la insercidon del gafsGASA4,
utilizando para ello una sonda especifica del garel genoma de las plantas transgénicas comoegen d
copia Unica.

La expresion del transgén se analiz6 por Northdon (-igura R.31), utilizando una sonda
especifica del gen, observandose una mayor exprdsi@er-sGASA4 en las lineas transgénicas G1, G2,

G3 y G4, mientras que en las plantas de tipo siw€€0l-0) no se detecta su expresion.

5.5.- Caracterizacion fenotipica de las semillas das plantas35S: GASA4.

A pesar de la poca informacién que se tiene sobte gran familia génica (GASA) a la que
pertenece FsSGASA4, especialmente en semillas aiws djue teniamos acerca de la expresiéon de aste ge
en semillas de haya (inducida por GAs), nos haefessgr que FSGASA4 podia estar relacionada en el
control de la transicion de dormicién a germina@arsemillas.

Para estudiar mas a fondo la funcién de este galizamos una serie de andlisis con semillas de
las lineas transgénicas seleccionadas G1, G2,@&8 portadoras del transgEsGASA4, utilizando como

control semillas del ecotipo silvestre (Col-0).
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Figura R.30.: Andlisis por Southern blot de las lineas transggngue sobreexpresan FSGASAY.
Col-0: tipo silvestre; G1, G2, G3 y G4: lineas fsg@nicas que portan la construccign
35S, FSGASA4. El DNA gendmico (5 pg) fue digerido cdfcoRl e hibridado con una sondga
especifica del geRsGASA4.

Col0 G1 G2 G3 G4

35S.FsGASA4

Figura R.31.: Analisis por Northern blot de las lineas transgésique sobreexpresan FSGASAY.
Col-0: tipo silvestre; G1, G2, G3 y G4: lineas fsg@nicas que portan la construccign
35S FsGASA4. Se utilizaron 10 pg de RNA por muestra, que seidaron con una sond
obtenida a partir de la pauta de lectura abiertacBD®&A de FSGASA4. Panel inferior: RN
ribosémico usado como control.

5.5.1.- Insensibilidad al PCB de las semillas dedglantas35S; FSGASA4.

Debido a que las GAs juegan un papel importanta salida de la dormicién de semillas, se hizo
un ensayo para estudiar la germinacion en presdeqgeaclobutrazol (PCB), un inhibidor de la sirgtet
GAs.

En la figura R.32 se observa el porcentaje de gerion para diferentes concentraciones de PCB
(10, 25 y 50 puM). Vemos que, en contraste con dasilas del tipo silvestre, las lineas transgénicas
35S GASA4 son capaces de germinar mas y desarrollar cotiesioerdes en presencia de diferentes

concentraciones de PCB.
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Figura R.32.: Ensayos de germinacion en presencia de paclobu{f2€B).A: PCB 10 uM.B:
PCB 25 uM.C: PCB 50 uM. El recuento del porcentaje de germimas@realizd durante 10 digs
después de la siembra. Se utilizaron cuatro litreasgénicas independien®sS FSGASA4 (G1,
G2, G3 y G4) y el tipo silvestre (Col-0). Los vasrde desviacién estandar representar] el
promedio de tres experimentos independientes egllizcon 100 semillas por placa.

Adicionalmente, comprobamos que el requerimient&GAs era menor en las lineas transgénicas
35S FsGASA4 que en el tipo silvestre (Col-0), ya que tras 3sesede crecimiento en medio MS
suplementado con PCB (10 uM), las lineas transgérsobrevivian y eran incluso capaces de florecer y
formar silicuas, mientras que la mayoria de lasitplas del tipo silvestre morian en las mismas
condiciones (Figura R.33).
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PCB 10 uM

Figura R.33.: Ensayo de dependencia de GAs. Imagen tomada 3smdespués de sembrar 13s
semillas en medio MS suplementado con PCB 10 pMutizaron cinco lineas transgénicg
independientes que sobreexpreBaBASA4 (G1, G2, G3, G4 y G5) y el tipo silvestre (Col-0).
Detalle ampliado de la linea G1 tras 3 meses deniianto.

n

5.5.2.- Estudio de la dormicion en semillas que s@expresan FSGASA4

Para realizar los ensayos de dormicién de sendbalas lineas transgénicasS FSGASA4, vy al
igual que en los experimentos detallados en eltapar2.6.1 de Resultados, las semillas fueron
previamente estratificadas durante 0, 24 y 120 shema oscuridad y posteriormente germinadas en
condiciones de dia largo a 21°C.

Las semillas dé\. thaliana ecotipo Col-0 presentan una dormicién endégenaimpale que la
semilla germine si no se elimina mediante aplicag@ GAs o estratificacion (Koornneef y Karssen,
1994). Asi, comprobamos que, en estas semillas,ptosentajes de germinacién son muy bajos
(aproximadamente el 40%) 5 dias después de la sesnho se han sometido a estratificacién preéhaa.
semillas procedentes de las plantas transgénictedpeoas de la construcci@®S GASA4A (G1, G2, G3y
G4) presentan porcentajes de germinacion similakdgpo silvestre (entre el 45-50%) al igual que el
mutante con una insercion de T-DNA (aproximadameh#5%) (Fig. R.34). A medida que sometemos a
las semillas Col-0 a periodos mas largos de d#teation, se produce una reduccién de la dormigidos
porcentajes de germinacién alcanzan valores cescalo48% y 95% después de periodos de
estratificacion de 24 y 120 horas. En las semilagplantas G1, G2, G3 y G4, asi como en el mutante
gasad-1, también se aprecia una reduccién de la dormide&irida a los tratamientos de estratificacion,
llegando a valores similares al del tipo silvesRer tanto, el tratamiento de estratificacion diage la
dormicion de las semillas de las plantas que sapresan FSGASA4, asi como la del mutagasad-1,
pero siguen presentando porcentajes de germinauigrsimilares al ecotipo silvestre, por lo que reldp
de dormicion parece ser semejante. El hecho denquee aprecien diferencias en el mutagasad-1

respecto a las lineas transgénicas ni al ecotipessie, puede ser debido al solapamiento de fande
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otros miembros de la familia GASA de Arabidopsis, que muchas de ellas presentan funciones
redundantes, o bien a que realmente este gen m® mi@guna funcion en el proceso de salida de la

dormicion.
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Figura R.34.: Ensayo de dormicién en semillas que sobreexprésBASA4. Las
semillas se estratifican en oscuridad y a 4°C der@n 24 y 120 h. El porcentaje de
germinacion corresponde a 5 dias después de lebsierBe utilizaron cuatro lineas
transgénicas independient858S FsGASA4 (G1, G2, G3 y G4), el mutante con una
insercion de T-DNA dasa4-1) y el tipo silvestre (Col-0). Los valores de deswbn
estandar representan el promedio de tres expeosemtependientes realizados con 100
semillas por placa.

5.5.3.- Sensibilidad al ABA de las semillas de latantas 35S. FSGASA4.

Para analizar si la sobreexpresion de FsGASA4atetd sensibilidad de las semillas al ABA, se
estudio la germinacion de las semillas de las ouateas35S.FSGASA4 elegidas para la realizacion de
este trabajo, que se sembraron en medio MS y dizaoa los porcentajes de germinacion en presencia
de ABA 1 uM, utilizando siempre el ecotipo Col-Onmum control. Como se puede observar en la figura
R.35, 15 dias después de la siembra en presenéiBAlglas semillas del ecotipo silvestre son capaie
alcanzar valores de germinacion del 64%; sin enthdeg semillas de las plantas que sobreexpresan el
transgén FSGASA4 sufren una inhibicién de la geaciin en presencia de ABA (entre el 20-46% de
germinacion), lo que significa que la sobreexpmesié FSGASA4 en las semillas provoca un aumento en
la sensibilidad al ABA.
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Figura R.35.: Ensayo de germinacion en ABA de semiB&S.FSGASA4. Porcentajes de
germinacion de las semillas que desarrollan catiled verdes y perfectamente
desarrollados en presencia de ABA 1 pM. El recusateealizé durante 15 dias después
de la siembra. Se utilizaron cuatro lineas tranisgérnindependiente36S FSGASA4 (G1,

G2, G3y G4) y el tipo silvestre Col-0. Los valotesdesviacion estandar representan el
promedio de tres experimentos independientes egllizcon 100 semillas por placa.

5.5.4.- Resistencia a diferentes tipos de estresabidticos (osmaético, salino, térmico y
oxidativo) en las semillas de las planta®sS: FSGASA4.

Para completar el estudio fenotipico de las sesnidize sobreexpresan FSGASA4, se realizaron
una serie de ensayos de germinacion bajo difereatediciones de estrés abibtico, como son el salino
osmoético, oxidativo y térmico.

En la figura R.36.A se puede observar cémo en utior&uplementado con NaCl 150 mM las
lineas transgénica85S.FSGASA4, en contraste con las semillas silvestres, soracep de alcanzar
porcentajes de germinacion mayores; 7 dias despeida siembra las semillas que sobreexpresan el
transgénFsGASA4 alcanzan valores del 80% de germinacion, siendol@de% al cabo de 10 dias,
mientras que las semillas de plantas control ($ailb llegan al 50%.

En condiciones de estrés osmético debido a la sguieacion del medio MS con una
concentracion de manitol 400mM (Figura R.37.A)pbserva un aumento en el porcentaje de germinacion
a lo largo del tiempo en las lineas transgérB&&sFsGASA4 en comparacion con el tipo silvestre (Col-0),
que al cabo de 15 dias s6lo alcanza valores del 88tando entre el 65-90% para las semillas de las
plantas transgénicas. En el caso de los mutantpérdala de funcién, los porcentajes de germinastnm
similares en todos los casos a los observados &poesilvestre (datos no mostrados), 0 que pusate
debido a la existencia de redundancia con otrombries de esta familia génica.

Dado que el gefrsGASA4 esta fuertemente inducido por GAs, decidimos aaaki la adicion
exogena de acido giberélico era capaz de mejosarelpuestas de las semillas del tipo silvestré@Co
tanto al estrés salino como al osmético. Paraheoimos las diferentes 1ine@5S.:FsGASA4 y el tipo
silvestre en un medio con NaCl 100 mM suplementzao GA 50 uM. Como se observa en la figura
R.36.B, la adicién exdgena de esta hormona megoresistencia de las plantas del tipo silvestré-QCal

estrés salino, ya que se produce un adelanto déawsn la germinacion, llegandose a alcanzar ptajesn
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del 80% en el dia 5 respecto al 20% que apare@adouse crecian en ausencia de;.GPambién se
observa un aumento en la germinacion tanto dérlead transgénicas como del mutante, ya que garmina
practicamente en su totalidad después de 5 disiehbra. En la figura R.37.B se observa como leiéli
exégena de GA50 uM a un medio con manitol 350 mM mejora lastesicia de las plantas de las
diferentes lineas transgénicas (G1, G2, G3 y GiBl yipo silvestre (Col-0), produciéndose un adelate
cuatro dias en la germinacion y alcanzando porjntkel 100% al cabo de 9 dias.

Estos resultados indican que la aplicacion exogen&A; revierte los efectos tanto del estrés

salino como del estrés osmotico, y la sobreexpnedad-sGASA4 mejora la resistencia a los mismos.
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35S:FsGASA4 Col-0

Figura R.36.: Ensayos de germinacién en condiciones de estr@so.s#. Porcentajes de
germinacion de semillas crecidas durante 10 dianestio MS + NaCl 150 mMB. Porcentajes de
germinacion de semillas crecidas en NaCl 100 mM Az G0 uM Se utilizaron cuatro lineap
transgénicas independientes que sobreexpeafSA4 (G1, G2, G3y G4) y el tipo silvestre (Co
0). Los valores de desviacion estandar represehtaromedio de tres experimentos independientes
realizados con 100 semillas por plaBa.Fotografia que muestra el aumento en el porced&j¢
germinacion de las semillas del tipo silvestre {@oén medio MS suplementado con NaCl 100 mM
+ GA; 50 uM.

Como demostraron Ko et al., 2007, la expresion tdatisa del genGASA4 en A. thaliana
aumenta la tolerancia de las plantas al estrésagrmpor lo que quisimos comprobar si las semiljas
sobreexpresan el gdtsGASA4 eran capaces de tener una mejor respuesta qu® glilvestre frente a
una situacion de estrés térmico, y si la adiciofsés al medio de germinacién aumentaba la capacidad
de tolerancia térmica en las semillas del tipoesilke (Col-0). Se sigui6 el procedimiento desagitcel
apartado 7.2.3.10 de Materiales y Técnicas pataliestla termotolerancia basal y adquirida. Pal@ el
semillas de las cuatro 1ined8SS FSGASA4 elegidas para la realizacion de este trabajotipelsilvestre
(Col-0) se sembraron en medio MS y en medio MSesuphtado con GA50 pM. Como se observa en

la figura R.38.A, las semillas de las plantas qoigreexpresan el gen FSGASA4 presentan un mayor
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grado de termotolerancia basal (% de germinacidre exh 80-90%) que el tipo silvestre (Col-0) trés 1

dias después del choque térmico, alcanzando ¢iste @alores de germinacion soélo del 20%.
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Figura R.37.: Ensayos de germinacién en condiciones de estrééticemA. Porcentajes de
germinacion de semillas crecidas en medio MS + tam00 mM. B. Porcentajes de
germinacion de semillas crecidas en manitol 350 mMA; 50 uM. Se utilizaron cuatro lineas
transgénicas independientes que sobreexpfesaASA4 (G1, G2, G3 y G4) y el tipo silvestre
(Col-0). Los valores de desviacion estdndar reptaseel promedio de tres experimentd
independientes realizados con 100 semillas poaplac

[

En el estudio de la termotolerancia basal y addmi(Figura R.39.A), no se observan grandes
diferencias tras el segundo choque de temperatira ks diferentes lineas, habiendo una consitierab
disminucién en el porcentaje de germinacion deddda plantas. Sin embargo, en la figura R.38.B, se
comprueba que la adicion de GAs provoca un clameato en el porcentaje de germinacion de las
semillas del tipo silvestre (Col-0), llegando aaalzar valores del 100% de germinacion tras el prime
choque de temperatura (termotolerancia basal)eBkién a la termotolerancia adquirida (figura RB39
también se observa un aumento de la germinacidasesemillas del tipo silvestre, llegando a alcanza
valores del 60% en relacién al 20% que se obtardadn no se trataban con Al igual que se produce

un ligero aumento en el porcentaje de germinaaidia®semillas transgénicas.
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Figura R.38.: Ensayo de termotolerancia basal a 508C Semillas crecidas en medio MB:
Semillas crecidas en medio MS + &BO uM. El recuento del porcentaje de germinacién s
realiz6 durante 7 dias después del choque térméc@hda 50°C. Se utilizaron cuatro lineag
transgénicas independientes que sobreexpiesaASA4 (G1, G2, G3 y G4) y el tipo silvestre
(Col-0). C: Fotografia que muestra la tolerancia al estrésitéren las lineas transgénicas y en e
ecotipo silvestre tratadas con GA
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Figura R.39.: Ensayo de termotolerancia basal y adquirida a.58°Gemillas crecidas en medip
MS. B: Semillas crecidas en medio MS + &30 uM. El recuento del porcentaje de germinacion
se realizé durante 4 dias después del primer chiggoéco (3h, 50°C) y durante 10 dias despyés
del segundo choque de temperatura (2.5h, 50°C)utliearon cuatro lineas transgénicas
independientes que sobreexpreBaBASA4 (G1, G2, G3y G4) y el tipo silvestre (Col-0).

La Ultima estrategia utilizada para comprobar lertémcia térmica fue el ensayo de elongacion de
hipocaotilos (apartado 7.2.3.10 de Materiales y T@&3), donde las lineas que sobreexpresan el &ansg
FsGASA4 y el tipo silvestre, se sometieron a diferentatatnientos térmicos en medio MS y en medio MS
suplementado con G0 uM, para posteriormente, medir la longitud gloanza el hipocotilo durante el
crecimiento postgerminativo (Hong y Vierling, 200@®n la tabla R.IV se observa como en los tres
tratamientos térmicos en medio MS, se produce uagomelongacion del hipocotilo en las lineas
transgénica85S FsGASA4 que en el tipo silvestre (Col-0). Por su parteapdicacion exdgena de GAs

provoca un aumento en la elongacién del hipocetildodos los casos.
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Tratamiento
Lineas 38°C 38-22-45°C 45°C
MS GAs 50uM MS GAs 50uM MS GAs 50uM
Col-0 | 0.022+0.031| 0.144+0.041  0.15+0.078  0.308+0.17®.022+0.031 | 0.266+0.071
Gl 0.121+0.041| 0.399+0.072 0.433+0.031 | 0.488+0.011 | 0.2880.136 | 0.37+0.095
G2 0.299+0.095 | 0.344+0.102 | 0.441+0.023 | 0.541+0.102 | 0.299+0.143 | 0.388%0.11
G3 0.199+0.098 | 0.288+0.16 | 0.433+0.104 | 0.475+0.113 | 0.199+0.054 | 0.399+0.072
G4 0.199+0.027 | 0.249+0.12| 0.458+0.07F 0.426+0.133 | 0.266+0.054 | 0.388+0.083

Tabla R.IV.: Ensayo de elongacion del hipocotilo de semB5S FSGASA4. Las medidas (cm

+ SD) se tomaron tres dias después de los diferératiamientos térmicos. Se usaron tres lined
transgénicas independient8sS FsGASA4 (G1, G2, G3 y G4) y el tipo silvestre (Col-0). Las
muestras que difieren significativamente de lasidaddel ecotipo Col-0 en medio MS segun
el Test de Fischer (p-value < 0.05) se marcan ocasterisco.

"

Estos resultados indican que tanto la sobreexpred@FsGASA4 como la adicién de GAs

aumentan la termotolerancia basal y adquirida geteinacion y en la elongacion del hipocotilo.

En condiciones de estrés oxidativo debido a laesnphtacion del medio MS con paraquat (0.5

mM) (Figura R.40.A), se observa un retraso de uws dias en la germinacion de las semillas de las
plantas transgénic&85S. FSGASA4 respecto a las del ecotipo silvestre (Col-0); tiempos mas largos la
germinacion en las lineas transgénicas G1, G2, G3 wumenta de forma considerable respecto al tipo
silvestre (Col-0), llegando a alcanzar valores eemtr 70-90% al cabo de 10 dias, mientras que en el
ecotipo Columbia apenas llegan al 20% pasado esexantiempo. Por tanto, la sobreexpresion de
FsGASA4 confiere a las semillas mayor tolerancia frentestlés oxidativo provocado por el paraquat.

La hipersensibilidad al paraguat de las semilldstide silvestre (Col-0) se ve revertida por la
adicion de GAs. En la figura R.40.B se comprueba lquadicion de GAprovoca un incremento de los
porcentajes de germinacion en las semillas deldilpestre, asi como un leve incremento en laslEemi

de las lineas transgénicas, y un adelanto en ékoamde la germinacion.
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Figura R.40.: A: Ensayo de germinacion en paraquat 0.5 lBMEfecto de las giberelinas
en la sensibilidad al paraquat. Los histogramassirame los porcentajes de germinacion
(emergencia radicular) en medio MS en presencigpataquat 0.5 mM junto con una
concentracion de GAde 50 puM. El recuento se realizé durante 10 déespuks de la
siembra. Se utilizaron cuatro lineas transgénindsgdendientes (G1, G2, G3 y G4) y el
tipo silvestre (Col-0). Los valores de desviacidtaadar representan el promedio de tres
experimentos independientes realizados con 100laemor placa.

5.6.- Determinacion del tamafio celular y cierre estnético de plantas que sobreexpresan FSGASA4.
Para comprobar si la sobreexpresion de FsGASA4 iemiefecto en el aumento del tamafio de
las células y en la inhibicién del cierre eston@tammo se ha descrito con la sobreexpresion adeGHe2
de Petunia hybrida (homologo del gersASA4) (Wigoda et al., 2006), realizamos preparacioras: el
microscopio electronico de barrido a partir de ltagas y tallos de las plantas que sobreexpresan el
transgénFsGASA4 y del ecotipo silvestre, previa fijacion, deshtdradn y recubrimiento con un bafio de
oro (apartado 7.2.3 de Materiales y Técnicas). éngarar la superficie de las hojas en ambas
preparaciones (Figura R.41.A y B), destaca el mtgmoafio de las células epidérmicas que aparecen tan
en las hojas de la roseta como en las caulinasés;omo el reducido nimero de estomas y la mayor
apertura de estos, en las plantas que portan Eroooién35S FSGASA4 respecto a lo que se visualizan
en las hojas del ecotipo silvestre. Estos datosgeserg que la sobreexpresion del gesGASA4 podria

promover la elongacion celular, asi como aumeatapkrtura estomatica.
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35S FGASA4

Col-0

Figura R.41.: Fotografias al microscopio electrénico de barridohdjas de plantas
Col-0 y 35S FsGASA4. A: Células epidérmicas y estomas de hojas de roseta e
plantas control (Col-0) y plantas que sobreexpreBaBASA4. B: . Células
epidérmicas y estomas de hojas caulinares de pl&86BFSGASA4. Il. Detalle de los
estomas. lll. Células epidérmicas y estomas destogjalinares del tipo silvestre (Col-
0). IV: Detalle de los estomas. La escala es der@2@n las imagenes A, B.l y B.1II.

5.7.- Andlisis de los niveles hormonales en semdlg plantulas que sobreexpresan FSGASA4

Dado que las respuestas a diferentes tipos desestestan reguladas por fitohormonas, y ante los
fenotipos observados en las lin&%S. FSGASA4, procedimos a cuantificar los niveles de ABA, écid
salicilico (SA) y acido jasménico (JA) de las Bseque sobreexpresan FSGASA4, del mutgadad-1 y
del tipo silvestre (Col-0) (apartado 7.2.3.10 deeviales y Técnicas), tanto en semillas como entplas
de 7 dias crecidas en medio MS. De esta forma adyapios que aunque se producian variaciones en los
niveles de ABA y &cido jasmonico (JA), los resuttsdnds llamativos se observaban en los niveles de
acido salicilico (SA), siendo mas del doble en damillas transgénicas que en las semillas del tipo

silvestre. En plantulas de 7 dias crecidas en nfd@ipla diferencia en los niveles de SA es mener eu
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semillas, aunque siguen siendo superiores enda ljne sobreexpresa FSGASA4 que en el mutante o en
el Columbia.

Estos datos sugieren que la mayor resistencia cpeeman las semillas que sobreexpresan el
transgénFsGASA4 a los diferentes tipos de estreses abidticoszathls puede ser debida al incremento
que presentan en los niveles de SA, ya que exéstielencias de que el SA no sélo desempefia un papel
muy importante en las respuestas frente al estbéisd sino también frente a diferentes tipos sieeses

abioticos (metales toxicos, estrés térmico, estséwotico y salino) (Horvath et al., 2007).

Semillas
ng/g peso Col-0 gasad-1 G2 G3
fresco
ABA 94.23+0.88 85.83+1.82 135.21+2.08 118.54+1.83
JA 59.49+3.92 43.92+1.35 48.33+9.14 36.46+2.3
SA 486.54+16.73| 505.33+11.3f 1276.04+20|85 13338222
Plantulas
7 dias
ng/g peso Col-0 gasad-1 G2
fresco
SA 1994.05+67.12 2073.78+29.88 2421.09+41.9
Tabla R.V.: Medidas del contenido de ABA, JA y SA en semilfgsantulas de 7 dias crecidas ¢n
medio MS. Se utilizaron dos lineas transgénicagprddientes35S.FSGASA4 (G2 y G3), el
mutante gasad-ly el tipo silvestre (Col-0). Losowed de desviacion estandar representar] el
promedio de tres experimentos independientes.

5.8.- Andlisis de la expresidn génica en plantas gsobreexpresan FSGASA4.

Para estudiar con mayor profundidad la posiblau@rftia de FSGASA4 con la biosintesis y el
mecanismo de accién del acido salicilico (SA), @sho su papel en la mejora de la germinaciéon en
respuesta a estrés, se analizé la expresion diesdsvgenes implicados en estos procesos y quaaade
a continuaciéniCSL (implicado en la ruta de biosintesis del SWPR1 (mecanismo de accion del SA),
PR1 (mecanismo de accion del SA¥pcitrato liasa (clave en el ciclo del glioxilato y cuya expresion
aumenta en presencia de SA en semillas) (Rajjali,&006), yHsp101 (implicado en termotolerancia).

Como se puede observar en la figura R.42, los esvele expresion de todos estos genes
aumentan considerablemente en las plantas queespbesan FSGASA4 respecto al ecotipo silvestre

Columbia. Estos datos sugieren que la sobreexprésid-sGASA4 puede estar regulando estos procesos.
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Figura R.42.: Andlisis por Northern blot de la expresion dedesed CS1, NPR1, PR1, isocitrato
liasa y Hsp101. Los RNAs (10 pg por carril) se aislaron de plarta tipo silvestre (Col-0) y de las
lineas transgénicas G1, G2 y G3 crecidas en medodMrante 7 dias. Panel superior: 10D
densidad 6ptica integrada (unidades arbitrariaahePinferior: gel tefiido con bromuro de etidi
gue muestra los rRNAs utilizados como control dgaa

O

5.9.- Efecto del &cido salicilico (SA) en las respstas de la planta a diferentes tipos de estrés
abidtico.
Debido a los elevados niveles de acido salicico) (8fcontrados en las semillas de las lineas

35S FSGASA4, quisimos comprobar si la aplicacion exdgena deedha algin efecto en las respuestas a
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los diferentes tipos de estreses anteriormentaliesios. Estd descrito que el SA exdgeno a elevadas
concentraciones provoca un retraso en la germina@or lo que quisimos comprobar cual era la
concentracién de SA mas adecuada. Para ello,rabppaso fue la optimizacién de la concentracion de
SA para las semillas del tipo silvestre Col-0, iaidose una serie de ensayos de germinacion en
presencia de distintas concentraciones de SA (B0d430), y comprobando que la concentracién 6ptima
de SA, en la mayoria de los casos, era 50 uM.

La adicion de SA al medio de germinacion nos hanjielo comprobar que esta hormona
aumenta la capacidad germinativa de las semilldsD @Bigura R.43.A) cuando estan sometidas a un
estrés salino, alcanzando porcentajes de germmdei®6% al cabo de 10 dias.

Respecto al estrés osmético en presencia de madfomM, al cabo de 10 dias las plantas de
tipo silvestre (Col-0) presentaban un porcentajgeleinacion del 17%. Tras la aplicacién exdgena de
SA al medio de germinacion (Figura R.43.B), nolsseovd un aumento significativo en la germinacién d
las semillas del tipo silvestre, lo que sugiere ueaplicacién exégena de SA no mejora la capacidad
germinativa de las semillas en condiciones de £ssatico.

Con respecto al estrés oxidativo, la sensibilidgzheaquat de las semillas del tipo silvestre (Col-
0) se ve revertida, al menos parcialmente, pordiai@ de SA (Fig R.43.C), aunque en este caso la
concentracion de SA requerida para mejorar la estplgerminativa era de 400 mM.

Del mismo modo, en las semillas sometidas a eséndsico, la aplicacion exégena de SA
provoca un claro aumento en el porcentaje de gewitin de las semillas del tipo silvestre (Col-0),
llegando a alcanzar valores del 100% de germinadi@&s el primer choque de temperatura
(termotolerancia basal) (Figura R.43.D). Sin embalg aplicaciéon exdégena de esta hormona no parece

tener ningun efecto en la termotolerancia adquirida
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Figura R.43.: Efecto del SA en las respuestas a diferentes tigosstrés en semillas del
ecotipo ColumbiaA. Porcentajes de germinacion en semillas crecid&dida 150 mM y en
CINa 150 mM+SA 50 uMB. Porcentajes de germinacidn en semillas crecidamaanitol
400 mM y en manitol 400 mM+SA 50 uMC. Porcentajes de germinacién en semillas
crecidas en Paraquat 0,5 mM y en Paraquat 0,5 mM#88 uM. D. Ensayo de
termotolerancia a 50°C. Termotolerancia basal d@llss crecidas en medio MS y en medio
MS + SA 50 uM. El recuento del porcentaje de geaciidn se realizé durante 7 dias despuég
del choque térmico de 3h a 50°C. Los valores deia®@én estandar representan el promedio
de tres experimentos independientes realizado4@@semillas por placa.

Finalmente, en la tabla R.VI se muestra la longitathipocotilo después de someter a las plantulas
a diferentes choques de temperatura, tanto lasdaseen medio MS como las crecidas en un medio
suplementado con SA 50uM, donde se comprueba céfectivamente, la aplicacion exdgena de SA

aumenta la longitud del hipocotilo.

Tratamiento

Lineas 38°C 38-22-45°C 45°C
MS SA 50pM MS SA 50pM MS SA 50pM
Col-0 | 0.022+0.031| 0.677+0.041] 0.15+0.073 0.788+0.095| 0.022+0.031 | 0.855+0.041

Tabla R.VI.: Efecto del SA en la elongacion del hipocotilo dmiflas del ecotipo Columbia
sometidas a diferentes tratamientos témicos. Lastras que difieren significativamente de lag
medidas del ecotipo Col-0 en medio MS segun el dedEischer (p-value < 0.05) se marcan
con un asterisco.
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Otro de los efectos fenotipicos observados trasolmeexpresion de FsGASA4 descrito en el
apartado R.3.8.1, consistia en la menor sensitlikdd@CB, asi como la mayor dependencia de GAs. Est
hecho podria deberse no sélo a la sobreexpresid@stdegen, sino también al aumento de SA en estas
semillas. Por ello quisimos comprobar si la adi@bmedio de SA (50 uM) podia mejorar la resismti
PCB de las semillas de tipo silvestre (Col-0), mh&n si aumentaba la insensibilidad de nuestnas$i
transgénicas a dicha sustancia. Como se obseiadfignra R.44, se produce un aumento en el poagent
de germinacion de todas las lineas en un medi@mgritado con PCB 10 uM + SA 50 pM, ya que al
cabo de diez dias, las semillas del tipo silve@@el-0) alcanzan porcentajes del 100% (en el mismo
periodo de tiempo y en presencia sélo de PCB 10elipbrcentaje era del 22%). Asi mismo, también
aumentan los porcentajes de germinacién tanto dléiaas que sobreexpresan FSGASA4 (71-91%) asi
como las del mutantgasad-1 (88%). Por tanto, parece que el SA también confie@ insensibilidad al

PCB, pudiendo estar interactuando con la rutasiSkss.

o Col-0
oGl
oG2
mG3
mG4

m gasa4d-1

% Germinacion

Figura R.44.: Ensayo de germinacion de las semillas de plantes spbreexpresan

FSGASAA4, del ecotipo silvestre (Col-0) y del mueagdsad-1, crecidas en medio MS que
contiene PCB 10 uM y SA 50 uM. Los valores de deson estandar representan el
promedio de tres experimentos independientes eglizcon 100 semillas por placa.

Para corroborar estas hipétesis analizamos lasuestgs del mutantgal de Arabidopsis,
deficiente en GAs, en presencia de SA, para vestsi hormona pudiera tener un efecto positivo en el
mecanismo de accion de las GAs. En la figura Relolsserva que la adicion de SA al medio de
germinacion aumenta la capacidad germinativa dedasllasgal, ya que 15 dias después de la siembra,
se alcanzan porcentajes de germinacion del 9% mwedib suplementado con SA 50 uM respecto al 1.4%
que se alcanza en medio MS, llegando a alcanzaregatiel 49% de germinacion tras 40 dias en elanedi

que contiene SA respecto a un 3% en medio sin SA.
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Figura R.45.: Ensayos de germinacién con semillas del mutgateenpresencia de SA 50 uM.
El recuento del porcentaje de germinacion se ealirante 15 dias después de haber manterjido
las semillas en MS o en SA 50 uM. Los valores dwideidn estandar representan el promedio de
tres experimentos independientes realizados corsé&ffllas por placaB. Fotografia que muestral
las diferencias de germinacién en MS o en MS+SAB0a los 15 y 40 dias.

5.10.- Concentraciéon de malondialdehido (MDA) en l&plantas transgénicag5S:; FsGASA4.

El malondialdehido (MDA) es una sustancia readiiebacido tiobarbitdrico que puede utilizarse
como una medida del dafio oxidativo. Como se obsema figura R.46, tras un choque térmico a 50°C
durante 3 horas, las plantas de tipo silvestradme®n medio MS presentan un mayor contenido dé& MD
respecto a las plantas que sobreexpresan FsGASMelpramlmente este contenido disminuye en las
plantas crecidas en un medio suplementado con3BAIM o0 SA 150 pM. Por tanto, podemos decir que
tanto la proteina FSGASA4, como las GAs y el SAepen tener un efecto protector en las membranas

cuando éstas son sometidas a temperaturas elevadas.
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Figura R.46.: Efecto de SA y GAs en la concentracion MDA. Coitende MDA de plantulas
sometidas a un choque térmico (50°C, 3h) y creadamedio MS y en medio suplementado cpn
GA3 50 uM o SA 150 pM. Se utilizaron cuatro linetiansgénicas independientes que
sobreexpresan FSGASA4 (G1, G2, G3 y G4) y el tipbestre (Col-0). Los valores de desviacidn
estandar representan el promedio de tres expeosiertependientes.

5.11.- Relacion entre las GAs y la sintesis de SA.

A la vista de los resultados obtenidos, quisimasprobar si las giberelinas podian desempefiar
un papel importante en la sintesis de acido sati¢ipara lo cual determinamos los niveles de SAqu
con los de ABA y JA, tanto en semillas del ecofffmumbia imbibidas o no durante 24 h en{GA0 UM,
como en plantulas de 7 dias crecidas en medio M8 medio MS suplementado con £200 pM, del
mutantegasa4-1 y del tipo silvestre (Col-0) (apartado 7.2.3.10Mbeteriales y Técnicas).

De esta forma comprobamos que, en el caso de ailasedel ecotipo silvestre (Col-0) (Tabla
R.VII), los niveles de ABA se ven aumentados tlasagamiento con GA probablemente para mantener
el balance entre estas dos hormonas, los nivelelAddisminuyen ligeramente, y los de SA aumentan
notablemente, con lo que se verifica el efectotposque tienen las GAs sobre la sintesis de SiAc@s0
el efecto negativo sobre la del JA, ya que éstasles rutas antagonicas. Estos datos son muy sisida
los detectados en las semillas de las lineas #aitsts, cuyo contenido en SA es practicamenteldédd
detectado en las semillas del tipo silvestre.

En el caso de plantulas de 7 dias, el efecto dplieacion exdgena de GAn el medio provoca
un aumento en los niveles de ABA y una disminu@nbnos niveles de JAsi como un incremento en los
niveles de SA tras el tratamiento con 3Aspecto a los controles, y lo mismo sucede culmsmedidas
se realizan en el mutang@sad-1. Estos resultados ponen de manifiesto la clagcid@t existente entre
GAsy SA.

Por ultimo, resaltar que las diferencias en logleiv de SA, tanto en el ecotipo silvestre como en
el mutante, con o sin aplicacion exdgena de;,GAn estadisticamente significativas segun el d@est

Fischer.
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Resultados

Semillas
Col-0
Control +GA3
ng/ g Peso ng/ g Peso
Fresco Fresco
ABA 62,58+0,46 102,17+2,99
JA 27,08+2,07 21,75+1,66)
SA 801,42+12,98 1559,25+10,7
Plantulas
7 dias
Col-0 gasa4-1
MS +GA; MS +GA;
ng/ g Peso ng/ g Peso ng/ g Peso ng/ g Peso
Fresco Fresco Fresco Fresco
ABA 18,87+0,37 22,01+0,61 13,07+0,18 24,050,683
JA 25,56+0,46 6,09+0,6 11,2740,19 9,85+0,51
SA 2595,27+41,0 2812,45+10,35 2041,59+£35,29 2588,65+39,98

Tabla R.VII.: Medidas de ABA, JA y SA en semillas del tipo silire (Col-0), semillas tratadal
con GA; 100 puM, y plantulas de 7 dias crecidas en medioyM® medio MS+GA 100 uM. Se
utilizaron el mutantegasa4-1 y el tipo silvestre (Col-0). Los valores de desida estandar
representan el promedio de tres experimentos imdipates.

v)

5.12.- Andlisis de la expresion de genes de respiaea acido salicilico (SA) en plantas del ecotipo
Columbia.

Como hemos comprobado en el apartado anteriomilades de SA aumentan en semillas y
plantulas del tipo silvestre tras un tratamienta &g En los Ultimos afios se han descrito numerosos
genes cuya expresion se ve incrementada tras temtemto con SA (Rajjou et al.,, 2006). Para
profundizar en este efecto a nivel molecular, aaatios la expresion de una serie de genes relacisnad
con el SA.

En este estudio hemos analizado los siguientessgeZ®l (implicado en la ruta de biosintesis
del SA),NPR1 y PR1 (implicados en el mecanismo de accién del $gitrato liasa y malato sintasa
(enzimas claves del ciclo del glioxilato, siendopartantes en la sintesis de carbohidratos y en el
almacenamiento de lipidos durante la germinacidla demilla y el desarrollo de la planta).

Como se puede observar en la figura R.47, trasatamiento con GA100 uM durante 7 dias se
produce un aumento en la expresion de los genes@mente mencionados respecto a plantas crecidas
en medio MS durante el mismo periodo de tiempoosErtsultados corroborarian los datos presentados
anteriormente, segun los cuales las GAs jueganapelpmportante en la biosintesis del SA, de tal
manera que la aplicacion exdgena de;Géria capaz de inducir ciertos genes descritogo(Rat al.,
2006) que a su vez también son inducidos por SA.
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Figura R.47.: Analisis por Northern blot de los gen3S1, NPR1, PR1, isocitrato liasa y malatg
sintasa en plantulas del tipo silvestre (Col-Okickas durante 7 dias en medio MS y en medio
suplementado con GALOO uM. En cada carril se utilizaron 10 pug de Rijl&e se hibridaron con
una sonda especifica para cada uno de los genesaglsts, obtenida por PCR. Panel superior: IQ
densidad 6ptica integrada (unidades arbitraria)ePinferior: gel tefiido con bromuro de etidio q
muestra los rRNAs utilizados como control de carga.
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Resultados

5.13.- Identificacién de proteinas que interaccionmacon FSGASA4.

Para identificar genes cuyos productos interaccimum FSGASA4, se llevo a cabo el rastreo en
dos genotecas de expresion en levadura para endayable hibrido. La primera fue una genoteca de
cDNA de hojas y raices deabidopsis thaliana preparada en el vector plasmidico pACT, con oS AD
insertados en el siti¥hol (tras el dominio de activacion). La segunda geraotdilizada fue de cDNA de
semillas dd-agus sylvatica tratadas con ABA 100 uM, preparada en el vectasmldico pMyr XR.

Para obtener los cebos, la secuencia codificaritecB&IA de FSGASA4 se amplifico por PCR
con cebadores especificos, y se generaron consineschibridas mediante su fusién al dominio démni
a DNA de GALA4, en el plasmido pAS1 para la geno@edrabidopsis, y en el sitioBamHI-Notl del
vector pSos para la genotecaFagus.

A continuacién, se transformaron de manera inddpatellas cepas de levadura Y190 (para el
ensayo de doble hibrido énthaliana) y cdc25H (para el ensayo de doble hibridd-esylvatica) con las
construcciones BFFsGASA4 y pSosFsGASA4 respectivamente. Se comprobé que la construc&8én
FSGASA4 no activaba la expresién del gen deldb®3, de manera que las células transformadas con esta
construccion no eran capaces de crecer en un raediostidina (SD/-Trp/-His), si bien fueron neceas.
concentraciones de 5 mM del inhibidor 3-AT paratagar el fondo de crecimiento de la cepa Y190aPar
la construccién pSeBsGASA4 se comprobd que ésta no interaccionaba con ld defiiristilacion en
ausencia de un patrén de interaccién, ya que edrtsformarse la cepa cdc25H con pEeGASA4 y los
vectores pMyr o pMyr Lamin C no se producia creeimn de la cepa a 37°C.

Tras la transformacion desGASA4 en la cepa de levadura Y190, ésta se cotransfoomd 00
p1g de DNA de la genoteca. La eficiencia de la frangacion se calculé mediante una serie de dilwson
gue se plaquearon en medio selectivo para los Besnwlos (SD/-Leu/-Trp). Finalmente, se realizé el
ensayo p-galactosidasa a aproximadamente 180 clones parfirmar las interacciones. Los clones
positivos se analizaron por PCR y fueron posteriote secuenciados.

La cepa de levadura cdc25H se cotransformé congldqicada plasmidgp$os-FsGASA4A y
pMyr SB). La eficiencia de la transformacion secalld plagueando 500 pl de la transformacion en anedi
selectivo SD/Glucosa (-UL) e incubandola a tempeeatambiente (22-25°C). Del total de clones
analizados s6lo 164 fueron capaces de crecer eio s@dctivo SD/Galactosa (-UL) y a 37°C y, pottdan
se consideraron clones positivos para ser anakzadioPCR y posteriormente secuenciados (Fig. R.48)

En el escrutinio del doble hibrido éeabidopsis thaliana (Tabla R.VIII) se encontraron diversos
clones que no presentaban homologias con protedmasidas. Los encontrados ®assypium hirsutumy
G. raimondii provenian de una genoteca construida a partindeamplia variedad de tejidos y 6rganos
sometidos a una serie de condiciones como el getrésequia y la interaccion con patégenos. Losedo
relacionados con ESTs o hipotéticas proteina¥itie vinifera provienen de una genoteca construida a
partir de cDNA de semillas durmientes. La genotatda que se encuentran las EST8eda vulgaris se
construy6 a partir de tejidos sometidos a diferentindiciones de estrés (CINa, manitol YOk, al igual
gue la genoteca d&ea mays, de la que aparecen ESTs y clones genémicos, fuguenstruida a partir de

tejidos sometidos a estrés salino, osmaético y Eymi
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Figura R.48.: Ensayo en SD/Galactosa a 37°C de algunos cloivéimente seleccionado

v)

En el escrutinio del doble hibrido &agus sylvatica (Tabla R.1X) , se aislé una proteina fosfatasa
de tipo 2A (PP2A) dé. thaliana, que provoca un aumento en la sensibilidad al AB4o et al. 2006), lo
gue podria explicar la mayor sensibilidad al ABAequresentan las semillas de las lineas transgénicas
35S, FSGASA4. Ademas, se encontraron diferentes clones quereseptaban homologias con proteinas
conocidas, de las que cabe destacar la EST (BQ4}6@&Medicago trunculata, que se encuentra en una
genoteca de cDNA de semillas que iniciaban la geaoidn, la EST déycoris longituba (CN452296),
cuya genoteca fue construida con cDNA de yemaslélsy y la hipotética proteina deopulus
canadienses (CX181746), que se encuentra en una genoteca Na cl@ hojas inoculadas con el patégeno

Marssonia.

Doble hibrido enArabidopsis thaliana

N° de clon Homologia N° accesq
1 Clon genémico d&ossypium hirsutum| DX530490Q
2 Clon genémico dérabidopsisthaliana| B09043
10 Clon genémico d&aossypium hirsutum| DX536928
11 Clon genémico dBoechera dtricta | DU692487
12 Clon genémico dArabidopsisthaliana| B10830
16 Clon genémico dBoechera dtricta | DU692577
17 EST dévitisvinifera EV229378
18 EST deBeta vulgaris EG55117]
19 EST devitisvinifera EV229042
20 Clon genémico dArabidopsisthaliana| B20652
22 Clon genémico dBoechera stricta | DU6925771
32 EST deZea mays EE016202
37 EST deZea mays EB405936
81 Clon genémico d@ryza australiensis CW61508?
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Resultados

|

82 Clon gendmico d&ossypiumraimondii| CO074651
101 Hipotética proteina détisvinifera | AM443711
113 Clon genémico darabidopsisthaliana| B21805
114 Clon genémico darabidopsisthaliana| B21203
115 Clon genémico darabidopsisthaliana| B20589
116 EST devitisvinifera EV228126
119 EST devitisvinifera EV229115
120 Clon genémico darabidopsisthaliana| AQ249645
121 EST devitisvinifera EV242456
122 Clon genémico déea mays BZ787752
123 Clon genémico déea mays CG39627(
124 Clon genémico darabidopsisthaliana| B19902
130 Clon genémico d@ryza coarctata CZ723759
131 Clon genémico dArabidopsisthaliana| B21354
132 EST deingiber officinale DY360147
133 EST deNicotiana tabacum BP13337(
142 Clon genémico darabidopsisthaliana| B20834
143 EST deHeterocapsa triquetra DT383330
150 EST ddriticum aestivum DR734301
151 EST dedordeumvulgare BE420548
163 Clon genémico darabidopsisthaliana| B221817
164 Hipotética proteina deryza sativa | CT836712
166 EST déeta vulgaris EG550404
175 Clon genémico dgorghum bicolor E1975442
179 EST deCitrus clementina DY2956864
Tabla R.VIII.: Clones confirmados del rastreo de las genotecasttialiana.
Doble hibrido enFagus sylvatica
N° de clon Homologia N° accesa
7 Clon genémico d&ossypium hirsutum | DX561343
23 EST deMedicago trunculata BQ145604
28 EST deHordeum vulgare BF256704
30 EST deBeta vulgaris EG55120(
32 EST deHordeum vulgare BF2566171
40 GSS ddrassica oleracea BZ050716
41 EST deTriticum aestivum BE41569(
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110 EST de.ycorislongituba CN45229¢
120 PP2A deé\rabidopsis thaliana At1g6996(
130 Hipotética proteina deopulus canadiensiss CX181746

Tabla R.IX.: Clones confirmados del rastreo de las genotec&&s gtvatica.
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Discusién

1.- DORMICION Y GERMINACION DE SEMILLAS DE HAYA BAJ O DIFERENTES
CONDICIONES HORMONALES.

La dormicion de semillas puede definirse comoneapacidad de una semilla viable para
germinar aunque las condiciones sean favorables gae este proceso tenga lugar (Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006). Este fendmeno afecta aran gimero de especies vegetales, especialmente
especies forestales, y suele ser debida a castici@si intrinsecas de la propia semilla, como las
propiedades de la cubierta seminal, la composigiamovilizacion de sustancias de reserva, los nsvele
hormonales o varios de estos factores actuandom@njente (Bewley y Black, 1994).

En muchas semillas la dormicién puede ser elindnaar un tratamiento a bajas temperaturas
(estratificacién), mediante iluminacién o bien gdar aplicacion de distintos factores hormonales o
agentes quimicos (Krock et al., 2002; Bailly et aD04; Flematti et al., 2004; Kucera et al., 2005;
Bethke et al., 2006), sin embargo, los efectosstiesdratamientos difieren en las distintas espepier
lo que no parece probable que un Gnico mecanisrpooceso sea el responsable de esta compleja
respuesta.

Se han propuesto distintas hipotesis que trataaxpgicar la accion de estos tratamientos en la
dormicién de diferentes especies vegetales (BewBlack, 1994). Sin embargo, a pesar de los grandes
avances producidos en los Ultimos afios, la dormieg uno de los fendmenos menos conocidos de la
biologia de semillas (Finch-Savage y Leubner-Matz8@06), debido a que no es un fenémeno sencillo,
sino que es consecuencia de la interaccién de msoefactores. Segun la teoria del balance hormonal
parece claro que el paso de dormicion a germinadgpende de un determinado equilibrio entre
hormonas activadoras e inhibidoras del crecimi¢ktrssen y Lacka, 1986). Tanto la dormicién como
la germinacién son procesos que estan correlacisnesh cambios en la expresion de genes, actividad
enzimatica y acumulacion de hormonas, lo que seigjee estan ocurriendo procesos bioldgicos como la
transcripcion y traduccion en las semillas secasl(@n et al., 2006; Feurtado y Kermode, 2007).sEsto
dos procesos estan regulados por la interacciédid@sas hormonas vegetales, y son muchos los
estudios que muestran la implicacion del etilenepgzynski y Kepczynska, 1997; Beaudoin et al.,
2000), las giberelinas (Karssen et al., 1989) obmsinoesteroides (Steber y McCourt, 2001) en la
induccion de la germinacion de semillas durmientagntras que parece claro que el ABA es el
principal factor implicado en la induccién y manteiento de la dormicion de semillas (Koornneeflet a
2002; Kermode, 2005; Finkelstein et al., 2008).

La dormicién esta regulada por mdltiples factoresito genéticos como ambientales, que
interaccionan entre si, lo que dificulta la busguddl gen o los genes responsables de la dormié@m.
esta razon, la busqueda de QTLs (Quantitative Ti@itus) parece ser una estrategia adecuada para
abordar este tipo de estudios. A través de estughasticos se han identificado numerosos genes que
codifican proteinas que regulan la dormicion (Beftsst al., 2007), sin embargo algunos de los

mutantes en estos genes presentan efectos plécosop
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Por otro lado, parece que el efecto de estas hasnem la dormicion de semillas depende, entre
otros, de procesos de fosforilacion y desfosfadiaale proteinas a través de la activacion e intdibi
de proteina quinasas (PKs) y proteina fosfatad2s) (P

Como punto de partida del trabajo que recoge estaama, se comprobaron los efectos de la
estratificacion o tratamiento a bajas temperat(#28), que habia sido descrita previamente conoazfi
para la rotura de la dormicién en distintas semilési como de la aplicacién exdégena de acidosibsci
(ABA) y acido giberélico (GA), en el mantenimiento o eliminacién de la dormmaite semillas de haya.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto qu®idmicion de semillas dEagus sylvatica
puede ser eliminada por un tratamiento de imbibi@d HO a bajas temperaturas (estratificacion)
durante un periodo superior a 6 semanas (Tabla R.jue coincide con los datos observados por
Nicolas et al. (1996).

Las semillas de muchas especies requieren un feattnifrio antes de que sean capaces de
germinar. Aungque no estan claros cuales son losunig&nos que se activan durante este periodo a bajas
temperaturas, algunos estudios indican que dutarjeogresiva salida de la dormiciéon provocada por
este tratamiento, se produce un aumento en el pist@o celular y una serie de cambios
transcripcionales y traduccionales (Bewley y Blak®94), al igual que una modificacién en los pagson
de expresion génica en semillas durmientes (Dy&¥3)L En los Ultimos afios se ha demostrado que la
estratificacion modifica la expresion de genes €i§pes en semillas durmientes deglans regia L.
(Einali y Sadeghipour, 2007agus sylvatica (Nicolas et al. 1996; 1997; 1998; Lorenzo et 2000;
Calvo et al., 2003; Mortensen et al., 2004) y otcagyos productos génicos podrian estar relacianado
con el o los mecanismos responsables de la dommicio

En este trabajo también se ha comprobado que &aosfde las bajas temperaturas en la
eliminaciéon de la dormicién, son revertidas pomjdicaciéon exégena de ABA (Tabla R.1), como ya
observaron Nicolas et al. (1996), lo que sugiere gste factor hormonal pueda estar implicado en los
mecanismos responsables del mantenimiento de taicdon de estas semillas.

El ABA es un inhibidor de la germinacién, induciend dormicién durante la maduracion del
embrion (Finkelstein et al., 2002; Nambara y Maifwoll, 2003; Kermode, 2005; Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006; Feurtado y Kermode, 20@acionandose su acumulacién en las semillas con
el grado de dormicidon que presentan (Finkelsteinl.et2008). La dormicién se encuentra controlada
tanto por el embrion como por el endospermo, da®sintetizara el ABA necesario para inducir la
dormicién (Finkelstein et al., 2008). Los niveles ABA van a variar dependiendo del estado de la
semilla, mientras que en semillas durmientes sestss niveles son muy bajos debido a enzimas del
catabolismo del ABA (Okamoto et al., 2006), en slaidurmientes imbibidas la dormicién se mantiene
por una nueva acumulacién de ABA (Le Page-Degivrarello, 1992; Grappin et al., 2000; Ali-
Rachedi et al., 2004).

Por otra parte, las giberelinas son hormonas viegeteonsideradas como promotoras de
numerosos procesos de desarrollo en vegetalesinghina dormicién y estimulan la germinacién en un
amplio rango de especies vegetales, ya que indeneimas hidroliticas que participan en procesos
degradativos, induciendo la movilizacion de lasress acumuladas en la semilla y estimulando la

expansion del embrion (Bewley y Black, 1994). Swbargo, el papel de las giberelinas es controwertid
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ya que, aunque la acumulacion de giberelinas est&iao con la salida de la dormicién y/o
germinacion, el tratamiento con esta hormona nequa la salida de la dormicion en todas las espgecie
pudiendo necesitarse primero un descenso en laslemivde ABA antes de que se produzca un
incremento en la sensibilidad y en los niveles iberglinas (Jacobsen et al., 2002; Ali-Rachedilet a
2004).

En semillas de haya, se ha demostrado previamemtdagadicion de acido giberélico (QA
afecta de forma importante a la dormicion, aceldodns efectos del tratamiento frio y producienda u
eliminacién de la dormicion mas rapida que la pastratificacion (Nicolas et al., 1996).

Los resultados que se presentan en la tabla Rfirman estos datos previos en el sentido de
que el GAes capaz de acelerar la salida de la dormiciorstds semillas, teniendo efectos contrarios a
los obtenidos con ABA. Ademas, los efectos clarameanhibitorios del paclobutrazol (PCB), un
inhibidor especifico de la sintesis de GAs, y spac&ad para revertir los efectos de las bajas
temperaturas en la eliminacién de la dormicién, néggou hacia un papel de las GAs enddgenas,
sintetizadas en respuesta a la estratificacionloenmecanismos que controlan la eliminacion de la
dormicién y la estimulacién de la germinacion, coggose ha sugerido en estas y en otras semillas
(Nicolas et al. 1997; Kucera, 2005).

2.- ANALISIS FUNCIONAL DE FsPTP1 EN LA DORMICION/GERMINACION DE
SEMILLAS. PAPEL COMO REGULADOR NEGATIVO EN LA RUTA DE SERNALIZACION
DEL ABA.

Las proteina tirosinas fosfatasas (PTPs), ejercepapel importante en diferentes procesos de
la vida de las plantas, como la proliferacion @luldiferenciacion, regulacién de las cascadas de
sefializacion mediadas por MAPKSs o las respuesthferentes tipos de estrés (Wurgler-Murphy et al.,
1997). Sin embargo, s6lo se han identificado 25%ggrara PTPs en el genomaAtabidops's, de los
que la gran mayoria se corresponden con tirosiséatiisas con actividad dual serina/treonina PP
(DsPTP) (Kerk et al., 2008).

Numerosos estudios han puesto de manifiesto qaetilacion de MAPKs seria el primer paso
en las respuestas de las plantas a diversos essintahto ambientales como hormonales (Tena et al.,
2001). Si la fosforilacion en restos de tirosinauasrequisito imprescindible para su activaciorrepa
I6gico pensar que su inactivacion dependa de lsfesilacion de estos aminoacidos (Luan, 2003)e Es
mecanismo de activacion/inactivacion es fundamepeted el correcto funcionamiento de las células. Un
funcionamiento constante de estas cascadas de MyaBHKa tener consecuencias muy negativas para un
organismo, como se ha demostrado en la tumorogédesicélulas animales, donde una cascada de
MAPK esta permanentemente activada (Mansour €1294). Por lo tanto su inactivacién es un proceso
critico, poco conocido en plantas, aunque existgteaciasin vitro, que han puesto de manifiesto que
las MAPK serian una diana adecuada tanto parar@@Ps como para serina/treonina PPs (Gupta et al.
1998; Meskiene et al., 1998; Huang et al., 2000).

Para abordar el estudio de las PTPs en semilldsmyk se realiz6 una aproximacion por RT-

PCR utilizando mRNA de semillas tratadas con ABAmpkando oligonucle6tidos degenerados
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correspondientes a dominios conservados en estel¢iproteinas, y se obtuvo un fragmento de 550 pb
gue se utilizd como sonda en una bisqueda difaerei una genoteca de cDNA construida a partir de
mMRNA de semillas de haya, para posteriormente ebtehclon completo, de unas 992 pb, mediante
RACE. La proteina deducida a partir de su secuamgiata de 330 aminoacidos.

La comparacién de las secuencias tanto de nuabsdtidmo de aminoéacidos, con las bases de
datos disponibles (GENEMBL y SWISSPROT) puso deifiesto la existencia de una elevada similitud
(aproximadamente del 70%) con proteinas tirosirefafasas descritas en otras especies vegetales
(Figura R.2), por lo que se denomind FsPTP1. Estéafasa pertenece al grupo de las PTPs clase |
citoplasmaticas, también llamadas solubles o neptecas (Figura R.5).

Las PTPs de clase I, ademas de poseer un domitéditica altamente conservado, con
caracteristicas estructurales comunes y espectfeastas proteinas, contienen regiones no occaalidi
dominios importantes para la regulacién de la at#y enzimatica o en la unién de ligandos espedific
(Alonso et al., 2004). FsPTP1 posee el sitio aatientro del dominio catalitico, que se encuentréaen
posicion 252-262; el residuo de Cys esencial ea dstinio se encuentra en la posicion 254, y es
fundamental para que se produzca el ataque ndieos$iobre los residuos fosfatos y asi formar un
tiofosfato intermedio (Xu et al., 1998). En esteniltio también se encuentra el motivo WPD (Trp-Pro-
Asp) (posicion 221-223), que forma un lazo en wrE@macion Unica que no se da en otras PTPs; este
motivo junto con el sitio activo son imprescindibleara la actividad catalitica tanto de PTPs coeo d
DsPTPs. (Xu et al., 1998). Otro motivo esencialgiéd activo es el denominado KNRY (posicion 79-
82) (Jia et al., 1995; Andersen et al., 2001),aaspble de las interacciones con el anillo aromdtela
fosfotirosina en el substrato (Tabernero et alQ&0 Finalmente, existe una region enriquecida en
aminoacidos cargados que solo se encuentra presetds PTPs especificas de tirosina, y contrilaye
acceso especifico de fosfotirosina en el sitiovaqu et al., 1998).

En el arbol filogenético construido para FsPTPguyfé R.5) podemos diferenciar dos grupos.
En el primero de ellos, donde se localiza nuestitefna, se encuentran agrupadas todas las PTIBsge ¢
| o posibles PTPs de diferentes especies vegetalestro grupo, formado por fosfatasas descritas en
Oryzias latipes (Q76K57) yParalichthys olivaceus (QOPJ56), se corresponde con PTPs tipo epsilon
(PTR:), que son de tipo receptor, muy estudiadas en hosnga que se encuentran muy relacionadas con
procesos cancerigenos. Se generan a partir de ufP§ERE) que posee dos promotores diferentes
dando lugar a cuatro productos proteicos, de l@desy los mayoritarios son las isoformas de tipo
receptor (RPTE) y de tipo no receptor (cyt-PEP Las diferentes isoformas rara vez se expresagl en
mismo tipo de célula, debido a que virtualmentepneden coincidir los patrones de expresion de sus
respectivos promotores. Las cuatro isoformas séldiferencian en el extremo N-terminal, lo que da
lugar a patrones de localizacién subcelular Unggas cada una de ellas, asi como a sus diferentes
funciones biolégicas (Granot-Attas y Elson, 2008).

En los dltimos afios se han identificado varios ganee codifican proteinas tirosina fosfatasas
en diferentes especies vegetales y se ha demosfuadias PTPs de clase | participan en la tranémisi
de sefales mediada por ABA (Ghelis et al., 2008)ciAnalmente, en los pocos casos en los que se ha
realizado algun estudio, principalmente mediantargllisis en el nivel de expresion de los transerit

correspondientes al géitPTP1 de Arabidopsis, se ha puesto de manifiesto que su patron de ®gpre
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s6lo se modifica por la exposicion a diferentegdiple estrés abidtico; mientras que la exposicion a
elevadas concentraciones de sales lo regula posidinte, su expresion se regula negativamente por la
exposicion a temperaturas muy bajas (Xu et al.8L%sta disminucién en los niveles de expresiéon no
se ha observado en otros organismos, lo que sugrengapel de esta proteina tirosina fosfatasa en
respuestas al frio en Arabidopsis.

A partir de estos datos, en esta memoria nos heledisado a estudiar la implicacién de una
PTP de haya en el mecanismo de accion del ABA tiidfandormicion y germinacion de semillas, asi
como su participacion en las respuestas a difeseipies de estrés abidtico.

El resultado del analisis del DNA gendmico Flgus sylvatica, realizado con el clon FsPTP1,
mediante Southern blot, nos indica que aparece camogen de copia Unica (Figura R.6), y
probablemente no existan mas genes de esta cl&ERlen el genoma de haya, al igual que ocurré en e
caso deéArabidopsisthaliana, donde s6lo hay descrito un gextiRTP1) (Kerk et al., 2008).

Tras la caracterizacion e identificacién de estatgina tirosina fosfatasa de semillas Fle
sylvatica, el siguiente paso fue analizar la expresion dmiscrito en semillas durmientes y en los
tratamientos que mantienen o eliminan la dormici&handlisis por RT-PCR semicuantitativa para
determinar los niveles de expresion del clon FsP{Rgura R.7), muestra que tanto en semillas
durmientes como en el tratamiento de estratificagi@°C, estos niveles son bajos. La adicion dg GA
que provoca una rapida salida de la dormicion, malyce ningln efecto en la expresion de este gen,
mientras que el tratamiento con paclobutrazol (PGE)ibidor de la biosintesis de las GAs y que
mantiene a las semillas en dormicidn, provoca areimento en los niveles de expresién superiores a |
detectados en el control con®y en semillas durmientes lo que sugiere que ks éhddgenas estan
inhibiendo la expresion de este gen. Por otra pafteatamiento con ABA provoca una clara induncio
en la expresion de este gen. Estos resultadosaimdjoe la expresion desPTP1 estaria regulada por

ABA y posiblemente relacionada con la dormiciérsdmillas de haya.

Para profundizar en el estudio de esta proteinaittia fosfatasa y realizar un andlisis funcional
mas completo, decidimos sobreexpresar la regidificadte deFsPTP1 enA. thaliana (ecotipos Col-0 y
Cvi) (Figura R.9).

La eleccién del ecotipo Cvi se debié a las car&iteas que presenta, ya que el grado de
dormicién de este ecotipo es mucho mas profundoefjgel ecotipo Columbia, y se le considera un
excelente modelo para el estudio de la dormiciésegmillas deArabidopsis. Se ha comprobado que la
dormicion del ecotipo Cvi se rompe en condicionesatinacenamiento seco a temperatura ambiente
(20°C) y con un 40% de humedad relativa, aunqueétbdo mas eficaz es la estratificacion fria a 4°C,
(Laibach, 1956; Bewley y Black, 1994), produciérgjosn ambos casos, un ligero descenso en los
niveles de ABA (Ali-Rachedi et al., 2004); por oparte, la aplicacion de GAs activas (68A,, GA;

y GA4+7) solo produce una estimulacion tardia en la geaoiim de las semillas de este ecotipo (Ali-
Rachedi et al., 2004), lo que sugiere que en @si,giberelinas no son esenciales para la salida de

dormicion..

Hasta la fecha, son muy pocos los andlisis funtésnde este tipo de fosfatasas en planta y su

relacion con la ruta de sefializacion del ABA y darginacion. De hecho, sdlo se ha realizado un iestud
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con el mutante enddgeno de Arabidopgitpl (Atlg71860) y se ha sobreexpresado una DsPTP1
relacionada con el mecanismo de accion del ABA {igueet al., 2006; Henmi et al., 2007; Ghelislet a
2008). En esta memoria se recoge por primera vemnalisis funcional de una PTP, se correlaciona con
la dormicién/germinacién de semillas y adicionalteereste andlisis se realiza en el ecotipo Cvi, que
como ya se ha comentado varias veces en esta nem@®®l que presenta una dormicion mas profunda
en Arabidopsis, por lo que los resultados obtens#opueden correlacionar claramente con este groces
fisioldgico.

Tras la obtencion de las plantas transgénicas hgotas (T3), éstas se caracterizaron
molecularmente por PCR (para comprobar la coriestrcion deFsPTP1 en el genoma de las plantas
35S FsPTP1 (Figura R.10), observandose la banda correspaiedgiio en las lineas transgénicas. Tras
analizar la expresién del transgén por Northerrt fiogura R.11) se observé un mayor nivel de
expresién en las diferentes lineas transgénicassiemdo detectable en los correspondientes tipos
silvestres, lo que confirma que las lineas quecs@ramos para el estudio eran portadores del gen d

haya.

Otra aproximacion para el estudio de la funciéredie gen fue la obtenciéon de mutantes de
pérdida de funcion con una insercion de T-DNA erex@dn 1 del gen Atlg71860 (apartado 3.1 de
Resultados) y que se denominagpl. Tras la obtencién de las lineas homocigotas seosled, por
analisis de PCR (Figura R.8), que los diferentesanasptpl son nulos para el gefiTPl, ya que la
expresién del mensajero queda totalmente supriro@ap era de esperar por la zona en la que sdanser

el T-DNA, es decir, en uno de los exones iniciales.

En un trabajo previo realizado en nuestro laboigt@e demostré que la inhibicién de la
desfosforilacion en restos de tirosina tras lai@dide PAO (6xido de fenilarsina, inhibidor de las
tirosina fosfatasas) provocaba un incremento egelssibilidad al ABA (Reyes et al., 2006c). Este
resultado sugeria que las proteinas tirosina fasdat actuarian como reguladores negativos déalaeu
sefializacion del ABA, por lo que nuestra hipdtdsipartida era que FSPTP1 actuaria como un regulado
negativo de esta ruta, y por tanto, su expresidistitativa enArabidopsis disminuiria la respuesta al

ABA, provocando una reduccion en la dormicion desemillas.

Las semillas procedentes de las plantas transgépaéadoras de la construcci8ss PTP1 de
ambos ecotipos (Col-0 y Cvi) presentaban una dadmiecnuy reducida (Figura R.12), ya que eran
capaces de alcanzar porcentajes de germinacidtD@é sin necesidad de ser sometidas a tratamientos
de estratificacion, lo contrario que ocurre con@usespondientes tipos silvestres. En el casedal#ipo
Cvi se ha comprobado que el tratamiento de estetibn es capaz de romper la dormicion (Ali-Rached
et al.,, 2004), pero aln asi, el porcentaje de gewmn es muy reducido, lo que nos sugiere un
importante papel para FSPTP1 en la regulacion déofaicion de semillas o en los procesos que
determinan el paso de dormicion a germinacién.lEaso de los mutantes con una insercion de T-DNA,
el grado de dormicidn que presentaban era mayoehde las lineas transgénicas, lo que corrobora el

papel de nuestra proteina en los procesos relatwsreon la dormicion y germinacion de semillas.

La germinacion de las semillas del ecotipo sihe€ol-0 disminuye a medida que aumentan las

concentraciones de ABA en el medio. Los porcenta@sgerminacion alcanzan el 90% para una
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concentracion de ABA 1 uM, disminuyendo drasticat@grara concentraciones de ABA 2 y 3 uM. En
el caso del mutantatpl-1, éste sélo es capaz de germinar cuando la coacéntrde ABA es de 1 pM,
siendo incapaz de germinar a concentraciones n&égmdds. Por el contrario, las semillas que
sobreexpresan el géfsPTP1, presentan porcentajes de germinacion superioles abservados en el
ecotipo Columbia, siendo mas evidentes las diféasre medida que aumenta la concentracion de ABA
en el medio (Figura R.13.A), lo que indica una dimmion en la sensibilidad al ABA. En el caso del
ecotipo Cvi, las diferencias entre los porcentdegerminacion de semillas del tipo silvestre \ilasas
gue sobreexpresan FsPTP1 son mucho mas clarase ya germinacion de las semillas del tipo silestr
es muy baja para las tres concentraciones de AHixaatas (Figura R.13.B), no llegando a superar
porcentajes del 35%; mientras que las semillassgbeeexpresan el transgén germinan practicamente en
su totalidad para concentraciones de ABA 3 uM, mekando cotiledones verdes y perfectamente
desarrollados. La inhibicidn parcial de la germidacen las semillas darabidopsis por la adicion de
ABA exdgeno puede ser debida a que se reprimerasvanzimas implicadas en el metabolismo
energético, indispensable en semillas imbibidasluranientes para que tenga lugar la germinacioén y el
desarrollo de la plantula. Entre las enzimas cunyesles disminuyen por la aplicacion exégena de ABA
se encuentran peptidasas, proteasas o hidrolasespeglucosidasas f-galactosidasas (Edwards et al.,
1985; Konno y Tsumuki, 1993; Li et al., 2001; Chibet al., 2006).

Todos estos datos, menor grado de dormicion y mseesibilidad al ABA en las diferentes
lineas transgénicas que en los correspondientes s$ifvestres, nos indican que FSPTP1 actia como un
regulador negativo de la ruta de sefializacién d&PhAOtras tirosina fosfatasas, aunque en este caso
duales, también participan en la regulacion dehdtelo de la planta. Por ejemplo, Anthaliana se ha
descrito una DsPTP denominada PHS1 que actuaria cegunlador negativo de la ruta de sefializacién
del ABA durante la germinacién (Quettier et al.p8f) mientras que otra fosfatasa de este tipo, IBR5
parece regular positivamente algunas de las refssuesediadas por ABA, si bien parece que esta

fosfatasa estaria mas relacionada con la sefidlizdei las auxinas (Monroe-Augustus et al., 2003).

La funcién fisiolégica de la proteina FSPTP1 en poscesos que regulan el comienzo de la
germinacion se ha comprobado mediante ensayosrdengeion en presencia de PCB (inhibidor de la
biosintesis de GAs) (Figura R.14). Las GAs y el ABgnen efectos antagonicos en la germinacion de
semillas, por tanto, los mutantes insensibles dcidetes en ABA necesitan menos GAs durante la
germinacion (Léon-Kloosterziel et al., 1996). Es Eemillas35SPTP1 el requerimientos de GAs es
menor que en los tipos silvestres Col-0 y Cvi, e gos sugiere que la expresion constitutivesRIP1
regula positivamente la germinacion de semillasagés de un bloqueo en la ruta de sefializacion del
ABA. Estos resultados pueden relacionarse conhbtsnaos para otras proteinas fosfatasas (FsPP2C1 y
HAB1), cuya sobreexpresion provoca una disminuc@n el requerimiento de GAs en semillas
(Gonzéalez-Garcia et al., 2003; Saez et al., 20@dg¢mas de actuar como reguladores negativos de la

sefalizacion de ABA.

Una de las principales funciones del ABA en la fdaes dar una respuesta adecuada a las
situaciones de estrés ambiental. Cuando una sesgillencuentra en condiciones de estrés hidrico, el

ABA impide su germinacion (Gonzalez-Guzman et 2002), como se comprueba en los mutantes
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deficientes o insensibles al ABA, que no presergata inhibicion de la germinacion (Werner y
Finkelstein, 1995; Léon-Kloosterzel et al., 199@pkz-Molina et al., 2001; Gonzalez-Guzman et al.,
2002). Las diferentes lineas que sobreexprEsBiP1 son capaces de germinar y desarrollar plantulas
en medios suplementados con diferentes concentiexide manitol (300 y 400 mM) (Figura R.15.B),
asi como en presencia de concentraciones inhdmtaie sal (NaCl 350 mM) (Figura R.15.A), sin
embargo, la germinacién disminuye drasticamenteelemutanteptpl-1, y en menor medida en los
ecotipos silvestres. Estos resultados indican guedistencia inducida p&sPTP1 no sélo se limita al
estrés hidrico, y sugieren una insensibilidad garerestrés osmotico. Ademas, estan de acuerdmson
resultados observados por Xu et al. (1998), doadsxpresion dé&tPTP1 se regula positivamente por la
exposiciéon a elevados niveles de sales, estanda@adp este gen en las respuestas de las plaetas fr

a diferentes tipos de estrés medioambiental.

Otra de las respuestas mediadas por ABA es laaeigul del cierre estomatico. En condiciones
de carencia de agua, el ABA promueve el cierrenedtico reduciendo la pérdida de agua por
transpiracion, evitando asi la desecacion de lagl#@ara comprobar si FSPTP1 tiene alguna impdinac
en la transpiracion regulada por ABA, analizamopdedida de peso fresco en hojas de roseta cortadas
de plantag5S FsPTP1, observando una respuesta similar a las de ldpesailvestres utilizados, salvo
en la linea V3, que presenta un porcentaje menpeédiida de agua que el tipo silvestre Cvi, hedm q
podria deberse al sitio de inserciéon del transgégufa R.16). Este dato nos indica que esta fosdata
parece intervenir en la regulacion por ABA del @ezstomatico y es similar al observado en otrdagle
tirosina fosfatasas caracterizadas en plantagsque tampoco se ha observado ningun papel rédevan
en el control del mecanismo de apertura y cierrengtico (Monroe-Augustus et al., 2003; Quettier et
al., 2006).

El hecho de que tantBsPTP1 como AtPTP1 se encuentren reguladas por estreses abidticos,
puede implicar que actien regulando alguna rutdAleKs en plantas, diana adecuada para la accién de
estas fosfatasas. En animales, levaduras y plantiaten diversas MAPKs que se activan bajo diteen
condiciones de estrés, y se inactivan por PTPsdisad et al.,, 1990; Guan, 1994; Rosette y Karin,
1996; Elion, 2000; 2001; Whitmarsh et al., 2001¢dmante un bucle de retroalimentacion negativa (Sun
et al., 1993; Brondello et al., 1997; Jacoby etld@97; Wurgler-Murphy et al., 1997), pudiendo, FBR

actuar de una manera similar a la vista de lodteeRs presentados en esta memoria.

Las plantas adultas que sobreexpresan FsPTP1nfmesmmas caracteristicas fenotipicas muy
concretas, que son la prueba mas destacable d&b efie esta sobreexpresion en los tejidos vegesativ
Las plantas35S FsPTP1 presentan tallos y silicuas mucho mas finos quecetipo Columbia, no
existiendo diferencias fenotipicas entre el mutatgé-1 y el tipo silvestre. Las plant&S FsPTP1, en
comparacion con el ecotipo Cabo verde, presentaromaimero de hojas en la roseta y de mayor
tamafio; asimismo las lineas V1 y V2 presentan usgniongitud del tallo, mientras que no se aprecia
diferencias entre la linea V3 y el tipo silvestigra R.17.A). Por otra parte, las line&dsS FSPTP1 de
Cvi, cuando son sometidas a diferentes tratamiat@édsBA, presentan una acumulacion de antocianinas

en cotiledones y epicotilo, asi como un desarratiémalo de la raiz similar al de los mutardied de
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triple respuesta a etileno, mientras que el tipesire presenta un desarrollo vegetativo normiglu¢a
R.17.B).

Las antocianinas son metabolitos secundarios impi@$ para la fisiologia de la planta. Su
biosintesis esta regulada por una compleja int@nacentre estimulos internos y externos como
temperatura, luz, carbohidratos, estrés hidricorynbnas vegetales (Loreti et al., 2008). Estosnesitis
pueden tener efectos positivos 0 negativos enuanalacion de las antocianinas; mientras que la luz,
estrés por bajas temperaturas, adicion de azUcauies, jasmonico y etileno provocan un incrememto e
la acumulacién de antocianinas (Hara et al., 2@@8ninelli et al., 2008; Lea et al., 2007; Loretiadt
2008), otras hormonas tienen efectos diversos) fawgitivos como negativos, en su acumulacién, como
es el caso de las GAs, citoquininas, auxinas y ABpendiendo estas diferencias de la especie ndrga
utilizado en los estudios (Loreti et al., 2008).d¢tiwaso del ABA, se ha observado que es capaz dant
inducir (Mori et al., 2005) como de inhibir (Hanadt, 1996) la acumulacién de antocianinas en ki
especie. La acumulacion de antocianinas observadda® plantas que sobreexpresan FsPTP1
transformadas en el ecotipo Cvi puede deberseaecién del ABA, en este caso, como inhibidor de la
acumulacion de antocianinas, lo que explicaria euel ecotipo silvestre no se observaran debido al
elevado contenido en ABA enddgeno que presenta.sdganda explicacion sobre esta acumulacion de
antocianinas podria ser debida al efecto del etilga que como se ha comentado anteriormente, el
fenotipo de las lineas transgénicas obtenidagamitio como fondo el ecotipo Cvi, es muy similar al
descrito para los mutantes 1de respuesta constitutiva al etileno, lo que nosieia especular sobre la

existencia de interacciones entre el ABA y el atlenediadas por esta fosfatasa.

Para comprobar si la insensibilidad al ABA obseavad los andlisis fenotipicos de nuestras
lineas transgénicas, conlleva cambios en la expref genes especificos, analizamos la expresion de
gen de respuesta a ABRAB18, que presenta una fuerte induccién por esta horimigsta proteina de
respuesta a ABA pertenece al grupo 2 de las pastdiEA, también llamadas deshidrinas, se encuentra
Unicamente en plantas tratadas con ABA y se acuetukemillas secas de Arabidopsis (Nylander et al.,
2001; Ramanjulu y Bartels, 2002; Irar et al., 20Q8) acumulacién de transcritos del gefAB18 se
induce por ABA en semillas maduras (Parcy et &94), en tejidos vegetativos (Lang y Palva, 1992) y
en células en suspension (Jeannette et al., 13@#mas de por desecacion, frio o elevadas
concentraciones salinas. En las pla®s& FsPTP1 (Figura R.18) se observé una fuerte reduccion de la
induccién de este gen de respuesta a ABA en cowiparaon los dos ecotipos silvestres (Col-0 y Cvi).
Este mismo resultado se ha observado con la peoRHtS1 deA. thaliana, una DsPTP que actia como
regulador negativo de la ruta de sefializacion d@AAy cuyo mutantephsl-3, presenta un fuerte
incremento en los niveles de expresion del BAB18 tras ser sometido a un tratamiento con ABA
(Quiettier et al., 2006). Estos resultados demuesfua la sobreexpresion de FsPTP1 también ejeae un
regulacion negativa sobre la expresion de los gewesidos por ABA.

Para comprender mejor las diferentes rutas deizaéidin mediadas por MAPKs en plantas,
son necesarios analisis genémicos, protedmicosgyes de funciom vivo de los genes involucrados
(Lewis et al., 2000). En los ultimos afios se hatado y caracterizado multitud de genes de MAP&S, |
gue sugiere la gran complejidad de esta cascadafddizacion en plantas (Wang et al., 2007), yase h

avanzado en el conocimiento sobre la funcion diesae los componentes que forman parte de esta rut
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de sefializacion mediante la utilizacion de mutardesganancia o pérdida de funciéon. Dada la
importancia que tienen estas cascadas de sefiéfizawilas respuestas a diferentes tipos de essmulo
uno podria pensar que el proceso de inactivaciéestis MAPKs deberia estar tan finamente regulado
como su activacion (Tena et al., 2001). Sin emhaegte proceso es muy poco conocido en plantas,
aunque existen evidenciais vitro, que han puesto de manifiesto que las MAPKs sarfen diana
adecuada tanto para tirosina como serina/treontaipa fosfatasas (Gupta et al., 1998; Meskiera et
1998; Huang et al., 2000).

Una de estas cascadas de MAPKs esta implicadaratalde transduccion de sefiales del ABA
(Lu et al., 2002) y se ha demostrado la implicadiémto de PTPs como DsPTPs en su regulacion
(Fordham-Skelton et al., 2002; Monroe-Augustusl.et2803; Quettier et al., 2006; Ghelis et al., 00
Adicionalmente, un estudio realizado en nuestrooraiorio puso de manifiestan vivo, que la
desfosforilacion en restos de tirosina era funddraken el control del crecimiento postgerminativo
mediado por ABA (Reyes et al., 2006c). En estedistse demostré que un inhibidor de las proteinas
tirosina fosfatasas (PAO, oxido de fenilarsina)vpaaba un retraso en la germinacion de las semillas
debido a un incremento en la sensibilidad al ABfac® que estaba acompafiado de un incremento en la
expresion del gen de respuesta a ABAB18, lo que indicaba que la sensibilidad que presamtdas
semillas deArabidopsis al ABA era debido a la inhibicion de PTPs durdatgerminacion, y que este
tipo de enzimas actuarian como reguladores negatinda cascada de sefalizacién de las MAPKs, dato
que se ha confirmado con los resultados presened@sta memoria. No obstante, a pesar de que el
papel que desempefian las PTPs en la sefalizadi#&Bdeesta bien establecido, los mecanismos que
controlan estas rutas son aun desconocidos.

Finalmente, como resumen de los resultados obteradpartir del andlisis funcional de la
proteina tirosina fosfatasa FsPTP1 de haya, podeorasuir que esta proteina acta como un regulador
negativo en la ruta de transduccion de la sefi@dAB@&l durante la transicion de dormicién a germidaci

de semillas, asi como en las respuestas a estééisab

3.- EL ANALISIS FUNCIONAL DE FsGASA4 SUGIERE UNA INTERACCION ENTRE EL
MECANISMO DE ACCION DE LAS GAs Y LA SINTESIS DE SA.

Las plantas, para responder a los estimulos analiésny enddgenos, deben integrar las sefales
gue reciben a través de una compleja red de rasadsduccion que daran lugar a una respuesta
correcta y conllevaran el desarrollo de la plaktalos Gltimos afios se ha avanzado en el conodimien
de las cascadas de sefializaciéon debido a la identdn de diversos componentes implicados en estas
rutas de transduccién de sefiales, a través detamso de mutantes dérabidopsis afectados en la
biosintesis o sefalizacion hormonal como de plami@ssgénicas. Estos avances nos muestran la
compleja interrelacion entre las diferentes ruesrdnsduccion de sefiales hormonales, actuandodant
nivel de biosintesis como de accion hormonal (Wgig3ri, 2007). Hay muchos ejemplos de estas
interacciones, aunque no existian evidencias éer@lacion entre giberelinas y acido salicilicosthaun

estudio muy reciente en el que se indicaba queiletes de SA eran practicamente el doble en gisitu
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del cuadruple mutante DELLA infectadas con un paagbiotrofo respecto a su correspondiente ecotipo
silvestre, indicando que las proteinas DELLA erapaces de reprimir la biosintesis de SA y modalar |
respuestas defensivas de las plantas controlarmagice SA/JA (Navarro et al., 2008).

En esta memoria, presentamos evidencias de queespaesta constitutiva a giberelinas, asi
como la sobreexpresion del geeGASA4 de haya erfrabidopsis, van a regular las respuestas de las
plantas en situacion de estrés abidtico mediargergtol de la sintesis de acido salicilico.

Los miembros de la familia génica GASA (Gibbereficid Stimulated in Arabidopsis) forman
parte de un grupo de genes especificos de plasgagncuentran en un amplio rango de especies
vegetales, entre las que se incluyen tomate, goedmnia, gerbera Arabidopsis, y se cree que pueden
participar en las respuestas frente a patdgenosvamos aspectos del desarrollo vegetal (Roxrual. et
2007). El primer miembro de esta familia que satified, caracterizéd y se relacioné con GAs fugeh
GAST1 de tomate (Shi et al., 1992). Patunia hybrida se han identificado cuatro genes homdlogos de
GASA (GIP1, GIP2, GIP4 y GIP5), que parecen intervenir en procesos de desaryallque promueven
la elongacion del tallo y la transicion a la flagac(Ben-Nissan y Weiss, 1996; Ben-Nissan et &042.

En Gerbera hybrida, el gen homdlog&GEG se expresa en corolas y carpelos, coincidiend@toase de

la expansion celular longitudinal, lo que sugiet® gpuede ser un inhibidor de la elongacién celular
(Kotilainen et al., 1999). EArabidopsis, la familia génica GASA esta formada por 14 miersboonde
los genesGASAL-GASA4 fueron los que se identificaron primero debida aigilitud con el geiGAST1

de tomate (Herzog et al., 1995). Se ha comprobad®bgerGASAL se expresa en primordios florales y
en silicuas inmaduras, los gen8ASA2 y GASA3 en silicuas y en semillas secas y el GX8A4 en
todas las regiones meristematicas (brotes, prirosriitorales, raices primarias y laterales) y edanel
tamafio y peso de las semillas (Aubert et al., 198&rud et al., 2007). Mediante analisis de los
promotores de los gen&zASAL, 3, 4, 8, 10 y 14, parece que estos se activan en el tejido ragical
vascular, meristemos, flores y semillas, aunqueucopatron espacial y temporal diferente. Sin egiar
los geneGASAS, 6, 7, 9, 11, 12 y 13 no tienen aln una funcién asignada (Aubert etl@8B8; Berrocal-
Lobo et al., 2002).

Todos estos datos obtenidos en diferentes estuditisan que varios miembros de la familia
génica GASA ejercen una funcion estructural y ragata en la planta (Roxrud et al., 2007).

El clon de cDNA FsGASA4, objeto de estudio de estanoria, se aislo y caracteriz6 mediante
una busqueda diferencial en una genoteca de cDNgétreoda a partir de mRNA de semillas de haya. La
proteina deducida a partir de su secuencia comrsft0@ aminoacidos y presenta una elevada similitud
con otros miembros de la familia GASA descritopkmtas, concretamente con un gen GASA de tipo 4
deArabidopsis.

Lo Unico que se conocia acerca de este tipo deipas en el momento en el que comenzo el
trabajo que se recoge en esta memoria, era langiasen todas ellas de una serie de caracteristicas
estructurales comunes: una region hidrofébica d@2aminoacidos en el extremo N-terminal, una
region intermedia muy divergente tanto en la congirs de aminoacidos (ya que puede ser hidrofébica
o hidrofilica) como en la longitud de la misma, quegia entre 3-190 aminoacidos, y un dominio C-
terminal de 60 aminoacidos muy conservado que @oatil2 residuos de Cys (Herzog et al., 1995),

ademas de conservar varios residuos de Pro y Gkr(® et al., 2007).
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En el caso concreto del clon que nos ocupa, trasdisis de su composicion a partir de la
secuencia nucleotidica y por el estudio del pefél hidrofobicidad segun el algoritmo de Kyte y
Doolittle, se pone de manifiesto su caracter entamaante hidrofébico, principalmente en la region N-
terminal, donde ademas se encuentra una regiéeayglifca una posible secuencia sefial que haria que
esta proteina, probablemente, se excretase aliespdracelular. Un estudio mediante la base desdat
PROSITE revelé la presencia de un dominio rico ga, @uy conservado entre los miembros de esta
familia, lo que indica un mecanismo de accién pdred.a distribucion de los residuos de Cys sudigre
formacién de una estructura proteica globular dfipac por la formacion de 6 puentes disulfuro entr
estos residuos. Ademas del dominio rico en Cygnsentrd un sitio de N-glucosilacion, tres dianas d
fosforilacién, un sitio de N-miristilacion y unaadia dependiente de AMPc. Estas caracteristica®, jun
con la variacién en el dominio intermedio, podréa bigar a diferencias en la funcién de las difeaen
proteinas GASA en el medio extracelular (Roxrudl ¢2007).

En los promotores de algunos miembros de la farGiA&GA deA. thaliana se han encontrado
elementos de respuesta a GAs (GARE), una caja rilmigiha y elementos TATCCAY. Ademas,
contienen multiples elementos para dirigir la egjine especifica tanto en semillas como en raices.

El resultado del analisis del DNA genomico Hegus sylvatica, realizado con este clon,
mediante Southern blot, nos indica que aparece aonmgen de copia Unica (Figura R.24), aunque no se
descarta que en el genoma de haya existan otres gere codifiquen otros miembros de esta familia,
como se ha observado en el genomadidopsis 0 dePetunia hybrida (Ben-Nissan y Weiss, 1996;
Ben-Nissan et al., 2004; Roxrud et al., 2007).

La expresion del geRsGASA4 esta fuertemente inducida en semillas de hayatiistdas a
4°C en HO, y sobre todo en semillas tratadas cons,Gfatamientos que provocan la salida de la
dormicién de las semillas de haya permitiendo sungmcion (Nicolas et al., 1996), mientras que los
niveles de expresion en semillas tratadas con AB#amiento que mantiene las semillas en dormicion,
son inferiores a los observados en el control e@,Hiendo practicamente indetectables en semillas
durmientes (Figura R.25). Este patron de expresioel que los niveles desGASA4 disminuyen cuando
la dormicion de la semilla es profunda y aumentamedida que la dormicion va desapareciendo,
parecen indicar una posible relacién de este geretproceso de salida de la dormicién de las s&mil
de haya. Estos datos coinciden con los observadesgenGEG de Gerbera hybrida, ya que los niveles
de sus transcritos aumentan tras la aplicacion Mg Ben-Nissan et al., 2004). Sin embargo,Aen
thaliana, a pesar de que la expresion del G&18A4 se induce al final del proceso de germinaciérmase
comprobado que la abundancia del mRNA correspotediem se ve afectada tras la aplicacion de GAs,
indicando que este gen no necesitaria de esta harpara expresarse; no obstante, se ha observado qu
este gen estaria regulado muy activamente por @A®kilas en division, proceso que coincide con el
inicio de la germinacién, ya que se van a produgia serie de cambios que acabaran con la
transformacion del embrion en plantula. Lo mismaoroe con el aumento de expresion de los transcritos
correspondientes BSGASA4 durante la transicion de dormicién a germinaci@gue la rehidratacion
de la semilla provoca una activacién de la magianaretabdlica de la semilla, encaminada a la

transformacién del embrion en una plantula adulta.
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Para saber mas acerca del posible papel delGf&®A4 y su implicacion en la ruta de
sefializacion de las GAs, decidimos realizar undésttuncional de este gen de haya mediante su
sobreexpresion eA. thaliana ecotipo Col-0 (Figura R.28), debido a la imposilalil, al menos por el
momento, de realizar estos estudios de sobreegprdsectamente en haya. Tras la obtencién degdant
transgénicas homocigotas (T3), éstas se caractmmizaolecularmente por PCR (para comprobar la
correcta insercién de la construccién) (Figura R.28servandose la banda correspondiente no sélo en
las lineas transgénicas, sino también en el ecsiipestre Col-0, lo que hace pensar que se tedtgah
endégendGASA4 de A. thaliana, ya que los niveles de homologia entre ambas sgneievados. Sin
embargo, tras el andlisis por Southern blot (Fidrra0) se comprobd, mediante el uso de una sonda
especifica del gen que ademas contenia el gensitderecia a Kan, que en el genoma de las plantas
transgénicas aparecia una Unica insercion de restegen, mientras que no se detectaba en el ecotipo
silvestre. Mediante Northern blot (Figura R.31)d&dectaron elevados niveles de expresion de dicho
transgén en las diferentes lineas transgénicasiendo detectable en el tipo silvestre, lo que icoiaf

que las lineas seleccionadas para el estudio eréadpres del geRsGASA4 de haya.

Otra aproximacion para el estudio de la funciéresgie gen fue la utilizacion de mutantes de
pérdida de funcion con una insercion de T-DNA erex@dn 1 del gen At5g15230 (apartado 5.1 de
Resultados) y que se denominagasa4-1. Tras la obtencion de las lineas homocigotases®dtré por
analisis de PCR (Figura R.26) que los diferentetantasgasa4 son nulos, ya que la expresion del
mensajero queda totalmente suprimida, como erapkra&r por la zona en la que se inserta el T-DNA, e
decir, en uno de los exones iniciales.

A pesar de la poca informacion, que se tiene sebt@ gran familia génica (GASA) a la que
pertenecd-sGASA4, principalmente en semillas, los datos que tensaawerca de la expresion de este
gen en semillas de haya (inducida por GAs), nofahaensar que podia estar relacionado con el dontro
de la transicién de dormicion a germinacion. Sirbargo, las semillas procedentes de las plantas
transgénicas portadoras de la construcG®® GASA4, al igual que el mutante de pérdida de funcion,
presentan un grado de dormicién similar al tipeesitre tras los diferentes tratamientos de estaditin
(Fig. R.34). El hecho de que no se aprecien difégasnen el mutantgasa4-1 respecto a las lineas
transgénicas ni al ecotipo silvestre, puede seiddedd solapamiento de funcién de otros miembrokde
familia GASA de Arabidopsis, ya que muchos de efiossentan funciones redundantes, o bien a que
realmente este gen no tiene ninguna funcion eroekgo de salida de la dormicion.

Es bien conocido que las GAs son necesarias pagerainacion de semillas, y que el
paclobutrazol (PCB), al ser un inhibidor de laesig de GAs, ejerce un efecto negativo en esteepooc
Esto nos valié como punto de partida para detemsirtanto las semillas de las lineas que sobresapr
el genFsGASA4, como los mutantes con una insercién de T-Digasd4-1), tras ser sometidas a un
tratamiento con PCB presentaban un comportamieiféoedte al del tipo silvestre. En el caso de los
mutantesgasa4 se observé que el PCB disminuia la germinaciopers al ecotipo silvestre (Col-0)
(Figura R.27), lo que parece indicarnos que la oiditeen este gen confiere una mayor sensibilidad al
PCB, y que podriamos relacionarlo con la reguladéneste gen por parte de las GAs durante la
germinacion. Por su parte, las lineas transgéris8<:ASA4 presentan una mayor resistencia al PCB

(Figura R.32), ademés de tener menor dependencl@Adepara el crecimiento que el tipo silvestre
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(Figura R.33), ya que tras 60 dias en un medioesughtado con PCB son capaces de sobrevivir,
llegando a formar flores y desarrollar silicuastoBslatos estdn apoyados por un estudio realizalo c
los denominados mutantgee (GASA over-expressed), obtenidos por la fusién de loegenarcadores
luciferasa (LUC) y g-glucuronidasa (GUS) que se encuentran bajo el control del promBASAlL de
respuesta a GAs. (Raventos et al., 2000). Estoantag presentan fenotipos similares a los de rasestr
lineas transgénicas, ya que tienen una mayoreasiatal PCB y son capaces de sobrevivir trasngo la
periodo de tiempo sometidos a este tratamientguggpresentan un menor requerimiento de GAs. Estos
datos indican que los genes de la familia GASAsalm estan inducidos por GAs, sino que también
estarian implicados en el mecanismo de acciongmismas.

Ya que los gene&ASA presentan una fuerte induccién por GAs, resuliictbpensar que el
ABA debe ejercer un efecto antagénico en su exfmegiudiendo llegar a reprimirla. Las semillas
procedentes de las plantas transgénicas que spbesarFsGASA4 presentan unos porcentajes de
germinacion muy inferiores a los observados enceligo silvestre (Col-0) cuando las semillas se
siembran en concentraciones de ABA 1 uM (Figur&R I8 que indica que estas semillas presentan una
mayor sensibilidad al ABA.

En los dltimos afios se han identificado y caraddo numerosos genes tig@ASA en
diferentes especies vegetales, y aunque se leasigmado diferentes funciones, como su implicaeidn
el desarrollo vegetal, incluyendo la respuestat@esss abidticos, alin no esta claro su mecanismo de
accion. En el trabajo presentado en esta memomausstran evidencias de que la sobreexpresion del
genFsGASA4 en plantas dérabidopsis confiere resistencia a distintos tipos de estoéstiao durante la
germinacion de las semillas.

Tanto en el caso de estrés salino (NaCl 150 mMjuf@i R.36.A) como de estrés osmético
(manitol 400 mM) (Figura R.37.A), las lineas trafisigas 35S FSGASA4 presentan porcentajes de
germinacion cercanos al 100%, en comparacion ctip@kilvestre y con el mutangasad-1 que soélo
alcanzan valores del 50%; el hecho de que el naitamiga unos valores similares al ecotipo silvestre
puede explicarse por la redundancia de funciérot@s miembros de esta familia génica.

Existen evidencias de que la expresion constitulisagenAtGASA4 en A. thaliana confiere
tolerancia al estrés térmico (Ko et al., 2007).n@astro caso, las semillas que sobreexpresamsbta
FsGASA4 presentan un mayor grado de termotolerancia begaira R.38.A) que las del tipo silvestre,
sin embargo, no se aprecian diferencias en loaefiera la termotolerancia adquirida (figura R.39.A)
Por tanto, parece que el g&ASA4 sblo es capaz de promover la termotolerancia basakiendo
necesario para la termotolerancia adquirida. En segunda aproximacion para el estudio de la
termotolerancia de estas semillas, medimos la tfiedgidel hipocotilo durante el crecimiento
postgerminativo tras diferentes choques de temperafTabla R.IV). Las semillas de las lineas
transgénicas presentan un mayor crecimiento debchipo que el tipo silvestre en todos los
tratamientos, si bien parece que se produce un mergzimiento del hipocotilo en el segundo
tratamiento, donde se pone de manifiesto la terderaocia adquirida. Este dato puede resultar
contradictorio con el anterior, ya que se ha coadmtque el gerFsGASA4 solo actuaria en la
termotolerancia basal, sin embargo, hay que tameuenta que las temperaturas a las que se soometier

las semillas son inferiores a las de la aproxinraeidterior, por tanto, se puede decir que a terirasa
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iguales o superiores a 50°C, el ge&stbASA4 s6lo promueve la termotolerancia basal, mientras aju
temperaturas inferiores es capaz de promover taml@étermotolerancia adquirida asi como la
elongacioén del hipocotilo.

Existen evidencias de que la prote@®id@2, miembro de la familia GASA deetunia hybrida,
presenta actividad antioxidante mediante la disoi@ruen los niveles de B, en los tejidos vegetales
sometidos a diferentes tipos de estrés, capacpsdacir especies reactivas de oxigeno (ROS) (Wigod
et al., 2006). Por ello, nos propusimos ver eltefegie provocaba el paraquat en nuestras sentilas.
paraquat es un herbicida no selectivo de amplieasp que pertenece a la familia de los biperigdjos
actta en el cloroplasto uniéndose a la membraaeoidal y a la membrana del cloroplasto mediante
interacciones hidrofébicas. Es capaz de aceptaglémérones producidos por la fotosintesis y daidss
al oxigeno, generandose especies reactivas denoxégeno Q@ y H,O,, que provocaran diversos dafios
en la planta (Chen y Dickman, 2004). El paraquataconcentracion de 0,5 mM provoca un bloqueo en
la germinacion de las semillas del ecotipo Columisaque éstas no superan el 20% de germinacion al
cabo de 10 dias, mientras que las semillas dénlead transgénic&5S FSGASA4 alcanzan porcentajes
entre el 70-90% tras el mismo periodo de tiempguf@ R.40.A). Por lo tanto, parece que el gen
FsGASA4 puede modular la tolerancia al estrés oxidatisie Eefecto podria deberse a los residuos de
Cys que se encuentran en el extremo C-terminakyeguicomudn para todas las proteinas GASA, ya que
parece que estan implicados en diferentes proeesdimdos por ROS, pudiendo a la vez ser importantes
en la captura de estas especies reactivas de ox(§egura et al., 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002;
Wigoda et al., 2006).

Como ya se ha mencionado, el ga®ASA4 esta fuertemente inducido por GAs, sin embargo,
no existe mucha informacion acerca del papel d&ksen los estreses abidticos. La aplicacion exage
de GA; es capaz de mejorar la respuesta de las semdlagpd silvestre, asi como revertir los efectos
inhibitorios de los diferentes tipos de estrés nmrados anteriormente. La adicion de {&3 pM a un
medio con NaCl 100 mM (Figura R.36.B) o manitol 380 (Figura R.37.B), provoca un incremento en
el porcentaje de germinacién, asi como un adelant@l comienzo de ésta en las semillas del tipo
silvestre, en el mutanigasa4-1 y en las semillas de las lineas transgénicasfeeteede la aplicacion
exégena de GAen la termotolerancia resulta en un incrementia éongitud del hipocotilo en todos los
tratamientos y para todas las lineas (Tabla R.&8¢J,como en el porcentaje de germinacion de las
semillas del tipo silvestre, tanto en la termotaieia basal (Figura R.38.B) como en la adquiridgu(a
R.39.B). Por tanto, parece evidente el efecto posiiue ejercen las GAs en las semillas frentestiée
térmico. Por dltimo, la aplicacion exdgena de;@#mbién es capaz de revertir el efecto inhibiterida
germinacion provocado por el paraquat, (Figura BY0o que indica que esta hormona también tiene
un efecto positivo frente al estrés oxidativo.

Estos datos son consistentes con la observacigue@iveles reducidos de GAs, como ocurre
en semillas imbibidas en PCB, provocan una acundulage las proteinas DELLA (King et al., 2001,
Silverstone et al., 2001) y por tanto, una inhifricdel crecimiento, mientras que las GAs inducen su
desaparicion permitiendo el crecimiento de la glaftsi por ejemplo, de una manera similar, las
semillas de grama azul tratadas con trinexapactetilnhibidor de la sintesis de GAs, presentanamen

tolerancia al estrés térmico que las semillasrsitat (Heckman et al., 2002), lo que indica un pdpe
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las GAs en la termotolerancia. Adicionalmente, aeshgerido que los estreses abitticos inhiben el
crecimiento, lo que significa que se produce urmemdiucion en los niveles de GAs bioactivas,
provocando la acumulacién de proteinas DELLA (Maga@tal., 2004).

Uno de los procesos en los que intervienen las €s4a elongacion celular. Durante los Gltimos
afios se han identificado y caracterizado numergsnss de tip@ASA con diferentes funciones, como
un posible papel en la regulacion de la divisiblulee o en procesos de elongacién celular.
Probablemente, la funcién bioldgica venga deterdangor la expresion espacial y temporal durante el
desarrollo de la planta, asi como por la variadicen la secuencia del extremo N-terminal. Se ha
observado que el getGASA4 se expresa en hojas de roseta (Roxrud et al.,)2P07 su parte, la
sobreexpresion del gdrsGASA4 hace que las células epidérmicas de hojas deargsedulinares sean
mas anchas que las del tipo silvestre (Fig. Rddbjdo probablemente, a una gran acumulacion de est
proteina, lo que sugiere qsGASA4, debido a su activacién por GAs, promueve la edoi celular
en hojas. Datos similares, se obtuvieron mediansabreexpresion del g&iP2 de Petunia hybrida, ya
gue ésta promovia la elongacion celular tanto efallel como en la corola (Wigoda et al., 2006). La
participacion de este gen en la elongacion celptairia relacionarse con los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) presentes, que inhibergdansion celular (Rodriguez et al., 2002), méent
gue unos niveles adecuados d®}promueven la elongacién celular (Foreman et 8032 Con estos
datos, podemos especular que en las lineas tracagéique sobreexpres@®@sGASA4 disminuiria la
cantidad de kD, hasta niveles propicios para que se produjerbofaacion celular, y por tanto, el gen
FsGASA4 podria estar afectando indirectamente al crecimjgorotegiendo al tejido de los estreses
ambientales, lo mismo que ocurre con el G&R2 (Wigoda et al., 2006).

Adicionalmente, la expresion del geitGRASA4 es elevada en células guarda, aunque se inhibe
en presencia de ABA (Leonhardt et al., 2004), haran@sponsable del cierre estomatico en condiciones
ambientales desfavorables, mediante un incrementaseniveles de D, (Pei et al, 2000; Zhang et al.,
2001). La sobreexpresion #sGASA4 reduce el nimero de estomas pero aumenta la epéekuestos
respecto a los del tipo silvestre (Fig. R.41), phdbmente porque disminuya los niveles d®©H
citosoélico en las células guarda, al igual que r@caon la sobreexpresion del géhP2 (Wigoda et al.,
2006).

A la vista de las respuestas frente a diferenpes tile estrés abittico en estadios tempranos del
desarrollo, de las lineas que sobreexpresan eFgBASA4, se analizaron los niveles de tres hormonas
(ABA, SA 'y JA) implicadas en las respuestas deplastas a estrés, tanto en semillas, como en pééntu
de 7 dias del ecotipo Col-0, del mutagésad-1 y de las lineas que sobreexpresan el transgéidasesn
medio MS. El dato mas relevante fue el elevadolmigeSA detectado en las semillas transgénicas, cas
tres veces mas que los niveles detectados en malasedel tipo silvestre y del mutangasad-1.
Respecto a los niveles de las otras hormonas, e\ ABa ligeramente superior en las semillas
transgénicas, probablemente para contrarrestamiieles de GAs, mientras que el JA presentabaasvel
menores en las semillas transgénicas que en o] testual resulta l6gico ya que las rutas del Sdely
JA son antagoénicas. Por otro lado, en plantuladijféaencia observada en los niveles de SA es menor
que en el caso anterior, pero sigue siendo estadf®nte significativa en relacion al tipo silvesyral
mutante (Tabla R.V).
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Estos datos sugieren que la mayor resistencia meeman las semillas que sobreexpresan el
transgénFsGASA4 a los diferentes tipos de estrés abiotico anatigaduede ser debida al incremento
que presentan en los niveles de SA, y que estpagia estar modulando la biosintesis de SA. HExiste
evidencias de que el SA no sélo desempefia un papelimportante en las respuestas frente al estrés
bidtico, sino también frente a diferentes tipogdiés abibtico (Horvath et al., 2007).

Cuando las plantas estan sometidas a algun tipesttés abidtico, se va a producir un
incremento en los niveles de expresion de genegioelados tanto con la biosintesis como con el
mecanismo de accion del SA, y asi se produce uspuesta frente a ellos. Las semillas que
sobreexpresafRisGASA4 presentan elevados niveles de SA, como indicamé&lidas hormonales, por lo
que cabria esperar que los niveles de transcréaseltos genes relacionados con esta hormona y con
ciertos tipos de estrés, fueran mas elevados as ssmillas que en el tipo silvestre Col-0. Emplastas
35S FsGASA4 los niveles de expresion de los geh@Sl (implicado en la ruta de biosintesis del SA),
NPRL1 (mecanismo de accion del SARL (mecanismo de accion del SAgocitrato liasa (clave en el
ciclo del glioxilato) (Rajjou et al., 2006), sp101 (implicado en termotolerancia) aumentan respecto a
los observados en el ecotipo silvestre (Figura RB&os resultados estan de acuerdo con los clukesv
por Clarke et al. (2004), donde la expresion RRL aumentaba a medida que se aumentaba la
concentracion de SA en el tratamiento al que ecanetidas las plantas. De manera similar, estudios
recientes han demostrado que los transcritos desgetacionados con la patogénesis y dependieates d
SA presentan una fuerte induccidon en el cuadruplgame DELLA (Navarro et al., 2008).
Adicionalmente, mediante la utilizacion de técniades proteémica (Rajjou et al., 2006), se ha
comprobado que la acumulacién de la proteina rsdoitiasa era mayor en semillas germinadas en
presencia de SA. Quizas el dato mas controvertidul® ser la expresion del gegpl0l, ya que se ha
observado que el SA no induce su expresion (Cletrla, 2004); sin embargo otros autores apuntas, t
el andlisis de mutantddahG (deficientes en SA), que la induccion de las pnete de choque térmico
Hsp101 es independiente de la ruta de sefializaeb8A (Larkindale et al., 2005), pudiendo deberse
este caso a las GAs. Por tanto, parece que laesqiresion deFsGASA4 es capaz de regular estos
procesos en los que participan tanto las GAs cdiBé\e

A la vista de los resultados presentados en estaonge, parece claro que los elevados niveles
de SA en las semillaB5S FSGASA4 podrian ser los responsables de la mejor respdestatas semillas
a diferentes condiciones de estrés abiotico, p@u® quisimos comprobar si la aplicacion exdégena de
SA era capaz de revertir el efecto inhibitorio engerminacién de los diferentes tipos de estrés
analizados. Para ello optimizamos la concentrad®rSA utilizada, ya que esta hormona provoca un
retraso en la germinacién si se aplica a elevadasentraciones (Guan y Scandalios, 1995). En ruestr
caso, la concentracién 6ptima de SA fue de 50 uM [gamayoria de los casos. La aplicacién exdgena
de esta hormona era capaz de revertir, al mengsea, el efecto inhibitorio de los estreses salino
oxidativo y térmico en la germinacién de las seamsill

Respecto al estrés salino (Figura R.43.A), las lssriel ecotipo Col-0 germinaron casi en un
100% después de 10 dias de tratamiento. Este sldtde acuerdo con estudios de protedmica reafzado
en Arabidopsis, donde se observé que la aplicacion exdgena der&&apaz de mejorar la germinacion

de las semillas bajo condiciones de estrés sdRafjdu et al., 2006); ademas se ha comprobadoazue |
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genesPR, cuya expresion se induce por distintos tipos steég, contribuyen a la regulacion de la
germinacion en condiciones de estrés salino (Sab, &008).

Por otro lado, la aplicacién exégena de SA no mamgge mejore la resistencia al estrés
osmatico en semillas (Figura R.43.B). Esto puedeadsbido a que la aplicacion de SA en el medio no
sea el método méas adecuado, ya que, segln se paobamio, es mas eficiente la imbibicion previa de
las semillas en una solucion de SA antes de solaet@restrés (Hamada, 1998; Senaratna et al.,; 2000
Al-Hakimi y Hamada, 2001).

Respecto al estrés oxidativo, se ha propuesto IfB& es un compuesto efectivo frente al dafio
oxidativo, ya que disminuye la cantidad de perdgitiloidicos al aumentar la capacidad antioxidatiga
la planta (Strobel y Kuc, 1995; Ananieva et al.0202004). Estos resultados se han corroborado
utilizando plantas transgénicdahG de arroz, que son incapaces de acumular SA, \emqE@Es una
elevada hipersensibilidad al paraquat (Yang et 2004; Kusumi et al., 2006). En nuestro caso,
observamos que la aplicacion exdgena de SA reyiattenenos parcialmente, la sensibilidad de las
semillas del tipo silvestre al paraquat (Figura3RZ3, y parece que este efecto se incrementa admedi
gque aumenta la concentracion de SA. Por tantogndni en cuenta estos datos, parece claro que el SA
tiene capacidad antioxidante, y la mayor resistengue presentan las semillas de las lineas
35S FsGASA4 puede ser debida a que los niveles endégenosala@shona son muy elevados.

En diversos estudios se ha comprobado que el SAcipar en la adquisicion de la
termotolerancia en diferentes especies vegetale® coostaza (Dat et al., 1998), guisante (Pan gt al.
2006) y Arabidopsis (Larkindale y Knight, 2002)n sembargo, este efecto es dependiente de la
concentracién de SA, ya que elevadas concentracidelemismo producen el efecto contrario. El papel
que ejerce el SA en la termotolerancia basal estéahte claro, ya que todos los estudios apoydra dic
teoria, sin embargo, existe mas controversia gagtl que desempefia en la termotolerancia adquirida
Utilizando plantas transgénichishG incapaces de acumular SA, algunos autores hanstierdo, que el
papel de dicha hormona sélo se restringe a la teterancia basal (Clarke et al., 2004); pero otros,
utilizando los mismos mutantes, relacionan al SAkign con la termotolerancia adquirida (Larkindale
et al., 2005). En la figura R.43.D., se observatgag el tratamiento de las semillas del tipo sikeCol-

0 con una concentracion de SA 50 uM, se producemejar respuesta de éstas frente a un tratamiento
de choque térmico, pero solo en lo referente artadtolerancia basal, ya que la aplicacion exégena
SA no parece tener ningun efecto en la termotodémaadquirida, estando de acuerdo con los datos
presentados por Clarke et al. (2004). Sin embaggoa tabla R.VI, se muestra como tras diferentes
tratamientos de temperatura (para estudiar tergratotia basal y adquirida) la longitud del hipdooti
del ecotipo Col-0 aumenta en todos los casos. Hate parece contradictorio con lo expuesto
anteriormente, sin embargo, se sabe que la ampmlgbdafio térmico varia con las condiciones de luz
(Niyogi et al., 1999), y en ensayos de crecimiatgbhipocotilo en mutantedahG tras un tratamiento

de termotolerancia adquirida en oscuridad, la koigide estos disminuye del mismo modo que en
condiciones de luz (Larkindale et al., 2005), ppglie se podria decir que, en oscuridad, la aphicac
exogena de SA si tiene un efecto en la adquis@#termotolerancia adquirida.

El estrés térmico producido por elevadas temperatoonlleva un aumento en la fluidez de la

membrana, mientras que el estrés provocado pdajas temperaturas produce una profunda rigidez de
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la misma (Sangwan et al., 2002). El estrés térme@ooalgunos casos, provoca la peroxidacion de los
lipidos de la membrana, y como medida de la peawidoh lipidica se utiliza el MDA (Malondialdehido),
ya que la concentracion de este compuesto es wnadud de la resistencia de la planta en respadsta
estrés térmico. Como se observa en la figura Rrd$,un tratamiento de 3h a 50°C el contenidoivelat

de MDA es mayor en las plantulas del tipo silve§od-0 que en las lineas transgénicas, por lo gue s
corroboran los datos anteriores de que la sobresipr del gerFsGASA4 provoca estabilidad en las
membranas celulares, lo que hace que sean mastééeraotes. Cuando se afiade SA exdgeno, se
observa como disminuyen los niveles de MDA, priabigente en el tipo silvestre, por lo que parece
claro que el SA también proporciona estabilidad mémbrana, ya que provoca una disminucion en los
niveles de HO, y en la actividad catalasa. El efecto del SA edisganinucién del dafio oxidativo no sélo
se ha observado en plantas de Arabidopsis, sinbidanen mostaza (Dat et al., 1998), uva de playa
(Wen et al., 2008) y guisante (Liu et al., 2006n lBaal., 2006). Por otra parte, la aplicacién exégde
GA; también provoca una disminucion en los nivele$I@&\, lo que sugiere que las giberelinas tienen
un efecto similar al del SA en la proteccion freafedafio oxidativo. Estos datos, junto con los
anteriormente mostrados, nos confirman que eswsalmnonas son importantes en las respuestas de las
plantas frente a diferentes tipos de estrés abidtic

A la vista de todos los resultados presentadosimgos confirmar si las GAs son capaces de
inducir la biosintesis de SA. Para ello se mididamnniveles de SA en semillas del ecotipo Columbia
imbibidas durante 24 h en presencia o ausenciaAlel@® uM, y en plantulas de 7 dias del mutante
gasad-1y del tipo silvestre (Col-0) crecidas en medio M®n medio MS suplementado con £¥00
UM, En el caso de las semillas del ecotipo silee$€ol-0) (Tabla R.VII), los niveles de SA son
aproximadamente el doble en las tratadas cop @& en semillas control, con lo que se verifica el
efecto positivo que tienen las GAs sobre la sist@siSA. Estos datos son muy similares a los detest
en las semillas de las lineas transgénicas, cuptemiolo en SA practicamente se duplica tras el
tratamiento con GA En el caso de plantulas de 7 dias, de nuevossnan mayores niveles de SA en
plantulas tratadas con GAespecto a los correspondientes controles, si, bemo ocurria en las
plantulas 35S FSGASA4, las diferencias, aunque estadisticamente sigtiifag son inferiores a las
observadas en semillas. En cualquier caso, nuevarserpone de manifiesto la clara relaciéon existent
entre GAs y SA.

Para profundizar en la relacion entre GAs y SAwelnmolecular, se analiz6 la expresion de
algunos genes relacionados con el SA en plant@dsabidopsis thaliana, comolCS1 (implicado en la
ruta de biosintesis del SAYPR1 y PR1 (implicados en el mecanismo de accién del $&gitrato liasa
y malato sintasa (enzimas claves del ciclo del glioxilato, imporesen la sintesis de carbohidratos y en
el metabolismo de lipidos durante la germinaciériadeemilla y el desarrollo de la planta), tras un
tratamiento durante 7 dias con £200 UM, observandose un aumento en la expresidosdgenes
anteriormente mencionados respecto a las plantasot@Figura R.47). Estos resultados corroborarian
los datos presentados en esta memoria, segun #bssclas GAs juegan un papel importante en la
biosintesis y en el mecanismo de accion del SAaldmanera que la aplicacion exégena de &\ solo

seria capaz de inducir genes tanto de la sintesis del mecanismo de accion del SA, sino que tambié
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seria capaz de inducir la expresion otra serieettegya descritos, que también estan reguladossger
hormona (Rajjou et al., 2006).

Estudios recientes han demostrado que los nivel&dson practicamente el doble en plantulas
del cuadruple mutante DELLA infectadas con el héotibfo Pseudomonas syringae pv tomato cepa
DC3000, que en el correspondiente tipo silvestravéisro et al., 2008); como consecuencia, estos
mutantes son mas resistentes a los patégenosfbmtroientras que presentan una mayor sensibilidad
frente a patdgenos necrotrofos, concluyendo queptateinas DELLA reprimen la biosintesis y
sefializacion del SA, asi como las respuestas irierias de la planta, modulando el balance entdoéci
salicilico y &cido jasménico. Adicionalmente, estostantes DELLA son menos sensibles al estrés
salino en los primeros estadios del crecimientdgeosiinativo, aunque en fases mas avanzadas del
crecimiento, la estabilizacion de las proteinas DEkRumenta la supervivencia de las plantas (Acleard
al., 2006).

Con los datos presentados en esta memoria, poddgeeasque las giberelinas, a través de la
represion que producen sobre las proteinas DELEAc@mo mediante el control en el balance SA/JA
debido al incremento en SA, son capaces de conladaespuestas de las plantas frente a los estres
abioticos en los primeros estadios del crecimigotigerminativo, pudiendo ser el g8ASA4 el punto
de union entre ambas rutas hormonales. Estas casphteracciones son, en muchos casos, reciprocas
(Weiss y Ori, 2007), por lo que quisimos comprafial SA podia tener un papel importante en algunos
procesos fisiolodgicos relacionados con las GAsalello, analizamos las respuestas del mutgeitede
Arabidopsis (deficiente en GAs) en presencia de SA, y obseogaque la aplicacion exdégena de SA es
parcialmente capaz de recuperar el fenotipo dehmi@t del mismo modo que ocurre cuando se le afiade
GA; (Figura R.45), lo que sugiere que algunos de leste$ que tienen las GAs en la germinacion
pueden estar mediados por el SA.

Por ultimo, otro de los objetivos era realizar emsayo de doble hibrido en levadura para
analizar las posibles interacciones proteina-prateie FSGASA4 con sus posibles sustratos celulares.
Dentro de los positivos encontrados aparecierom gantidad de ESTs y proteinas de diversos
organismos, cuya principal caracteristica era gubabian obtenido a partir de genotecas de difssent
tejidos y 6rganos sometidos tanto a condicioneggdes abidtico como bidtico, o bien que estaban
relacionadas con la germinacion de semillas (T&b\lll). Estos resultados apoyan la hipétesis del
papel de la proteina FSGASA4 en la resistencideaedites tipos de estrés abiotico, y que pueda esta
interaccionando con proteina(s) que, de un modidiro indirecto, estén relacionadas con la biesisit
0 mecanismo de accion del SA.

Finalmente, cabe destacar que todos los datosnpaeles en esta memoria, apoyan que una
respuesta constitutiva a GAs asi como la sobresiprelel gerFsGASA4, pueden tener un papel muy
importante en los mecanismos de defensa de latpl&ente a diferentes tipos de estrés abidticdo®
primeros momentos del desarrollo postgerminativediante un incremento en los niveles de SA. En
otras palabras, las proteinas DELLA y/o la auseni@aGAs impiden el crecimiento mediante la
inhibicion de la sintesis de SA. De hecho, se Imod&ado que el estrés salino impide la germinagén

las semillas mediante la represion de la sintesi§fls (Magome et al., 2004), a través de la inkdhic
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Discusién

de la enzima GA3 oxidasa (Kim et al., 2008), y deeado con nuestros datos, reprimiendo la sintesis

SA, lo cual provocaria la incapacidad de las semiilara germinar en condiciones de estrés abidtico.
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Conclusiones

El objetivo principal del trabajo que recoge eatamoria ha sido profundizar en la participacion
de una proteina tirosina fosfatasa (FsPTP1) y woteipa GASA (FSGASA4) de haya, inducidas por
ABA y GAs respectivamente, en las rutas de sefiafimade estas hormonas. Tras los estudios reakzado

con estas proteinas podemos llegar a las siguieotesusiones:

1.- Los niveles de transcritos del gesPTP1 en las semillas de haya estan regulados por ABA,
lo que sugiere su participacion en los procesoscqoéolan la dormicion y germinacion de semill@s.
sobreexpresion en dos ecotiposAtabidopsis (Col-0 y Cvi) provoca una reduccién en la dormicie
las semillas, menor sensibilidad al ABA, mayor tafeia tanto al estrés osmotico como salino y menor
requerimiento de giberelinas, provocando, adicioealte, una fuerte reduccién en la expresion del gen
de respuesta a ABRABL18, lo que indica que FSPTP1 actuaria como un regulagigativo de la ruta de

transduccion de sefales del acido abscisico.

2.- El genFsGASA4 esta inducido por giberelinas y su expresion emilss de haya se
correlaciona con la salida de la dormicién. Sin argb, el analisis funcional de este gen en Aratsidop

pone de manifiesto que no tiene ninguna funcidesta proceso.

3.-La sobreexpresién del ggfsGASA4 en Arabidopsis provoca una mayor resistencia al
paclobutrazol, asi como un menor requerimiento deerglinas para el crecimiento de las lineas
transgénicas. Adicionalmente, estas plantas sontalgrantes a diferentes situaciones de estrésiabid

durante las primeras fases del crecimiento posigativo.

4.-Las semillas y plantulas de las diferentesanéransgénicas que sobreexpresan el gen
FSGASA4 se caracterizan por presentar unos niveles endégeny elevados de SA, lo cual, junto con el
incremento en los niveles de expresion de genegioglados tanto con la biosintesis como con el
mecanismo de accién de esta hormona, sugiere quayar tolerancia de las plantas transgénicas a las
diferentes situaciones de estrés abiético analizgusede ser debida a la accién del SA, ya quenasie
esta hormona que aplicada exdégenamente es capaxattr el efecto inhibitorio de estas situaciones

desfavorables.

5.-La aplicacion exdgena de GAs capaz de revertir el efecto inhibitorio dedderentes tipos
de estrés abidtico, y nuestros resultados sugrereste efecto puede ser debido a que las GAsapodr
modular la sintesis de SA. Adicionalmente, se haprobado que tanto las GAs como el SA tienen
capacidad antioxidante, siendo capaces de redudaf® oxidativo provocado por el estrés, lo que
corrobora el importante papel de estas dos hormenaks respuestas de las plantas a condiciones

medioambientales desfavorables.
6.- Finalmente, y a la vista de todos los resulanlatenidos, podemos concluir que las GAs a

través de la represion que producen sobre lasipast®ELLA, asi como mediante la modulacién de los

niveles de SA, son capaces de controlar las retgauds las plantas frente a diferentes situacidees
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estrés abidtico en los primeros estadios del crenbmpostgerminativo, pudiendo ser la proteina GAS

el punto de unién entre ambas rutas hormonalesmAgeGASA4 podria interaccionar con proteina(s)
que, de un modo directo o indirecto, estan relaaas con la biosintesis o el mecanismo de accibn de
SA. Adicionalmente, la interaccién entre estas kdosnonas es reciproca, ya que el SA es capaz, de
revertir el fenotipo del mutantgal, deficiente en GAs, al menos parcialmente, lo qugiese que

algunos de los efectos que tienen las GAs en laigacion pueden estar mediados por el SA.
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