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Sinopsis o a _
Mediante RT-PCR usando oligonucledtidos degenerados correspondientes a los
dominios cataliticos 2 y 8 presentes en todas las serina/treonina proteina fosfatasas
de tipo 2C descritas hasta el momento (Lorenzo et al., 2001), obtuvimos un frag-

mento de aproximadamente 550 pb, que presentaba una alta similitud con otros
miembros de la familia de proteina fosfatasas de tipo 2C (ABI1,.ABI2, AtPP2CA). K

El clon completo, que codifica para una proteina que denominamos FsPP2C1, se’
aislo a partir de una libreria de cDNA de semillas durmientes de haya (Fagus sylva-_-
tica) tratadas con ABA (Nicolds et al., 1997). Esta fosfatasa esta claramente induci- -
da por ABA, mientras que su expresion tiende a desaparecer en los tratamientos que .-
eliminan la dormicion, como la estratificacion a 4 °C o el acido giberélico (Nicolas et
al., 1996). Ademas, el gen correspondiente se expresa especificamente en semillas_
y podria estar implicado en los mecanismos que regulan la dormicion en semillas de
haya (Lorenzo et al., 2001). ’

LN

Para estudiar la funcion de FsPP2C1 enla dormicién, el gen correspondiente ha sido
sobreexpresado constitutivamente en Arabidopsis thaliana, (Col/35S FsPP2C1), uti-
lizando el vector PBI121 v el sistema Agrobacterium para la infeccion de tejidos
vegetales y posterior obtencion de plantas transgénicas.
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Introduccion
La fosforilacion/desfosforilacion de proteinas es un mecanisirio general de transmi-
sion de sefales, probablemente implicado en la regulacion de la dormicion de las

semillas (Trewavas, 1987), en el cual tienen gran importancia la familia PP2C de seri-
na/treanina proteina fosfatasas (Rodriguez, 1998). .

En plantas, algunas de estas proteina fosfatasas, como ABI1 y ABI2, se consideran
reguladores negativos en la ruta de sefializacion del ABA (Merlot et al, 2001), hor-
. mona.implicada, entre otros procesos, en.las respuestas a estrés ambiental y.en el -
- mantenimiento de la dormicion. En este trabajo hemos pretendido profundizar enel:
~ posible pape! de FsPP2C1 en la regulacién de la dormicion de semillas mediante la _ __ .
sobreexpresion del gen en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana.

Resultados y discusion

En trabajos anteriores hemos observado que FsPP2C1 se expresa especificamente
en semillas durmientes de haya tras la aplicacion exogena de ABA, que mantiene las”
semillas en dormicion, mientras que la estratificacion a 4°C o la adicion de gibereli- .
nas, tratamientos que eliminan la dormicién (Nicolas et al, 1996), praducen un des-
censo en los niveles de sus transcritos; es decir, la expresion de FsPR2C1 'se corre
laciona negativamente con la germinacion de las semillas (Lorenzo et ai., 2001). Adr-
cionalmente, este gen se expresa exclusivamente en las semillas, a diferencia de
otras PP2C vegetales que también se expresan en otros tejidos vegetativos y en res-
puesta a diferentes tipos de estrés, cosa que no ocurre con FsPP2C1. Por lo fanto,
FsPP2C1 parece estar implicada en la dormicion de semillas inducida por ABA, por lo
que, y debido a la imposibilidad de obtener plantas transgénicas de Fagus sylvatica,
hemos sobreexpresado FsPP2C1 en plantas de Arabidopsis thaliana con el objetivo
de profundizar en el papel de esta proteina fosfatasa tanto en la dormicion de semi-
llas como en la ruta de transmision de la sefial del acido abscisico.

Una vez obtenidas semillas transgénicas homozigotas para dicho gen, realizamos
ensayos de dormicion y sensibilidad al ABA, utilizando como controles semillas de .
Arabidopsis thaliana de tipo silvestre (ecotipo Columbia) y semillas de los mutantes
aba 2-(deficiente en ABA) y abil y abi2 (insensibles al ABA y que presentan altera- -
ciones en proteina fosfatasas de tipo 2C). 5 ;

En los ensayos de dormicién se analizaron los porcentajes de germinacion de dife-
rentes semillas que primero fueron estratificadas durante 0, 24y 120horas a 4°C
en oscuridad y posteriormente mantenidas en una camara de germiinzgién con un
fotoperiodo de 16 horas de luz a 21°C. Las semillas de Arabidopsis thaiiana de tipo
silvestre presentan dormicion, por lo que si no se estratifican apenas van a germi
nar, mientras que tras 120 horas de tratamiento frio se observan porcentajes de ger-
minacion cercanos al 60%. Aba2, por su parte, presenta porcentajes de germinacion
del 40% sin estratificar v valores cercanos al 100% tras 120 horas de tratamiento




frio. Por ultimo, abil, abi2 y algunas de las lineas de FsPP2C1 presentan porcenta-
jes de germinacion del 80-90% tanto en las muestras estratificadas como en las que
no habfan sido sometidas a ningtn tratamiento previo, lo que sugiere que estas semi-
llas no presentan dormicion.

También se analizaron los porcentajes de germinacion de las semillas en presencia
de diferentes concentraciones de ABA (0.5 yM y 3 pM) para estudiar la sensibilidad
al ABA. Con estos ensayos comprobamos que las semillas de tipo silvestre y las del
mutante abaZ (deficiente en ABA) eran capaces de germinar cuando las concentra-
ciones de ABA eran muy bajas (0.5 M), pero no lo hacian a concentraciones supe-
riores (3 pM). Por su parte, las semillas de los mutantes abily abi2 (insensibles al
ABA) germinaban en su totalidad a bajas concentraciones de ABA, mientras gue en
concentraciones superiores (3 pM), presentaban valores de germinacion entre el
50% y el 60%. Las semillas transgénicas FsPP2C1 germinan en su totalidad en con-
centraciones de ABA 0.5 uM y alcanzan valores superiores el 80% de germinacion
en concentraciones 3 pM, lo que indica una insensibilidad a la hormona similar a los
mutantes ya descritos.

Todos estos datos indican la importancia de FsPP2C1 en los mecanismos que con-
4— trolan la dormicién de semillas, en la cual puede participar como un regulador nega-
tivo en la ruta de transduccién de sefales del ABA, aungue estos datos tendran que
ser carrcborados mediante la correlacion del fenotipo de las diferentes lineas con la
expresion de FsPP2C1 por northern. blot y la induccion de genes marcadores de la
cascada de sefializacion del ABA, como ABI3 o Rab18 en un paso posterior al de la
accign de las PP2Cs, en las plantas transgénicas. .
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