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1.- LA SEMILLA. 

Las semillas son la unidad de reproducción sexual de las plantas  superiores  y 

tienen la función de multiplicar y perpetuar la especie a la que pertenecen. 

Además, es uno de los elementos más eficaces para que la especie se disperse, 

tanto en el tiempo como en el espacio. Una vez que la semilla ha completado su 

desarrollo  y  ha madurado, se produce  la expansión de órganos, la acumulación 

de proteínas de reserva y la preparación de la semilla para la dormición 

(Goldberg et al.,1994). El  embrión entra en una  fase  quiescente, condición que 

se caracteriza por un retraso del metabolismo y crecimiento debido a que el 

medio ambiente no lo permite. Previamente a la desecación se produce la 

acumulación de una serie de proteínas cuya función es proteger al embrión 

durante este proceso (Delseny et al.,2001). 

Para que la semilla cumpla con su objetivo es necesario que el embrión se 

transforme en una plántula que sea capaz de valerse por sí misma y, finalmente, 

convertirse en una planta adulta. Todo ello comprende una serie de procesos 

metabólicos y morfogenéticos cuyo resultado final es la germinación de las 

semillas.  

 Para que el proceso de germinación, es decir, la recuperación de la actividad 

biológica por parte de la semilla seca, tenga lugar, es necesario que se den una 

serie de condiciones ambientales favorables como son: un sustrato húmedo, 

suficiente disponibilidad de oxígeno que permita la respiración aerobia y una 

temperatura adecuada para los distintos procesos metabólicos y para el 

desarrollo de la plántula. 

Sin embargo, las semillas de muchas especies son incapaces de germinar, incluso 

cuando se encuentran en condiciones favorables. Esto es debido a que las 

semillas se encuentran en estado de dormición, y la semilla se mantendrá en 

este estado durante un tiempo variable, dependiendo de la especie, hasta que 

llegado el momento, pierda su dormición y sea capaz de germinar. 

En esta introducción se recopilan los conocimientos actuales más relevantes 

sobre la germinación de semillas, así como el mecanismo de acción y los efectos 
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del ABA en los procesos de desarrollo y respuesta a estrés, utilizando la planta 

modelo Arabidopsis thaliana. 

 

1.1  Embriogénesis 

La embriogénesis  comprende el conjunto de cambios morfológicos, 

estructurales y de expresión  génica que tienen lugar desde la formación del 

zigoto hasta que el embrión está diferenciado. (Figura I.1, Goldberg et al., 1994). 

La embriogénesis, desde el punto de vista morfológico, puede dividirse en los 

estadios preglobular, globular, transición, corazón, torpedo y embrión maduro. 

Comprende tres fases principales de desarrollo: 1) la llamada fase temprana, que 

se caracteriza por una elevada tasa mitótica asociada a  un aumento de los 

niveles de citoquininas; 2) una fase  intermedia en que se sintetizan las 

giberelinas (GA) y auxinas y en que el crecimiento ocurre por expansión celular; 

3) La fase de maduración comienza una vez que el embrión y el endospermo han 

completado su morfogénesis (Wobus  et al., 1999a). Esta fase que caracteriza por 

el cese del crecimiento, disminución el contenido en giberelinas y auxinas y un 

aumento en los niveles de ácido Abscisico (ABA). El ABA evita la germinación 

precoz, prepara al embrión para resistir la desecación posterior e induce la 

dormición (Totterdell y Roberts, 1980; Raz et al., 2001; Rock y Quantrano, 1995). 

Además, participa en el cese del ciclo celular e induce la expresión de proteínas 

de reserva (Wang et al., 1998; Finkelstein et al., 2002). En la mayoría de las 

especies se producen dos picos en la acumulación del ABA. El primero, que es de 

origen materno, coincide con la acumulación de proteínas de reserva y previene 

la germinación precoz ó viviparismo. El segundo, que tiene origen embrionario, 

coincide con la perdida de agua por parte de la semilla y es esencial para la 

inducción de la dormición, inhibición de la germinación y adquisición de 

tolerancia a la desecación gracias a la acumulación de proteínas tipo LEA (LEA: 

Late Embryogenesis Abundant) y dehidrinas (Busk y Pages, 1998; Finkelstein et 

al., 2002; Goldberg et al.,1989; Karssen et al., 1983; Raz et al., 2001; Rock y 

Quatrano,1995). 
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El desarrollo del endospermo comprende cuatro fases: 1) fase de cenocito, 2) 

fase citocinesis, 3) fase de diferenciación y 4) fase de maduración (Bewley, J.D., 

1997). 

La maduración de la semilla comienza cuando el embrión y el endospermo han 

completado su morfogénesis y se caracteriza por el cese del crecimiento, seguido 

por la síntesis y acumulación de sustancias de reserva. Las fases tempranas y 

medias de la maduración están reguladas por la acción del ácido abscísico (ABA), 

sintetizado inicialmente en los tejidos maternos y luego, aunque en menor 

medida, por el embrión y el endospermo (Nambara et al., 2002). El ABA evita la 

germinación precoz, prepara al embrión para resistir la desecación e induce la 

dormición (Torti et al.,1986; Raz et al., 2001; Rock y Quartano.,1995). La  

transcripción de genes que codifican para las principales proteínas de reserva 

ocurre principalmente en este período. En la etapa de maduración tardía, los 

niveles de ABA decaen y  comienzan a acumularse proteínas de tipo LEA (Late 

Embriogenesis Abundant) y dehidrinas, asociadas a los procesos de 

deshidratación y tolerancia a las desecación (Nambara et al, 2003., Finkelstein et 

al., 2002, Goldberg et al.,1989). 

Durante esta etapa, la acumulación de metabolitos es principalmente bajo la 

forma de carbohidratos (endospermo) o lípidos (embrión). La maduración no es 

un proceso obligatorio y si el embrión es extraído de la semilla y el efecto de ABA 

neutralizado, éste es capaz de germinar y desarrollarse en una plántula 

normalmente. Además del ABA, ha sido demostrada la síntesis y la acción  de 

Giberelinas durante la maduración de la semilla, y actualmente es ampliamente 

aceptado el hecho de que la maduración no está regulada solo por ABA, sino por 

la  relación ABA/GA (White et al.,2000). 

En Arabidopsis, el zigoto tras elongarse se divide asimétricamente dando lugar a 

dos células hijas de diferente tamaño que seguirán distintos programas de 

desarrollo. Por un lado, la célula apical (de menor tamaño) sufrirá dos divisiones 

longitudinales y una transversal para dar lugar a un embrión verdadero de 8 

células, en las que las 4 células apicales generarán el meristemos apical y los 

cotiledones, y las 4 células basales formarán la raíz e hipocotilo  contribuirán a la 
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formación de los cotiledones y el meristemo de la raíz. Por su parte la célula 

basal (la más grande de las dos células hijas) se dividirá transversalmente para 

formar una “cadena” de 6 a 9 células denominadas suspensor, que une el 

embrión al sistema vascular, representando una fuente de hormonas y 

nutrientes para el embrión en desarrollo .Únicamente, la célula superior del 

suspensor (hipófisis) contribuye a la formación del embrión, dando lugar a las 

partes más distales del meristemos de la raíz (Dolan et al., 1993). Una vez que el 

embrión ha alcanzado la fase de torpedo, se activan los mecanismos de muerte 

celular programada en el suspensor (Yeung y Meinke, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.- DORMICIÓN DE SEMILLAS 

2.1.- Dormición 

Una de las adaptaciones más importantes de las plantas es la capacidad de sus 

semillas para permanecer viables en un estado quiescente durante largos 

 

Figura I.1 Estadios de desarrollo del embrión de A.thaliana. (EP) Embrion 
propamente dicho (S) Suspensor (Pd) Protodermis (Ed) Epidermis (Gm) 
Meristemo  Inferior (P) parénquima de reserva (Pc) Procambium (V) Tejido 
vascular (Hs) Hipófisis (RM) Meristemos radiculares (A) eje de polaridad (C) 
cotiledones. Adaptado de Bewley et al., 2000. 
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periodos de tiempo. De esta forma pueden sobrevivir en condiciones adversas y 

germinar cuando las condiciones del medio sean las más adecuadas. Sin 

embargo, las semillas de algunas plantas  no germinan aunque las condiciones 

sean favorables. Esta situación se conoce como dormición (Bewley, 1997). Se 

entiende por  dormición el estado en el cual una semilla viable no germina 

aunque se encuentre en condiciones de humedad, temperatura y concentración 

de oxígeno idóneas para hacerlo. Este estado es distinto de la condición de 

quiescencia pues, dentro de la propia semilla, existe un impedimento para que 

se produzca la germinación. 

De ello se deduce, que las semillas pueden mantener su viabilidad durante largos 

períodos de tiempo, y gracias a ello, las semillas sobreviven en condiciones 

desfavorables. 

Las causas por las que no germinan pueden deberse a la existencia de un periodo 

cronológicamente regulado de interrupción del crecimiento y de disminución del 

metabolismo durante el ciclo vital, que también se presenta en otros seres vivos. 

En las plantas superiores puede existir dormición o interrupción del crecimiento 

en tejidos meristemáticos, por ejemplo en las yemas de crecimiento de las 

ramas, así como en las semillas. El establecimiento de la dormición está regulado 

por factores hereditarios que determinan los mecanismos fisiológicos endógenos 

de las plantas, los cuales interactúan con factores del ambiente en el que las 

plantas crecen; esto da lugar, a la larga, a cambios evolutivos en las plantas. 

Entre las condiciones más importantes del ambiente se encuentran las 

variaciones climáticas de temperatura y humedad, las variaciones 

microclimáticas derivadas de aspectos fisiográficos y bióticos, como la calidad 

espectral de la luz y el termoperíodo, así como las características específicas del 

lugar a las que las plantas se han adaptado para establecerse y crecer. Las 

variaciones micro y macroclimáticas, así como las condiciones hormonales y 

nutricionales de la planta progenitora tienen gran influencia en el 

establecimiento de la dormición en las semillas durante su desarrollo. 
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2.2.- Tipos de dormición. 

 

Se han utilizado muchos tipos de clasificaciones de la dormición de semillas. 

Según (Karssen 1982a y b), la clasificación más acertada distingue dos tipos de 

dormición, dormición primaria y dormición secundaria, y está basada en los 

factores tanto endógenos como exógenos que controlan la dormición. 

La dormición primaria o innata se establece durante el desarrollo y maduración 

de la semilla. Se presenta en el momento que el embrión deja de crecer y está 

controlada genéticamente, aunque también influyen aspectos metabólicos 

(estado hormonal de la semilla, flujo de hormonas desde la planta madre) y 

factores ambientales (factores edáficos, temperatura y luz) (Bewley y Black, 

1994; Gubler et al.,2005). 

La dormición secundaria puede ser inducida en las semillas maduras una vez que 

se han separado de la planta progenitora. Puede aparecer en semillas que no 

presentaban dormición, o bien en semillas que ya han salido de la dormición 

primaria, cuando están sujetas a condiciones desfavorables para la germinación. 

Un agente efectivo es la anaerobiosis, la cual se produce cuando hay un exceso 

de agua, por atmósferas bajas en oxígeno o por testas poco permeables. A veces 

las temperaturas altas ocasionan este mismo efecto. Hay ocasiones en que la 

falta de uno de los requerimientos para germinar induce la dormición, como por 

ejemplo la ausencia de luz. Este tipo de dormición es muy importante desde el 

punto de vista ecológico, ya que controla la germinación de las semillas una vez 

dispersadas en el campo. Sin embargo, hay que recordar que cada especie tiene 

respuestas particulares. 

 

2.3.- Causas de la dormición. 

 

 La naturaleza del bloqueo que evita la germinación de las semillas que están en 

dormición pueden ser debida a dos causas: dormición embrionaria, cuando el 

control de la dormición se encuentra dentro del embrión; y  dormición impuesta 
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por la cubierta, en la cual la dormición es impuesta por la cubierta o testa de la 

semilla. 

El  caso más claro de dormición embrionaria, se da cuando un embrión que se ha 

extraído de la semilla es incapaz de germinar bajo las condiciones adecuadas. El 

control de este tipo de dormición lo ejercen por un lado los cotiledones, que 

inhiben el crecimiento del eje embrionario, y por el otro, sustancias inhibidoras 

de la germinación como el ácido abscísico. Se han realizado experimentos en 

donde se "lavan" las semillas quitándoles estas sustancias y se ha comprobado la 

presencia de estos inhibidores, pues después del lavado sí pueden germinar. En 

ocasiones el embrión está anatómicamente inmaduro y requiere de un tiempo 

mayor para completar su desarrollo, como en el caso del Fraxinus excelsior 

(fresno) y del Pinus sylvestris (un tipo de pino).  

En la dormición impuesta por la cubierta, frecuentemente las estructuras 

responsables no sólo incluyen a la testa, sino también otros tegumentos que 

rodean a la semilla como la gluma, palea y lemna en las gramíneas, y 

endospermo, pericarpio y testa. Las cubiertas seminales pueden causar 

dormición por diferentes mecanismos (Bewley y Black, 1994): interfieren la 

entrada de agua y el intercambio de gases, contienen inhibidores químicos, 

impiden la salida de los inhibidores presentes en el embrión, modifican la luz que 

llega al embrión y ejercen una constricción mecánica.  

La interferencia de la entrada de agua es una de las principales causas de la 

dormición en las semillas de testa dura. (Se ha comprobado que es necesario 

perforar la capa externa, incluyendo la cutícula y la capa de células en 

empalizada. Cuando la perforación llega hasta los tejidos internos se inicia la 

imbibición). Algo similar ocurre con la entrada de oxígeno. En ambos casos no es 

necesario eliminar toda la cubierta, pues con que ésta se perfore ya se rompe la 

dormición. Muchas semillas poseen testas mucilaginosas y se cree que, en 

algunos casos, este mucílago produce la impermeabilidad. En algunos casos, 

como el de Iris o Rosa, la testa contiene sustancias que inhiben la germinación. A 

veces estos inhibidores están dentro de la semilla y la impermeabilidad de la 

testa evita que se escapen. La gran mayoría de las semillas que requieren luz 
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para germinar presentan dormición impuesta por la testa, ya que ésta actúa 

como un filtro por el cual la luz tiene que atravesar. Las semillas tienen 

diferentes grosores de testa y diferentes pigmentaciones, lo cual modifica la 

cantidad y calidad de luz que llega al embrión y afecta a la relación Pr/Pfz 

necesaria para germinar, la cual depende de la luz roja y luz rojo lejano que llega 

a la semilla. Finalmente, hay varios casos en los cuales una incisión o perforación 

de la testa elimina la dormición aunque la cubierta no sea impermeable como en 

los casos anteriores. En estos casos se ha pensado que las cubiertas externas, 

duras, ejercen una restricción mecánica al crecimiento del embrión.  

 

2.4.- Expresión génica y metabolismo durante la dormición. 

2.4.1.- El control transcripcional 

 

Los organismos eucariotas, y entre ellos las plantas, han desarrollado complejos 

patrones de expresión génica que varían a lo largo de su ciclo de vida y en 

respuesta a las señales de su entorno. El control transcripcional es el mecanismo 

más importante por el cual se regulan los niveles, momento y tejido en que un gen 

se expresa. 

La transcripción de un gen comienza con la formación de un complejo de iniciación 

por la RNA-polimerasa II y los factores de transcripción en el promotor del gen que 

se va a transcribir. En primer lugar, se forma  lo que se conoce como complejo de 

pre-iniciación (PIC: Pre Initiation Complex), que consiste en la unión de la RNA-

polimerasa II a los factores transcripcionales basales o generales del complejo 

TFIID, que incluyen la proteína de unión a la  caja TATA (TBP: TATA-box Binding 

Protein) así como un número de factores asociados. A este PIC se unen además 

factores transcripcionales, que interaccionan específicamente con los elementos 

reguladores en cis (CRE: Cis- Regulatory Elements) presentes  en los promotores 

de sus genes diana. Estos factores se clasifican en activadores, si incrementan la 

expresión de un gen, y en represores si la disminuyen. Otra  clase de factores 

transcripcionales  son los coactivadores o correpresores, que regulan la 

transcripción interaccionando  con el  PIC ó con los reguladores específicos que se 
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unen al DNA. Adicionalmente, se pueden unir factores transcripcionales 

arquitectónicos (cofactores remodeladores o modificadores de la cromatina) que 

están involucrados en el empaquetamiento/desempaquetamiento del DNA en 

nucleosomas o estructuras cromatínicas de orden superior (Martínez, 2002).  

Los factores que se unen al DNA suelen estar formados por distintos dominios 

funcionales responsables de la unión específica a los CREs, de la regulación 

transcripcional (dominios de activación y represión), de las interacciones proteína-

proteína y de la localización subcelular con al menos una señal de localización 

nuclear (NLS: Nuclear Localization Signal; Liu et al., 1999). Los dominios de unión a 

DNA están por lo general altamente conservados, lo que ha permitido clasificar a 

la mayoría de los factores transcripcionales eucariotas en distintas familias. En 

total, se ha observado que los genes que codifican factores trancripcionales en 

Arabidopsis constituyen aproximadamente un 6% de su genoma, mientras que en 

otros eucariotas como Drosophila melanogaster o Saccharomyces cerevisiae están 

en torno al 3,5 % (Shiu et al.,2005). 

 

2.4.2.- Expresión génica durante la dormición. 

 

 La dormición implica la incapacidad del embrión para comenzar el proceso de 

germinación, lo que supone que en los embriones falta algún componente esencial 

del proceso de germinación. Tal componente podría ser una proteína, es decir, el 

producto de la expresión de un gen. Existen  genes que se expresan en semillas 

durmientes y no en semillas no durmientes. Se ha descrito un clon de cDNA cuyo 

gen correspondiente se expresaba tanto en embriones durmientes como no 

durmientes de Bromus secalinus, pero desaparecía cuando la semilla germinaba 

(Goldmark et al., 1992). Por otra parte, en semillas de Pseudotsuga menziesii se 

han observado cambios en la expresión de algunos genes durante el tratamiento 

frío que produce la eliminación de la dormición (Taylor et al., 1993), y lo mismo 

ocurre en semillas de Fagus sylvatica (Nicolás et al., 1996; 1997a y b; Lorenzo et 

al., 2001; 2002b; 2003). Puede ser, por tanto, que la dormición requiera la 

expresión de uno o varios genes, cuyos productos génicos eviten la germinación. 
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Actualmente una de las líneas de investigación más prometedoras en relación a la 

expresión génica de la dormición es la de estudiar el papel de la fosforilación y 

desfosforilación  de proteínas por proteín kinasas y fosfatasas. Las proteín kinasas 

actúan muy a menudo en la transducción de señales externas y, por ello, podrían  

desempeñar un papel importante en el efecto de las condiciones ambientales en 

la expresión de la dormición. 

La manera más tradicional de enfocar la regulación metabólica es comparar el 

metabolismo de semillas durmientes y no durmientes en las primeras fases 

después de la imbibición y antes de que comience la emergencia radicular en las 

semillas no durmientes. La línea conductora de estas investigaciones es la 

suposición de que las semillas durmientes pueden presentar alguna deficiencia 

metabólica que es corregida durante la rotura o eliminación de la dormición. 

Algunas  semillas pueden perder su dormición mientras se encuentran en estado 

de deshidratación (semilla seca) cuando su actividad metabólica es muy baja. Sin 

embargo, las  semillas durmientes imbibidas presentan una actividad metabólica 

muy elevada, y en este estado es cuando pueden percibir señales externas (luz, 

frío, temperaturas alternantes, tratamientos químicos y hormonales) que pueden 

romper la dormición. Los  primeros acontecimientos en este proceso son la 

percepción del estímulo por el embrión y la inmediata transducción de la señal, 

que conduce a otros acontecimientos secundarios que pueden implicar cambios 

metabólicos y hormonales, y que transformarían la semilla durmiente en no 

durmiente.  

2.5.- Eliminación de la dormición. 

 

La transición de la dormición a la germinación en condiciones naturales no está 

influenciada por un único factor, sino por varios factores tanto endógenos 

(morfológicos, hormonales o metabólicos) como exógenos o ambientales 

(humedad, luz, temperatura, etc.) (Hilhorst y Karssen, 1990), que pueden actuar 

simultáneamente. 
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Actualmente se han descrito una gran variedad de tratamientos capaces de 

eliminar la dormición, entre los cuales destacan los factores hormonales y 

ambientales, la eliminación de cubiertas seminales impermeables y la aplicación 

de agentes químicos. 

2.5.1.- Tratamientos que eliminan la dormición. 

 

Muchas semillas, una vez imbibidas, requieren ser sometidas a temperaturas 

bajas antes de germinar. A este proceso se le denomina estratificación y en él se 

llevan a cabo cambios metabólicos en las semillas. El mecanismo por el cual la 

estratificación induce la salida de la dormición todavía no se ha esclarecido, si 

bien se ha demostrado que se produce un descenso en los niveles de ABA libre 

(Dulson et al., 1988) y en la sensibilidad al ABA (Corbineau et al., 2002), y un 

aumento en la síntesis de giberelinas (Ross y Bradbeer, 1971), así como cambios 

en los patrones de expresión génica, como los descritos en Pseudotsuga 

menziesii (Taylor et al., 1993) y Fagus sylvatica (Nicolás et al., 1996; 1997a y b; 

1998; Lorenzo et al., 2001; 2002a y b; 2003; Calvo et al., 2004a y b). Por ejemplo, 

en las semillas de cerezo estratificadas a 5°C, el eje embrionario incrementa su 

tamaño, peso seco y número total de células, mientras que las semillas que 

permanecen a 25°C no muestran estos cambios. En muchos casos, las 

condiciones que se requieren para que la estratificación funcione se parecen a 

aquellas a las cuales la semilla está en condiciones naturales, donde las 

fluctuaciones diarias de temperatura, bajas por la noche y más elevadas de día, 

son muy efectivas en la rotura de la dormición en diferentes especies (Totterdell 

y Roberts, 1980). 

Numerosas especies, frecuentes entre las rosáceas y las coníferas, han 

desarrollado la necesidad de permanecer cierto periodo a temperaturas bajas, 

aunque las necesidades de tiempo y temperatura son específicas para cada 

especie. En algunos casos las semillas requieren estratificación a temperaturas 

altas. Especies anuales del desierto de Sonora necesitan un periodo a 50°C para 

incrementar el porcentaje de germinación. Las temperaturas relativamente altas 
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pueden acelerar la eliminación de la dormición, probablemente por provocar el 

reblandecimiento de la cubierta seminal o la activación de ciertas enzimas que 

permiten la hidratación de la semilla, lo que finalmente trae consigo el 

desencadenamiento de la germinación (Bewley y Black, 1994). 

La luz es otro agente que rompe la dormición. Hay semillas, como las de lechuga, 

que requieren una exposición breve a luz blanca para poder germinar, mientras 

que otras necesitan una iluminación intermitente (Kalanchoe blossfeldiana) o un 

fotoperiodo concreto (Bewley y Black, 1994)., y en algunas la luz inhibe la 

germinación. La luz  no sólo afecta al porcentaje total de semillas germinadas 

sino también a la velocidad de la germinación. Por ejemplo, en las semillas del 

pasto Agrostis el porcentaje final de germinación está directamente relacionado 

con la intensidad de la luz; a altas intensidades se requiere más tiempo para 

obtener germinación máxima. Un posible mecanismo de acción de la luz fue 

propuesto por Toyomasu et al. (1993), según el cual la inducción de la 

germinación de semillas de lechuga por la luz se basa en la inactivación del ABA 

controlada por giberelinas. 

Otro tratamiento por el cual las semillas pierden su dormición lentamente es el 

almacenamiento seco o “after ripening”, período que suele durar varios meses a 

temperatura ambiente desde que son cosechadas, y es un método comúnmente 

utilizado para la eliminación de la dormición y promover la germinación en 

muchas especies.  

También hay una gran cantidad de agentes químicos que pueden romper la 

dormición y, aunque sólo unos pocos se encuentran en la semilla de forma 

natural, su estudio es interesante para comprender el mecanismo de rotura de la 

dormición. Entre estos compuestos químicos se encuentran anestésicos 

(relacionados con las membranas), inhibidores respiratorios (cianuro), aceptores 

de electrones (nitrato, nitrito, azul de metileno), etc. 

La acción de las hormonas vegetales se tratará en el apartado siguiente. 
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2.5.2.- Mecanismos de eliminación de la dormición. 

 

Al considerar los mecanismos implicados en la rotura de la dormición hay que 

tener en cuenta que, tanto en semillas con dormición del embrión como en 

semillas con dormición impuesta por la cubierta, es el embrión el que se ve 

afectado y, posiblemente, sólo el eje embrionario, cuyo crecimiento es la 

culminación del proceso de germinación. Se han propuesto varias hipótesis que 

tratan de explicar los cambios hormonales y metabólicos necesarios para que 

germine una semilla durmiente, aunque éstos puedan variar de unas especies a 

otras. 

Hay muchas evidencias de que las hormonas vegetales están implicadas en la 

regulación de la dormición de semillas, y así, mientras que el ABA promueve la 

inducción y el mantenimiento de la misma, la aplicación exógena de GAs y 

etileno produce la eliminación de la dormición, estimulando la germinación de 

las semillas en algunas especies y sustituyendo los tratamientos que la eliminan 

(Hilhorst, 1995). 

Una hipótesis bastante aceptada es la teoría hormonal de la dormición (Karssen 

y Lacka, 1986), que atribuye el control de este proceso a la acción conjunta de 

varias hormonas, inhibidoras como el ABA y promotoras como las giberelinas, 

citoquininas y etileno. De acuerdo con esta teoría, la dormición es mantenida por 

inhibidores como el ABA y finalizará sólo cuando el inhibidor desaparece o 

cuando los promotores lo superan. La relación ABA/GAs parece ser la más 

importante, como se ha demostrado usando mutantes con distintos grados de 

deficiencia en ambas hormonas (Léon-Kloosterziel et al., 1996). 

En cuanto al posible mecanismo por el que estas hormonas actúan en el 

mantenimiento y/o eliminación de la dormición, se incluyen tanto síntesis de 

ácidos nucleicos y proteínas, como diferentes aspectos del metabolismo 

respiratorio, tales como intercambio gaseoso, producción de ATP, la ruta de las 

pentosas fosfato o la ruta alternativa. 
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3.-GERMINACIÓN. 

 

La germinación comprende los procesos que abarcan desde la imbibición de la 

semilla hasta que se produce la elongación del eje embrionario en su interior, 

apareciendo como signo más visible de la conclusión del proceso la perforación 

de las cubiertas por la radícula (Bewley y Black, 1994; Bove et al., 2001). La 

germinación, se puede definir como el conjunto de procesos metabólicos y 

morfogenéticos que tienen como resultado la transformación de un embrión en 

una plántula capaz de autoabastecerse y transformarse en una planta adulta, y 

depende de las mismas condiciones ambientales de las que depende el 

crecimiento vegetativo. El comienzo de la germinación está determinado por la 

combinación  de múltiples sucesos metabólicos y celulares, que implican en 

algunas semillas la superación de la dormición, y que están regulados 

hormonalmente. Se ha descrito que las fitohormonas GAs y BRs promueven la 

germinación, mientras que el ABA la inhibe (Bove et al., 2001; Leubner-Metzger, 

2001). A medida que la semilla toma agua del medio y se rehidrata, reanuda 

gradualmente su actividad metabólica, iniciándose la respiración y sintetizando 

nuevos mRNAs y proteínas (Figura I2; Bove et al., 2001). En el embrión comienza 

la síntesis de formas activas de GAs que inducen la expresión de numerosas 

enzimas, que intervienen en el crecimiento de la radícula y en la degradación de 

las cubiertas de las semillas, lo que facilita su emergencia (Gallardo et al., 2002; 

Leubner-Metzger, 2001; 2005; Wu y Bradford, 2003). 

 

Baskin y Baskin (2001b) indicaron que la germinación es una de las fases más 

críticas en el desarrollo de cualquier especie y que cada una de éstas posee un 

rango específico de factores ambientales que son necesarios para que este 

proceso tenga éxito; entre éstos, los más importantes son temperatura, luz, pH y 

humedad del suelo. 
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Independientemente del tiempo entre la madurez de la semilla y la reactivación 

del crecimiento, la germinación se puede caracterizar por su patrón trifásico. La 

fase I de imbibición, es un proceso físico cuya fuerza directriz está determinada 

por la diferencia de potencial hídrico entre la semilla y el sustrato que la rodea, la 

semilla reanuda la actividad metabólica. La activación de las distintas rutas 

metabólicas es dependiente de la rehidratación. Cuando el contenido de agua 

supera el 60%  de agua, comienza la fase II de activación metabólica. Durante 

esta fase en la que predominan los procesos catabólicos, se activan las enzimas 

para la degradación y movilización de las reservas (almacenadas ya sea en el 

embrión, endospermo o perispermo) hacia el eje embrionario, donde el tejido 

quiescente se vuelve metabólicamente activo. La fase III de crecimiento, o 

germinación propiamente dicha, se inicia al producirse división y elongación 

celular (Bove et al., 2001). 

La duración de cada una de estas fases depende de ciertas propiedades de las 

semillas, como su contenido en compuestos hidratables y la permeabilidad de las 

cubiertas al agua y al oxígeno. Estas fases también están afectadas por las 

 
Figura I.2.-Sucesos metabólicos desencadenados por la rehidratación de la semilla 
durante la germinación. Adaptado de Bove et al.,2001. 
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condiciones del medio, como el nivel de humedad, las características y 

composición del sustrato, la temperatura, etc. Otro aspecto interesante es la 

relación de estas fases con el metabolismo de la semilla.  La primera fase se 

produce tanto en semillas vivas como muertas y, por tanto, es independiente de 

la actividad metabólica de la semilla. Sin embargo, en las semillas viables, su 

metabolismo se activa por la hidratación. La segunda fase constituye un período 

de metabolismo activo previo a la germinación en las semillas viables o de inicio 

en las semillas muertas. La tercera fase se produce sólo en las semillas que 

germinan y obviamente se asocia a una fuerte actividad metabólica que 

comprende el inicio del crecimiento de la plántula y la movilización de las 

reservas. Por tanto, los factores externos que activan el metabolismo, como la 

temperatura, tienen un efecto estimulante en la última fase. 

En las dos primeras fases de la germinación los procesos son reversibles, a partir 

de la fase de crecimiento se entra en una situación fisiológica irreversible. La 

semilla que haya superado la fase de germinación tendrá que pasar a la fase de 

crecimiento y originar una plántula, o por el contrario morir. 

La germinación está afectada por factores internos (intrínsecos) propios de la 

semilla, como la madurez y viabilidad y factores externos (extrínsecos) que 

dependen del ambiente como agua, temperatura y gases.  

Decimos que una semilla está madura cuando ha alcanzado su completo 

desarrollo tanto desde el punto de vista morfológico como fisiológico. 

La madurez morfológica se consigue cuando las distintas estructuras de la semilla 

han completado su desarrollo, dándose por finalizada cuando el embrión ha 

alcanzado su máximo desarrollo. La madurez se suele alcanzar sobre la misma 

planta, sin embargo, existen algunas especies que diseminan sus semillas antes 

de que se alcance, como ocurre en las semillas de Ginkgo biloba o de muchas 

orquídeas, que presentan embriones muy rudimentarios, apenas diferenciados. 

Aunque la semilla sea morfológicamente madura, muchas de ellas pueden seguir 

siendo incapaces de germinar porque necesitan experimentar aún una serie de 
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transformaciones fisiológicas. Lo normal es que requieran la pérdida de 

sustancias inhibidoras de la germinación o la acumulación de sustancias 

promotoras. En general,  necesitan reajustes en el equilibrio hormonal de la 

semilla y/o en la sensibilidad de sus tejidos para las distintas sustancias activas.  

La viabilidad de las semillas es el período de tiempo durante el cual las semillas 

conservan su capacidad para germinar. Es un período variable y depende del tipo 

de semilla y de las condiciones de almacenamiento. Las semillas pierden su 

viabilidad por causas muy diversas. Podríamos pensar que mueren porque 

agotan sus reservas nutritivas, pero no es así, sino que conservan la mayor parte 

de las mismas cuando ya han perdido su capacidad germinativa. 

Una semilla será más longeva cuanto menos activo sea su metabolismo. Esto, a 

su vez, origina una serie de productos tóxicos que, al acumularse en las semillas, 

producen a la larga efectos letales para el embrión. Para evitar la acumulación de 

esas sustancias bastará disminuir aún más su metabolismo, con lo cual habremos 

incrementado la longevidad de la semilla. Ralentizar el metabolismo puede 

conseguirse bajando la temperatura y/o deshidratando la semilla. Las bajas 

temperaturas dan lugar a un metabolismo mucho más lento, por lo que las 

semillas conservadas en esas condiciones viven más tiempo que las conservadas 

a temperatura ambiente. La deshidratación, también alarga la vida de las 

semillas, más que si se conservan con su humedad normal. Pero la desecación 

tiene unos límites; por debajo del 2%-5% de humedad se ve afectada el agua de 

constitución de la semilla, siendo perjudicial para la misma. 

Entre los factores externos que inciden el proceso de germinación está la  

humedad, la temperatura y los gases. Para que se inicie la germinación la 

absorción de agua es el primer paso, y el más importante. La entrada de agua en 

el interior de la semilla se debe exclusivamente a una diferencia de potencial 

hídrico entre la semilla y el medio que le rodea. En condiciones normales, este 

potencial hídrico es menor en las semillas secas que en el medio exterior. 

Aunque el agua es necesaria para la rehidratación de las semillas, un exceso de la 

misma actuaría desfavorablemente para la germinación, pues dificultaría la 
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llegada de oxígeno al embrión. La temperatura es un factor decisivo en el 

proceso de la germinación, ya que influye sobre las enzimas que regulan la 

velocidad de las reacciones bioquímicas que ocurren en la semilla después de la 

rehidratación. La actividad de cada enzima tiene lugar entre un máximo y un 

mínimo de temperatura, existiendo un óptimo intermedio. Del mismo modo, en 

el proceso de germinación pueden establecerse unos límites similares. Por ello, 

las semillas sólo germinan dentro de un cierto margen de temperaturas. Si la 

temperatura es muy alta o muy baja, la geminación no tiene lugar aunque las 

demás condiciones sean favorables (Pérez y Martínez, 1994). La mayor parte de 

las semillas requieren para su germinación un medio suficientemente aireado 

que permita una adecuada disponibilidad de O2 y CO2. De esta forma el embrión 

obtiene la energía imprescindible para mantener sus actividades metabólicas 

(Azcón-Bieto y Talón, 2008). 

Los procesos metabólicos más estudiados relacionados con la germinación han 

sido la respiración y la movilización de las sustancias de reserva. 

Tres rutas respiratorias, glucólisis, ciclo de las pentosas fosfato y ciclo de Krebs, 

son funcionales en las semillas imbibidas. Estas tres rutas producirán una serie 

de compuestos intermediarios del metabolismo vegetal, así como considerables 

cantidades de energía y poder reductor. El objetivo principal del proceso 

respiratorio es la formación de ATP y pirimidín nucleótidos, necesarios para la 

intensa actividad metabólica que tiene lugar durante la germinación. La semilla 

seca muestra una escasa actividad respiratoria, aumentando el consumo de O2, 

después de iniciada la imbibición. A partir de este momento, el proceso 

respiratorio de las semillas puede dividirse en cuatro fases (Bewley y Black, 

1994): 

Fase I: Se caracteriza por un rápido incremento en la respiración, que 

generalmente se produce antes de transcurridas 12h desde el inicio de la 

imbibición. El aumento en la actividad respiratoria es proporcional al incremento 

de la hidratación de los tejidos de la semilla. El principal sustrato utilizado en esta 

fase es, posiblemente, la sacarosa. 
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Fase II: La actividad respiratoria se estabiliza entre las 12 y 24h desde el inicio de 

la imbibición. Probablemente las cubiertas seminales, que todavía permanecen 

intactas, limitan la entrada de O2. La eliminación de la testa puede acortar o 

anular esta fase. 

Fase III: Se produce un segundo incremento en la actividad respiratoria, que se 

asocia a la mayor disponibilidad de O2, como consecuencia de la ruptura de la 

testa producida por la emergencia de la radícula. Otro factor que contribuye a 

ese aumento es la actividad de las mitocondrias, recientemente sintetizadas  en 

las células del eje embrionario. 

Fase IV: En esta última fase tiene lugar una acusada disminución de la 

respiración, que coincide con la desintegración de los cotiledones, después de 

que han exportado las reservas almacenadas. 

Las semillas contienen cantidades relativamente importantes de reservas 

alimenticias, que permitirán el crecimiento y el desarrollo de la plántula hasta 

que ésta sea capaz de alimentarse por sí misma. Estas reservas se encuentran en 

su mayor parte, formando cuerpos intracelulares que contienen lípidos, 

proteínas, carbohidratos y compuestos inorgánicos (Azcón-Bieto y Talón, 2008).  

El hidrato de carbono de reserva más extendido en las semillas es el almidón, 

que se encuentra formando los gránulos de almidón, los cuales pueden adoptar 

formas características en cada especie (esféricas, poligonales…). En la hidrólisis 

del almidón, sus componentes, la amilosa y la amilopectina, son hidrolizados por 

la α- y β-amilasas para dar glucosa. Los lípidos de reserva predominantes en la 

semilla son los triglicéridos. En la movilización de los lípidos participan tres tipos 

de estructuras, como son los cuerpos lipídicos (en los que se produce la 

degradación de los triglicéridos por parte de las lipasas para producir ácidos 

grasos y glicerol), los glioxisomas (en los que los ácidos grasos se oxidan hasta 

succinato) y mitocondrias (donde se produce la conversión de succinato hasta 

oxalacetato, el cual dará lugar a sacarosa en el citoplasma). Finalmente, la 

hidrólisis de las proteínas de reserva hasta péptidos y aminoácidos, está 
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catalizada por proteasas; estos productos resultantes pueden ser empleados 

para la síntesis de nuevas proteínas o para proporcionar energía mediante la 

oxidación de su esqueleto carbonado en el citoplasma (Azcón-Bieto y Talón, 

2008). 

El endospermo, además de su función como almacén de sustancias de reserva, 

participa en el control de la germinación a través de la secreción de enzimas 

relacionadas con procesos de pérdida de rigidez de la pared celular, eliminando 

la resistencia mecánica de la capa del endospermo que dificulta la emergencia 

radicular (revisado en Bewley, 1997). 

4.-  Ácido abscísico. 

 

El ácido abscísico (ABA) es un sesquiterpeno derivado del ácido mevalónico, con 

actividad hormonal y que se encuentra en todas las plantas superiores y en todos 

los tejidos vegetales. Como todas las sustancias reguladoras del crecimiento 

vegetal, regula procesos importantes del desarrollo de las plantas como la 

síntesis de proteínas y lípidos de reserva, la tolerancia a la desecación de la 

semilla, la adquisición de la dormición, el paso del estadio embrionario al 

germinativo y del vegetativo al reproductivo; es además responsable del cierre 

de estomas y media las respuestas fisiológicas frente  diversos estímulos 

abióticos, como la sequía, el frío o la salinidad, y bióticos como patógenos (Busk y 

Pages, 1998; Finkelstein et al., 2002). La percepción  de esta hormona parece 

producirse tanto extracelularmente como en el citoplasma celular, existiendo 

procesos como la represión de la inducción de las α-amilasas por GA, que sólo 

ocurre  cuando el ABA es extracelularmente percibido (Allan et al., 1994; 

Anderson et al., 1994, Gilroy y Jones, 1994; Scwartz et al., 1997).  

Además, el ABA influye en diversos aspectos del desarrollo vegetal 

interaccionando con otras fitohormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas 

y etileno (Beaudoin et al., 2000). Para entender cómo el ABA regula estos 

procesos es muy importante conocer la regulación de su metabolismo así como 
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los mecanismos por los cuales una variación en su concentración se traduce en 

una respuesta fisiológica.  

4.1. Efectos fisiológicos del ABA. 

 

El ABA participa en la regulación de muchos aspectos del desarrollo de la planta 

tales como la embriogénesis, la maduración, la dormición y la germinación de las 

semillas, principal tema de estudio de esta memoria y al que se dedicarán los 

siguientes apartados. Además, esta hormona ejerce un papel muy importante en 

el control de las respuestas frente a estreses ambientales, tanto bióticos (ataque 

de patógenos y heridas provocadas por insectos) como abióticos (sequía, 

estreses osmóticos y tolerancia a bajas temperaturas) (revisado en Finkelstein et 

al., 2002). Ante este tipo de condiciones puede desarrollar una doble función, 

por un lado, inhibiendo el crecimiento en presencia de estreses (asociado a un 

incremento en el nivel de ABA), y por otro, promoviendo el desarrollo en 

ausencia de estreses (asociado a bajos niveles de ABA endógenos). De este 

modo, el ABA podría funcionar de una u otra manera en función de las 

condiciones ambientales y de los factores bióticos y abióticos (Cheng et al., 

2000).  

4.2. El ABA en la embriogénesis. 

 

El contenido de ABA  de las semillas es muy bajo al inicio de la embriogénesis, 

alcanza un  máximo nivel entorno al punto medio del desarrollo y, a 

continuación, cae poco a poco hasta niveles mínimos en la semilla madura. 

Durante el desarrollo embrionario, cesa la división celular, las células empiezan a 

crecer y a acumular sustancias de reserva, y este cambio coincide con un 

incremento en el contenido de ABA en la semilla. Existen  evidencias de que el 

ABA está involucrado en el cese del ciclo celular a través de la inducción de un 

inhibidor de kinasas dependiente de ciclinas, el ICK1 (Wang et al.,1998), y en la 
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inducción de la expresión (o síntesis) de proteínas de reserva (Finkelstein et al., 

2002). 

En muchas especies se producen dos picos en la acumulación de ABA durante la 

formación de la semilla. El primer pico es de origen materno (Fig. I.3), se produce 

al inicio de la fase de desarrollo de la semilla y es importante para prevenir la 

germinación precoz (Karssen et al., 1983; Raz et al., 2001), como se comprueba 

en el mutante vp1 de maíz deficiente en la síntesis de ABA, que es vivíparo 

(Robichaud et al., 1980). El segundo pico de acumulación de ABA tiene origen 

embrionario y es esencial para la inducción de la dormición y la inhibición de la 

germinación (Karssen et al., 1983). En esta etapa de la embriogénesis, el embrión 

pierde hasta un 80% de su contenido en agua y se hace tolerante a la desecación, 

en parte gracias a la síntesis de las llamadas proteínas LEA (late embryogenesis 

abundant). 

Las proteínas LEA (Rock y Quatrano, 1995; Delseny et al., 2001) están altamente 

conservadas en una gran variedad de especies vegetales y tienen la función de 

proteger a las células (membranas y proteínas) frente a los daños que puede 

producir la brusca deshidratación que sufren las semillas en las últimas fases de 

su maduración (Dure et al., 1989). 

Existen varios tipos de proteínas LEA, y entre ellas podemos destacar las 

dehidrinas (DHN), también conocidas como proteínas RAB (Responsive to ABA) o 

LEA II. Estas proteínas, además de en semillas en formación, también se inducen 

en semillas maduras y plantas enteras en respuesta a diferentes tipos de estrés, 

como por ejemplo las proteínas RAB21 o RAB16A-C de arroz (Mundy y Chua, 

1988; Yamaguchi-Shinozaki et al., 1989) o la proteína RAB18 de Arabidopsis 

(Gosti et al., 1995). En Arabidopsis se han clonado numerosas dehidrinas 

(Gilmour et al., 1991; Welin et., al 1994) que, según los elementos conservados 

que contengan, se pueden clasificar en dehidrinas tipo K, SK o YSK. 

Los compuestos de reserva se acumulan durante las fases tardías de la 

embriogénesis. Como los niveles de ABA son todavía altos, la hormona podría 

afectar al transporte de azúcares y aminoácidos, a la síntesis de materiales de 

reserva, o a ambos procesos. 
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Los estudios en mutantes afectados tanto en la síntesis como en la respuesta a 

ABA, demostraron que éste no altera el transporte de azúcares, pero parece 

afectar a la cantidad y composición de las proteínas de reserva en embriones 

cultivados de muchas especies, y así, algunos mutantes deficientes o insensibles 

al ABA tienen reducida la acumulación de dichas proteínas. Sin embargo, la 

síntesis de proteínas de reserva está reducida también en otras semillas 

mutantes que mantienen  altos los niveles de ABA y la respuesta a la hormona, lo 

que indica que el ABA sólo es una de las distintas señales que controlan la 

expresión de los genes de proteínas de reserva durante la embriogénesis. 

El ABA no sólo regula la acumulación de proteínas de reserva durante la 

embriogénesis, también puede mantener el embrión maduro en un estado 

quiescente mientras las condiciones ambientales no sean óptimas para la 

germinación. 

Mediante análisis genéticos se ha demostrado que existen factores de 

transcripción importantes para la expresión génica específica de la semilla, como 

ABI3/VP1, ABI4, ABI5, LEC2 y FUS3 (Fig. I.3) (McCarty et al., 1991; Giraudat et al., 

1992; Lotan et al., 1998; Luerssen et al., 1998; López-Molina y Chua, 2000; Roo et 

al., 2001; Stone et al., 2001). Algunos de ellos regulan la respuesta a ABA 

(ABI3/VP1, ABI4 y ABI5) y otros regulan principalmente la transición de la 

embriogénesis a la germinación (LEC1, LEC2, FUS3), aunque esta distinción no es 

clara, porque ABI3/VP1 también reprime la germinación (Holdsworth et al., 

2001). Se han descrito interacciones genéticas entre los mutantes abi3/vp1, abi4 

y abi5, lo que sugiere que estos 3 factores de transcripción pueden controlar la 

expresión génica específica de semilla o inducible por ABA mediante la formación 

de un complejo transcripcional (Finkelstein y Lynch, 2000). 

 

4.3.- El ABA en la dormición. 

 

Hay considerables evidencias  de que el Ácido Abscísico (ABA) es un importante 

regulador positivo de la inducción y mantenimiento de la dormición en las 

semillas (Kucera et al., 2005, Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006 ). 
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Las evidencias indican el importante papel del ABA en el desarrollo de la 

dormición primaria, ya que las semillas de variedades mutantes de Arabidopsis 

deficientes o insensibles al ABA presentan una dormición reducida o no la 

presentan (Koornneef et al., 1989; Laby et al., 2000; Xiong et al., 2001c). Además, 

la aplicación a las semillas de fluridona (inhibidor de la síntesis de ABA), que 

produce una fuerte reducción de los niveles endógenos de la hormona, evita el 

desarrollo de dormición en distintas especies (Le Page-Degivry y Garello, 1992). 

También el ABA parece ser responsable de la inducción de la dormición 

secundaria, ya que embriones aislados o ejes embrionarios de Chenopodium 

album, Taxus y manzana pueden convertirse en durmientes mediante la 

aplicación exógena de ABA (Karssen, 1968; Le Page-Degivry, 1973a y b; Durand et 

al., 1975). Sin embargo, en otros casos como lechuga, cuyos contenidos en ABA 

son elevados, esta hormona sólo está involucrada en la inducción de la 

 

Figura I.3.- Esquema de las vías de señalización de ABA en el desarrollo de las semillas 
(Adaptado de Finkelstein et al., 2002). 
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dormición secundaria de una manera indirecta, ya que va a inhibir la germinación 

en la fase en que las semillas son sensibles a factores externos, siendo en este 

sentido la acción del ABA comparable a otras condiciones inhibidoras de la 

germinación como pueden ser el estrés osmótico, oscuridad o temperaturas 

supraóptimas (Berrie y Robertson 1976; Bewley, 1980; Karssen, 1982a). 

La regulación de la dormición por ABA también implica la inducción de ciertos 

factores transcripcionales que participan en su control (Fig. I.3), como ABI3/VP1 

de Arabidopsis, que es un factor de transcripción que induce dormición, mientras 

que las proteínas ABI1, ABI2 y ERA1 de Arabidopsis actúan como reguladores 

negativos de la dormición (revisado por Finkelstein et al., 2002). Aunque el 

viviparismo y la dormición son procesos completamente opuestos que afectan al 

mismo órgano y cuyo resultado será que el embrión germine o no germine, los 

factores que regulan estos dos procesos son diferentes incluso en la misma 

especie. 

Algunas semillas pueden perder su dormición mientras se encuentran en estado 

de deshidratación (semilla seca) cuando su actividad metabólica es muy baja. Sin 

embargo, las semillas durmientes imbibidas  presentan una  actividad metabólica 

muy elevada, y en este estado es cuando pueden percibir señales externas (luz, 

frío, tratamientos químicos y hormonales) que pueden romper la dormición. Los 

primeros acontecimientos en este proceso (Fig I.4) son la percepción del 

estímulo por el embrión y la inmediata transducción de la señal que conduce a 

los acontecimientos secundarios y que pueden implicar cambios metabólicos y 

hormonales  que transformarían la semilla  durmiente en no durmiente. 

 

4.4.- El ABA en la germinación. 

 

La germinación comienza con las toma de agua por la semilla (imbibición), que 

sólo tendrá lugar cuando las condiciones ambientales sean favorables y se 

elimine dormición, y termina con la emergencia del eje embrionario en 

dicotiledóneas o de la radícula en monocotiledóneas y gimnospermas. 
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Acontecimientos Primarios Acontecimientos Secundarios Terminación

Percepción y transducción de la
señal que rompe la dormición

Mantenimiento
de la
dormición
(¿controlada
por ABA?)
metabolismo
reprimido

Rotura de
dormición
(¿modulada
por GAs?)
metabolismo
activado

Debilitamien
to de las
envueltas
seminales

Ablandamiento de las
paredes celulares y
elongación de la radícula

Metabolismo germinativo prosigue como en semillas no durmientes
 

 

 

 

Mientras que el ABA mantiene la dormición, las giberelinas son promotoras de la 

germinación, al inducir la síntesis de α-amilasa y de otras enzimas encargadas de 

movilizar las reservas nutritivas (Jacobsen y Beach, 1985). Según la teoría 

generalmente aceptada, el balance GAs/ABA es el mecanismo que regula la 

dormición primaria y germinación de las semillas. Cuando éste es favorable a las 

GAs y la semilla se expone a unos valores óptimos de ciertas condiciones como el 

potencial hídrico del suelo, la disponibilidad de oxígeno, o una temperatura 

adecuada, y se inicia la germinación. En algunas especies, otros estimulantes, 

como el NO3
- y la percepción por el fitocromo de luz roja, pueden colaborar al 

comienzo de la germinación. 

Hay evidencias que sugieren que el ABA afecta a ciertos procesos relacionados 

con la membrana (Van Stevenick y Van Stevenick, 1983), inhibiendo la toma de 

agua durante el crecimiento del embrión por alteración del intercambio iónico 

H+/K+ (Schwartz et al., 1994) y afectando a la elongación de la radícula (Aldasoro 

Figura I.4.- Principales acontecimientos asociados con la ruptura de la dormición en 
semillas Adaptado de Bewley, 1997. 
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et al., 1981). Además, la aplicación exógena de ABA inhibe la germinación de las 

semillas, impidiendo la síntesis de RNAs y proteínas específicas de la germinación 

(Skriver et al., 1991). Por otra parte, el ABA induce la síntesis de nuevos mRNAs 

relacionados con la inhibición de la germinación (Rodríguez et al., 1985; Gómez 

et al., 1988, Colorado et al., 1991) y con las respuestas a condiciones 

desfavorables (Colorado et al., 1994, 1995). Todas estas evidencias demuestran 

la implicación del ABA en la regulación de la expresión génica en semillas y en el 

bloqueo de la germinación. 

En Arabidopsis se han descrito dos puntos de control del proceso germinativo de 

las semillas. El primero se produce en la emergencia radicular y, posteriormente, 

el crecimiento de la plántula se producirá o no según la disponibilidad de agua en 

el medio, lo que representa otro punto de control. Si las condiciones no son 

favorables, el crecimiento queda detenido. El significado biológico de este 

segundo punto de control es aumentar la supervivencia, porque estas semillas 

germinadas con el crecimiento detenido presentan una mayor resistencia a la 

desecación que las plántulas que continúan el proceso. La proteína ABI5 es 

necesaria para que se produzca este bloqueo de la germinación, siendo el ABA 

un regulador de su acumulación, estabilidad y actividad (López-Molina et al., 

2001) (Fig I.5). 

En la germinación, los efectos del ABA son antagonizados por las giberelinas, el 

etileno y los brasionoesteroides, mientras que el ácido jasmónico actúa 

sinérgicamente. Mediante estudios genéticos se han aislado mutaciones que 

eran capaces de revertir a mutantes deficientes en la vía de las giberelinas que 

no permitían la germinación, y que resultaron ser mutaciones que causaban 

deficiencia de ABA (Koornneef et al., 1982). Estudios más recientes han 

demostrado la interacción de ABA con etileno (Beaudoin et al., 2000) y con 

brasinoesteroides (Steber y McCourt, 2001) (Fig. I.5). 
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4.5. El ABA en respuesta a estreses abióticos. 

Los productos proteicos de los genes que se inducen por estrés pueden 

clasificarse en dos grupos: los que protegen directamente del estrés ambiental y 

los que intervienen en la regulación de la expresión génica y en la transducción 

de la señal en respuesta al estrés. Los primeros incluyen proteínas que funcionan 

protegiendo a las células contra la deshidratación, como por ejemplo las enzimas 

que sintetizan moléculas osmoprotectoras (osmolitos), proteínas LEA, 

chaperoninas, proteínas anticongelantes y enzimas destoxificantes. El segundo 

grupo de productos génicos incluye factores de transcripción, proteín-kinasas, 

proteín-fosfatasas y enzimas involucradas en el metabolismo de fosfoinosítidos. 

El ABA también desempeña un papel crucial en la regulación de la respuesta 

vegetal al estrés abiótico. A nivel celular puede promover la tolerancia a algunos 

estreses abióticos como sequía, salinidad y frio  (Finkelstein et al., 2002; 

Nambara y Marion-Poll, 2005).  

Figura I.5.- Esquema de las vías de señalización que interaccionan en la 
germinación mediada por ABA. En naranja se representan los reguladores y en 
negro algunas de las proteínas señalizadoras que participan en el proceso. Las 
flechas indican un efecto activador y las barras un efecto inhibidor. (Adaptado 
de Finkelstein et al., 2002). 
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La síntesis de ABA aumenta en respuesta a sequía, dando lugar al cierre de los 

estomas y por lo tanto, disminuyendo la intensidad de la transpiración. Los 

elevados niveles de ABA provocan un incremento en la concentración de Ca2+ 

citosólico, lo que da lugar a la activación de canales iónicos de membrana 

(Hamilton et al., 2000; Kohler y Blatt, 2002). Esto conduce a una despolarización 

de las células guarda, salida de potasio (K+), pérdida de turgencia y volumen de 

las células guarda, y finalmente, el cierre de los estomas (Blatt et al., 2000). 

Adicionalmente, el ABA también genera un aumento en la producción de H2O2 y 

NO, que actúan como intermediarios promoviendo el cierre estomático (Pei et 

al., 2000; Zhang et al., 2001; García-Mata y Lamattina, 2007; Ribeiro et al., 2009). 

Por lo que se refiere a los mecanismos moleculares que gobiernan esta 

respuesta, se ha observado que en periodos de sequía se activan elementos de 

respuesta a ABA (ABREs) por medio de FTs como los factores de unión a 

secuencias DRE, y finalmente proteínas b-ZIP conducirán a la expresión de 

efectores de tolerancia al estrés generado por sequía como las dehidrinas (Beck 

et al., 2007). En tejidos vegetativos y ante situaciones de bajo potencial hídrico, 

en la planta se produce un incremento en los niveles de ABA de hasta 40 veces. 

Los mecanismos fisiológicos que gobiernan las respuestas de las plantas frente a 

estrés salino son muy semejantes a los que regulan las respuestas a sequía, 

sugiriendo, que ambos estreses deben ser percibidos por la planta como una 

menor presencia de agua (Jakab et al., 2005). Una alta concentración de sal en el 

sustrato provoca una disminución del potencial hídrico, lo que afecta a la 

disponibilidad de agua (Hasegawa et al., 2000). Además del choque 

hiperosmótico y del estrés oxidativo generado (Borsani et al., 2001), también se 

produce toxicidad y una elevada concentración salina en la solución externa de 

las células vegetales (Serrano et al., 1999; Rodríguez-Navarro, 2000). En 

respuesta a estreses osmóticos, muchas especies de plantas acumulan prolina 

(osmolito protector que secuestra radicales libres y que regula el potencial 

redox) debido a la activación de la biosíntesis de ABA y a la inactivación de su 

degradación durante el estrés (Hare et al., 1999).  
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Por lo que se refiere al estrés generado por frío, se sabe que el proceso de 

aclimatación a las bajas temperaturas suele ir acompañado de un periodo de 

crecimiento lento, y a menudo, de dormición. Se ha propuesto que la 

aclimatación y tolerancia a las bajas temperaturas podría estar mediado por un 

incremento en los niveles de ABA endógeno (Mohapatra et al., 1988). Hay varias 

evidencias que respaldan esta hipótesis. Por una parte, el aumento en los niveles 

de ABA endógeno es mayor en las especies más tolerantes al frío, y por otro 

lado, la aplicación de ABA exógeno aumenta la tolerancia al frío en planta adulta, 

en callos de patata y en cultivos celulares de alfalfa (Orr et al., 1985). En este 

sentido, el estímulo de las bajas temperaturas puede ser sustituido por ABA 

exógeno, dando lugar a un incremento en la tolerancia a la congelación en 

muchas especies de plantas (Chen et al., 1983; Palva, 1994). Además, mutantes 

aba y abi deficientes e insensibles a ABA, respectivamente no presentan 

aclimatación a las bajas temperaturas (Heino et al., 1990; Mäntylä et al., 1995). 

Esto sugiere que el ABA juega un papel muy importante en la aclimatación al frío 

y demuestra que la ruta de señalización del ABA es necesaria para la tolerancia a 

la congelación. 

Sin embargo, en el medio natural en el que se desarrollan las plantas, los factores 

ambientales adversos nunca se suelen presentar aislados. Así, por ejemplo, el 

estrés osmótico causado por sequía en verano está generalmente acompañado 

de estrés por alta temperatura, y en muchas ocasiones, las bajas temperaturas 

suelen ir acompañadas de estrés osmótico ante la imposibilidad de tomar y 

transportar agua. Bajo condiciones de estreses simultáneos, los efectos 

negativos y las respuestas adaptativas podrían diferir de aquellas que se derivan 

de estreses aislados. Por lo tanto, es necesario comprender cómo las plantas 

responden a condiciones de estrés combinadas.  

4.6. El ABA en respuestas a estreses bióticos 

Las respuestas de defensa de la planta frente al ataque de microorganismos 

patógenos son el resultado de una serie de cambios coordinados a nivel celular, 

regulados por una intrincada red de señalización hormonal. En este punto, el 
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ABA emerge como un importante regulador de las respuestas frente a estreses 

bióticos, existiendo en ocasiones una correlación negativa entre los niveles de esta 

hormona y la resistencia al ataque de algunos patógenos, mientras que en otros 

casos regula positivamente la activación de este tipo de respuestas (revisado en Ton 

et al., 2009). Así, se sabe que algunas bacterias usan los estomas como vía de 

entrada al interior de la planta y en este punto, la regulación del cierre estomático 

por ABA representa una importante barrera pre-invasiva frente al ataque de algunos 

patógenos virulentos (Melotto et al., 2006). 

Una vez que el invasor ha penetrado en el interior de la planta, el papel del ABA 

puede variar en función de muchos factores. Así, frente al ataque de algunos tipos 

de bacterias se observa una mayor deposición de callos en los mutantes insensibles 

a ABA abi1-1 y abi2-1, lo que pone de manifiesto una regulación negativa del ABA en 

este tipo de respuesta (Torres-Zabala et al., 2007), aunque también se ha 

comprobado que esta fitohormona puede estimular la deposición de callosa como 

respuesta frente al ataque de patógenos como Plectosphaerella cucumerina y 

Alternaria brassicicola (Ton y Mauch-Mani, 2004).  

 

5.- MECANISMO DE ACCIÓN DEL ABA. TRANSMISIÓN DE SEÑALES. 

 

Las hormonas vegetales forman parte de vías de transducción de señales. Su 

acción estimula el crecimiento y desarrollo desencadenando la transcripción 

genética y otras actividades celulares. 

Los  organismos eucarióticos, y entre ellos las plantas, han desarrollado 

complejos patrones de expresión génica que varían a lo largo de su ciclo de vida 

y en respuesta a las señales de su entorno. El control transcripcional es el 

mecanismo más importante por el cual se regulan los niveles, momento y tejido 

en que un gen se expresa. 

El mecanismo de acción de una hormona se define como la reacción primaria 

capaz de iniciar una serie de eventos moleculares que, en última instancia, 

conducen a un efecto fisiológico apreciable. Por tanto, la célula debe estar 
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programada para responder a las señales hormonales (mensajeros primarios) 

mediante mecanismos específicos. 

 

5.1.- Mecanismo general de transmisión de señales. 

 

El mecanismo de acción hormonal tiene lugar mediante una conexión estímulo-

respuesta, que puede dividirse en 3 fases, la percepción de la señal (mensajero 

primario) por la célula, la generación y transmisión de la señal (transducción) y 

finalmente la activación de un cambio bioquímico (respuesta). 

El conjunto de estos tres procesos constituye la denominada cadena de 

percepción y transducción de la señal, que requiere el reconocimiento del 

mensajero primario por un receptor y la actuación de una serie de moléculas 

(segundos mensajeros) capaces de transmitir la señal que activará la respuesta. 

Ya se han identificado algunos de estos elementos que constituyen las rutas de 

transmisión de señales hormonales mediante aproximaciones genéticas y 

moleculares, y también se han caracterizado algunos de los genes que los 

codifican. 

Esta serie de señalización es la vía que utilizan las plantas para responder a todos 

los estímulos, tanto externos (luz, temperatura, etc.) como internos (hormonas, 

péptidos, oligosacarinas, etc.), que modulan su desarrollo. 

Las propiedades fundamentales de la cadena de transducción son: rapidez, 

sensibilidad y especificidad. Todas estas propiedades están, a su vez, controladas 

por la interacción de una red de elementos que actúan de forma positiva o 

negativa. Por tanto, los sistemas de transmisión de señales no deben ser 

contemplados como meras cadenas lineales de causa-efecto (revisado por 

Segura, 2000), sino que son la consecuencia de una compleja red de 

interacciones entre distintas rutas de señalización. Diversos estímulos provocan 

una activación asimétrica de estas redes señalizadoras complejas, y el balance 

final de interacciones entre las mismas es el que determina las respuestas 

específicas al estímulo inicial (Lorenzo y Solano, 2004). 



                          INTRODUCCIÓN 

 
35 

Análisis bioquímicos, y genéticos, han mostrado que tras la unión del ABA al 

receptor comienza la cascada de transducción de la señal hormonal, en la que 

participan diversos componentes como proteínas G, fosfolipasas, segundos 

mensajeros (Ca2+, IP3…), proteín-fosfatasas, proteín-kinasas y FTs (Finkelstein et 

al., 2002; Assmann, 2004). En la figura I.6 tomada de A. Fernández Tesis D, 2010 

aparecen representados los componentes implicados en la ruta de señalización 

del ABA así como su localización intracelular. 

Las proteínas G pertenecen a la familia de las GTPasas, diferenciándose dos tipos 

en plantas: triméricas y monoméricas. Dentro de la primeras, hay que destacar 

que la pérdida de función de la subunidad α (GPA1) afecta a la ruta de 

señalización del ABA y de las auxinas (Ullah et al., 2001; Wang et al., 2001). Por lo 

que se refiere a las proteínas G monoméricas (denominadas proteínas Rop o 

AtRACs en Arabidopsis), se conocen 11 miembros y 4 grupos distintos; de ellas, 

ROP9 y ROP10 regulan negativamente la percepción del ABA durante la 

germinación y crecimiento de las plantas. En este mismo sentido, ROP2 regula 

negativamente los efectos del ABA en la semilla (Li et al., 2001). 

En cuanto a los segundos mensajeros, se ha observado que tras un tratamiento 

exógeno con ABA se produce un aumento de Ca2+ y ácido fosfatídico en la célula. 

Además, otros segundos mensajeros como las especies reactivas de oxígeno (ROS), 

óxido nítrico (NO) y fosfolípidos como el fosfatidilinositol 3-fosfato o el inositol-

trifosfato (IP3), están implicados en la regulación de los niveles de Ca2+ (Fan et al., 

2004; Israelsson et al., 2006). El pH es otro factor que podría actuar como segundo 

mensajero en la señalización del ABA. En concreto, se sabe que participa en el cierre 

estomático de las células guarda mediado por ABA a través de un descenso en los 

niveles de K+ citosólico, provocado por un incremento en la actividad del canal de 

salida de K+ (GORK) y una disminución en su entrada (Grabov y Blatt, 1998).   
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Después de la actuación de los segundos mensajeros, interviene una compleja red 

de reguladores positivos y negativos, principalmente proteín-kinasas y proteín-

fosfatasas, así como un gran número de FTs. Estos dos últimos componentes 

moleculares se estudiarán en mayor profundidad en los apartados 5.2.1 y 5.2.2 de 

esta introducción, respectivamente. 

Diferentes investigaciones han revelado la conexión entre las PP2Cs y las proteín-

kinasas (PK), particularmente con SnRK2 y SnRK3. Así, se ha observado que SnRK2 

participa en el cierre estomático regulando la expresión de genes inducidos por ABA 

y en las respuestas a estrés durante la germinación (Yoshida et al., 2002, 2006; Fujii 

et al., 2007). El descubrimiento de OST1 (Open stomata 1)/SRK2E/SnRK2.6, como un 

 

Figura I.6.- Receptores e intermediarios de la señalización del ácido abscísico (ABA). 

El ABA se une a los receptores (GTG1/GTG2, PYR1/PYL-RCAR), poniendo en 

funcionamiento un intrincado mecanismo de señalización, en el que participan 

proteínas G, fosfolipasas (PL) y segundos mensajeros que interaccionan con proteín-

kinasas (PKs) y proteín-fosfatasas de tipo 2C (PP2Cs), que a su vez modifican FTs, 

activando o reprimiendo genes de respuesta a ABA. Tomada de A Fernández Tesis D, 

2010. 
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elemento clave en la apertura estomática en respuesta a ABA y que interacciona 

directamente con la proteína ABI1, puso de manifiesto una compleja conexión entre 

PP2C y SnRK2. Para que se produzca la activación de esta kinasa, es necesaria la 

fosforilación de algunos residuos de Ser/Thr, sugiriendo que otras kinasas podrían 

actuar aguas arriba de SnRK2 en la señalización del ABA. Por otro lado, puesto que 

otros residuos aminoacídicos podrían ser autofosforilados (Belin et al., 2006), y que 

algunos estímulos gobernarían esta autofosforilación, se cree que las PP2Cs podrían 

regular la fosforilación de estos residuos (Figura I.5). En otros estudios donde se 

analizó el triple mutante knockout en las tres proteínas que integran la  subclase III 

de la familia SnRK2 (SnRK2D, SnRK2E y SnRK2I), se pudo comprobar como la 

inactivación de estas proteín-kinasas conducía a fenotipos de insensibilidad a ABA y 

ausencia de actividad ABA-kinasa, lo que indica que las SnRK2s desarrollan un papel 

fundamental en las respuestas mediadas por ABA (Umezawa et al., 2009). 

En los últimos años, se han encontrado evidencias de la implicación del ABA en el 

metabolismo del RNA. Alteraciones en los componentes que participan en el 

procesamiento del RNA, incluido el transporte desde el núcleo hasta el citoplasma y 

su degradación, dan lugar a cambios en las respuestas a ABA. Así, modificaciones en 

el complejo CBC (Cap Binding Complex) de unión al extremo 5´ del RNA, dan lugar a 

fenotipos de hipersensibilidad a ABA (Hugouvieux et al., 2001; Papp et al., 2004). 

Tambien se ha comprobado que el ABA modula la expresión de los genes más 

abundantes, y para ejercer los cambios en su expresión, podría requerir de una 

regulación muy exhaustiva del procesamiento del RNA (Nemhauser et al., 2006). Por 

lo tanto, defectos en el funcionamiento de la expresión génica o en la regulación 

post-transcripcional podrían alterar las respuestas a ABA.  

5.2.- Fosforilación/desfosforilación de proteínas. 

 

Después de la actuación de los segundos mensajeros, interviene una compleja 

red de reguladores positivos y negativos, principalmente proteín-kinasas y 

fosfatasas, así como un gran número de factores de transcripción. 

La fosforilación/desfosforilación de proteínas reguladoras y enzimas es el 

principal mecanismo de transmisión de señales hormonales y ambientales desde 
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el exterior al interior celular, por el que se regulan numerosos procesos del 

crecimiento, el metabolismo y la diferenciación, tanto en animales como en 

plantas (Huber et al., 1994; Trewavas y Malho, 1997). En plantas, esta 

fosforilación proteica ha sido implicada en respuestas a muchas señales, 

incluyendo luz, hormonas o ataques de patógenos, entre otras (Trewavas, 2002). 

En el caso de las hormonas vegetales, desempeña un papel fundamental en la 

percepción y transmisión de la señal del etileno (Chang et al., 1993; Ecker, 1995; 

Bleecker y Kende, 2000) y del ABA (Campalans et al., 1999; Iten et al., 1999). 

También se ha demostrado que es un mecanismo muy importante en la 

regulación de la dormición de semillas (Trewavas, 1988; Iten et al., 1999; Lu et 

al., 2002). 

La fosforilación y desfosforilación de proteínas es un proceso reversible 

catalizado por proteín-kinasas (PKs) y proteín-fosfatasas (PPs) (Figura I.6). 

Supone una modificación postraduccional común a muchas moléculas de 

proteínas y puede ser considerada como un mecanismo de 

activación/inactivación en la regulación de distintas actividades celulares. Esta 

transferencia o eliminación del grupo fosfato puede tener profundos efectos en 

la estructura y en las propiedades funcionales de las proteínas. Así, la 

fosforilación puede regular la actividad enzimática por provocar cambios 

alostéricos que bloquean directamente el acceso a los sitios activos (Johnson y 

O´Reilly, 1996), regular la interacción entre proteínas que funcionan en forma de 

complejo (Pawson, 1995), o ser necesarias para la especificidad de actuación en 

un sitio específico de la célula, por lo cual tiene una gran importancia en la 

regulación de muchos procesos celulares, entre ellos, procesos metabólicos, 

progresión del ciclo celular, transporte iónico, control del desarrollo y respuestas 

a estreses.  

5.2.1.- Proteín-kinasas (PKs). 

 

Las proteín kinasas catalizan la transferencia del grupo γ-fosfato desde el ATP a 

determinados de modificación covalente ocurre normalmente en residuos de 

serina, treonina y tirosina, aunque también se ha descrito fosforilación de 
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residuos de histidina, por lo que este tipo de proteínas se ha clasificado en 

serina/treonina proteína kinasas, tirosina proteína kinasas o histidina proteína 

kinasas, pero además, algunas de ellas poseen una actividad dual, tanto 

serina/treonina como tirosina proteína quinasa.aminoácidos de otras proteínas. 

Normalmente presentan una especificidad por el sustrato mayor que las proteín 

fosfatasas. En eucariotas, este tipo  

 

 

 

 

 

Las proteín kinasas son una de las mayores familias proteicas en eucariotas, 

representando cerca del 2% de los genes (Stone y Walter, 1995). Tienen un 

dominio catalítico muy conservado de entre 250 y 300 nucleótidos, que adopta 

estructuras similares cuando están activas, sin embargo, las estructuras 

cristalinas de las kinasas inactivas han revelado una plasticidad destacable en el 

dominio quinasa, que permite la adopción de distintas conformaciones en 

respuesta a las interacciones con otras proteínas o dominios reguladores 

específicos (Huse y Kuriyan, 2002). 

Las proteín kinasas participan en la mayoría de las rutas de señalización, donde la 

regulación de su actividad catalítica es crucial para el desarrollo y mantenimiento 

de los organismos eucarióticos, adquiriendo especial importancia en las 

Figura I.7.- Mecanismo básico de fosforilación/ desfosforilación de proteínas. 
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respuestas de las plantas a estímulos externos, como los diferentes estreses 

bióticos y abióticos (Peck, 2003). 

Se han descrito diversas PKs inducidas por ABA que parecen estar relacionadas 

con algunos de los procesos del desarrollo en los que participa esta hormona. 

Una de las primeras fue la denominada PKABA1, aislada de embriones de trigo 

(Anderberg y Walter-Simmons, 1992), regulada a nivel transcripcional por ABA, 

estrés térmico, hídrico y salino (Holappa y Walter-Simmons, 1995). Esta PK actúa 

fosforilando un factor de transcripción tipo bZIP (TaABF) de trigo (Johnson et al., 

2002), dando lugar a la represión de genes inducidos por GAs y a la activación de 

genes inducidos por ABA (Gómez-Cadenas et al., 1999; 2001). Por otra parte, se 

han caracterizado otras proteínas similares a PKABA1 en diferentes especies 

como Arabidopsis (ASK1 y ASK2) (Park et al., 1993), soja (SPK-3 y SPK-4) (Yoon et 

al., 1997), trigo (TaPK3) (Holappa y Walker-Simmons, 1998) o tabaco (WAPK) 

(Lee et al., 1998), que tienen en común la presencia de una serie de aminoácidos 

ácidos en el extremo carboxi-terminal, lo que puede implicarlas en las respuestas 

al estrés ambiental.  

Finalmente, se ha observado que algunos miembros de la familia de 

serina/treonina proteín kinasas como CDPK (proteín kinasas dependientes de 

calcio), MAPK (proteín kinasas dependientes de nitrógeno) y SnRK (proteín 

kinasas relacionadas con SNF1) interaccionan in vitro con varios factores de 

transcripción tipo bZIP, como AREB/ABF/ABI5 (Choi et al., 2005; Kobayashi et al., 

2005; Furihata et al., 2006; Chae et al., 2007; Fujii et al., 2007). La fosforilación de 

estos factores de transcripción se correlaciona con su actividad y la mayoría de 

las proteín kinasas que participan en estos procesos son reguladores positivos 

tanto del ruta de señalización del ABA como de la dormición (Fujii et al., 2007). 

5.2.2.- Proteín-fosfatasas (PPs). 

 

Las otras enzimas implicadas en la fosforilación reversible de proteínas son las 

proteín-fosfatasas, que catalizan la liberación del grupo fosfato en residuos de 

serina, treonina y tirosina y restauran la proteína a su estado original 
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desfosforilado (Figura I.7). Constituyen un complejo grupo de proteínas, 

altamente conservadas a lo largo de la evolución, que muestran diversidad 

estructural y funcional, y regulan diversas funciones celulares relacionadas con el 

metabolismo y con el control del ciclo celular. 

Según los residuos que desfosforilan, existen dos tipos principales, 

serina/treonina proteín-fosfatasas (PPs) y tirosina proteín-fosfatasas (PTPs), y 

otro tipo aún muy poco estudiado en plantas, histidina proteín-fosfatasas (PHP) 

(Figura I.8). En algunos casos, se ha demostrado una especificidad dual 

serina/treonina y tirosina proteín-fosfatasas, al igual que ocurre con las proteín-

kinasas. 

Las serina/treonina proteín-fosfatasas (PPs) se clasifican según su especificidad 

por el sustrato, sus requerimientos iónicos y su sensibilidad a distintos 

inhibidores, en fosfatasas PP1, PP2A, PP2B y PP2C.  

Por su relación filogenética, las PP1, PP2A y PP2B se agrupan bajo el nombre 

genérico de PPPs y comparten una región catalítica común de unos 280 

aminoácidos, mientras que las PP2Cs y las PTPs presentan muy poca relación con 

ellas (Cohen, 1997). Las PPPs son las enzimas conocidas mejor conservadas a lo 

largo de la evolución (Orgad et al., 1990). Las PP1 y 2A se diferencian del resto de 

proteín-fosfatasas por su preferencia por la fosforilasa kinasa como sustrato y 

porque no necesitan de cationes divalentes para ser activas, lo que si ocurre con 

las PP2B y PP2C, que requieren Ca2+ y Mg2+ respectivamente (Guo y Roux, 1996). 

A su vez, las PP1 se van a diferenciar de las PP2A por su distinta sensibilidad a 

determinados inhibidores. Las PP1 son aproximadamente 10 veces más sensibles 

al ácido okadaico que las PP2A, la cantaridina inhibe sólo a las PP2A y las PP2C 

son insensibles a estos inhibidores, son dependientes de Mg2+ y se incluyen 

dentro de la familia PPM. 

 

Proteín-fostatasas de tipo 2C. 

 

Las proteín-fosfatasas proporcionan reversibilidad a los mecanismos de 

fosforregulación, gobernando de este modo un amplio espectro de procesos en 
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Arabidopsis como el transporte de auxinas y la señalización del ABA (Wang et al., 

2007). 

Mientras que en otros seres vivos el número de PP2Cs es muy reducido (en 

humanos únicamente se ha identificado 15, 10 en mosca, 8 en lombriz y 7 en 

levaduras), en Arabidopsis se han identificado 76 genes que codifican PP2Cs. Esta 

elevada diversidad podría poner de manifiesto una mayor variedad funcional de 

las PP2Cs en plantas que en otros organismos eucariotas.  

 

 

 

 

 

 

Una de las características más importantes de las PP2Cs es la presencia de 11 

subdominios dentro del dominio catalítico. A pesar de que dicho dominio puede 

presentarse tanto en el extremo carboxi-terminal (C-terminal) como en el 

extremo amino-terminal (N-terminal), en la mayoría de las PP2Cs (44 de 76) se 

encuentra localizado en el extremo C-terminal de la proteína. Todo ello podría 

influir tanto en la regulación funcional de la proteína como en la especificidad 

por su sustrato. 

Figura I.8. Familias de proteín-fosfatasas. PPP, fosfoproteín-fosfatasas; PPM 
proteín-fosfatasas dependientes de metales iónicos; PTP tirosina proteín-
fosfatasas; DSP fosfatasas duales específicas; PHP histidina proteín-fosfatasas.  
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En Arabidopsis las 76 PP2Cs se clasifican en 10 grupos (A-J). Dentro del grupo A 

se encuentran proteín-fosfatasas implicadas en la regulación de la ruta de 

señalización del ABA tales como ABI1, ABI2, HAB1 (Homology to ABI1 and ABI2) y 

AtPP2CA. Diversos análisis genéticos han revelado que todas ellas actúan como 

reguladores negativos de esta ruta de señalización, interaccionando e inhibiendo 

a las proteín-kinasas SnRK2s (Park et al., 2009). Así, mutantes de pérdida de 

función de estos genes muestran fenotipos similares de hipersensibilidad a ABA, 

mientras que mutaciones dominantes hipermórficas provocadas por 

sustituciones equivalentes de glicina (G) por aspártico (D) en el dominio catalítico 

de la proteína (ABI1G180D, ABI2G168D, HAB1G246D), provocan fenotipos de 

insensibilidad en diversas respuestas mediadas por ABA (Koornneef et al., 1984; 

Robert et al., 2006).     

A pesar de conocerse la función represora de algunas de las PP2Cs en la ruta de 

señalización del ABA, se desconocía el mecanismo mediante el cual se llevaba a 

cabo esta regulación. Sin embargo, trabajos publicados  revelan como se produce 

este control, describiendo la superfamilia de 14 proteínas denominadas 

PYR1/PYL-RCAR con capacidad de unión al ABA (Ma et al., 2009; Park et al., 

2009). Tales proteínas actúan como receptores, interaccionando con las PP2Cs e 

inhibiendo su función represora de una manera dependiente ABA. Otros estudios 

adicionales realizados con esta familia de proteínas han logrado establecer un 

modelo de señalización de la ruta del ABA in vitro, en la que participarían los 

receptores (PYR1/PYL-RCAR), proteín-fosfatasas (PP2Cs), proteín-kinasas (SnRKs) 

y factores transcripcionales (ABFs/AREBs) (Fujii et al., 2009; Umezawa et al., 

2009). En presencia de ABA Las proteínas PYR1/PYL-RCAR (PYR1 y PYL2) son 

capaces de revertir los efectos represores de las PP2Cs (ABI1, ABI2 y HAB1), 

inhibiendo la interacción entre las PP2Cs y las SnRKs (SnRK2.2, SnRK2.3 y 

SnRK2.6), de modo que las proteín-kinasas podrían fosforilar los factores 

transcripcionales ABFs induciendo la expresión de genes de respuesta a ABA 

tales como RD29B (Responsive to Dehydration 29B) (Fujii et al, 2009; Nakashima 

et al., 2009; Umezawa et al., 2009) (Figura I.5). Sin embargo, mutaciones 

dominantes en el dominio catalítico de las PP2Cs, tales como abi1-1 o abi2-1, 
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impiden que se produzca la unión entre las proteínas PYR1/PYL-RCAR y las PP2Cs, 

de modo que estas últimas desfosforilan constitutivamente a las SnRKs, 

generando fenotipos de insensibilidad a ABA. 

También se ha establecido el modo de interacción entre ABA y estos receptores. 

El ABA provoca cambios conformacionales en las proteínas PYR1/PYL/RCAR, 

permitiendo su unión con las PP2Cs a través del centro activos de éstas, 

inhibiendo de este modo su actividad fosfatasa (Melcher et al., 2009; Miyazano 

et al., 2009; Yin et al., 2009). En presencia de la hormona, se produce el cierre de 

dos dominios ß–loop altamente conservados presentes en las proteínas 

receptoras y que actúan como “puerta de entrada” para el ligando, provocando 

la formación de un punto de unión con las PP2Cs (gate-latch interface)(Melcher 

et al., 2009). 

 

 

 

 

5.3. Factores transcripcionales. 

Del mismo modo que ocurre en otras rutas de señalización, las respuestas a ABA 

conducen a cambios en la expresión génica. Los elementos reguladores responsables 

de estos cambios han sido identificados a través de aproximaciones genéticas y 

bioquímicas, identificándose diferentes clases de factores trans implicados en la 

regulación transcripcional de la respuesta a ABA, entre los que se encuentran 

Figura I.9. Modelo esquemático de la interacción entre PYL/RCAR –ABA-PP2C. 
Modelo adaptado de Ken-Ichi.M., et al 2009. 
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proteínas bZIP (Leucine Zipper Basic), proteínas con dominio B3, AP2/EREBP, 

MYC/MYB y proteínas con homeodominio junto a una cremallera de leucina (HD-Zip) 

(Finkelstein et al., 2002). Las secuencias reguladoras más comunes que confieren 

especificidad de respuesta a ABA son los elementos de respuesta a ABA G-box 

(ABRE, ABA-Responsive Element) reconocidos por factores transcripcionales de la 

familia b-ZIP, secuencias ricas en GC presentes en elementos de respuesta a sequía 

(DRE, Dehydration-Responsive Element) y CEs (Coupled Elements) reconocidos por 

proteínas de la familia APETALA2 (AP2) o elementos RY/Sph a los que se unen 

proteínas con dominio B3. Además, muchos genes regulados por ABA contienen 

lugares de unión para FTs de la familia MYB y MYC. De igual forma, miembros 

específicos de las familias de proteínas HD-ZIP (Homeodomain-leucine zipper), NAC 

(No apical meristem/Ataf/CupShaped cotyledons), WRKY, bHLH (Non MYC basic 

helix-loop-helix) y dedos de Zn también participan en algunas respuestas a ABA. 

Se han encontrado 81 genes que codifican FTs bZIP (aunque probablemente gran 

parte de ellos no estén implicados en la señalización del ABA), entre los que se 

encuentra ABI5 (ABA insensitive 5) (Finkelstein y Lynch, 2000; Uno et al., 2000) 

relacionado con la regulación de la germinación, crecimiento vegetativo y respuestas 

a sequía mediadas por ABA. La familia B3 incluye los FTs ABI3/VP1 (ABA insensitive 

3/Viviparous1), implicados en la regulación de genes inducidos por ABA (como 

RAB18) y en las respuestas a ABA relacionadas con la maduración de semillas y 

crecimiento de la raíz (Nakamura et al., 2001), y finalmente, los FTs FUS3 (Fusca 3) y 

LEC2 (Leafy cotyledon 2) que participan también en el desarrollo de las semillas 

(revisado en Suzuki y McCarty, 2008). Dentro de la familia AP2/EREBP cabe destacar 

la proteína ABI4 (ABA insensitive 4) necesaria para que se produzca la respuesta a 

ABA. El mutante abi4 presenta insensibilidad a ABA y es resistente a concentraciones 

elevadas de azúcar y sal durante la germinación de semillas (Soderman et al., 2000). 

Se han encontrado dos proteínas pertenecientes a las familias MYB y MYC (AtMYB2 

y AtMYC2, respectivamente) implicadas en el control de las respuestas a estrés 

hídrico reguladas por ABA (Abe et al., 2003; Lorenzo et al., 2004). También se han 

identificado varios genes con dominio NAC como ANAC019, ANAC055, ANAC072 y 

ATAF1 inducidos por sequía, salinidad y ABA, y cuyos productos génicos se unen a 
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secuencias específicas de genes de respuesta a estreses como ERD1  (Tran et al., 

2004; Lu et al., 2007). 

Los genes regulados por ABA presentan secuencias reguladoras para varios FTs y las 

respuestas a ABA generalmente dependen de la presencia de al menos una 

secuencia ABRE y CEs. Además, algunas familias de FTs como los NAC son capaces de 

formar dímeros entre sí para llevar a cabo la regulación transcripcional de los genes 

de respuesta a ABA, mientras que otros miembros específicos de distintas familias 

como los bZIPs y factores con dominio B3, así como los factores bZIPs y DREBs, 

presentan interacciones sinérgicas o forman parte de un complejo transcripcional 

(Nakamura et al., 2001; Takasaki et al., 2010).   
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Existen numerosas evidencias de que el ácido abscísico (ABA) está implicado en 

el control de un amplio rango de procesos fisiológicos esenciales para el 

crecimiento y desarrollo de la planta, siendo una de sus principales funciones  la 

regulación de los procesos de desarrollo, dormición y posterior germinación de 

las semillas (McCarty, 1995; Quatrano,1983). 

Los eventos de fosforilación/desfosforización de proteínas juegan un papel 

crucial en la señalización de esta hormona, implicando una compleja red de 

kinasas y fosfatasas. Las proteín-fosfatasas de tipo 2C (PP2C) pertenecen al grupo 

de serina /treonina proteín- fosfatasas que se han relacionado con las respuestas 

a estrés en hongos y animales, y en plantas, además, con la señalización del 

(ABA). 

Durante los últimos años se han identificado diversos reguladores negativos de la 

ruta de señalización del ABA, entre los que destacan las PP2Cs, como ABI1, ABI2, 

PP2CA y HAB1 descritas en  Arabidopsis (Gosti et al., 1999; Merlot et al., 2001; 

Sáez et al., 2004) y FsPP2C1 en Fagus sylvatica (González-García et al., 2003). 

El análisis funcional mediante la sobreexpresión en Arabidopsis de la FsPP2C1 

aislada de Fagus  sylvatica (Lorenzo et al., 2001) ha demostrado la importancia  

de  esta PP2C en la señalización del ABA en ambas especies y la conservación de 

esta ruta  de señalización en dos especies vegetales tan alejadas evolutivamente 

(González-García et al., 2003). 

En estudios previos sobre la FsPP2C1 de haya, se utilizaron las herramientas 

genéticas disponibles en Arabidopsis, obteniendo plantas transgénicas que 

sobreexpresan la región codificante de FsPP2C1, mediante las cuales se 

comprobó  que las líneas que expresan el transgén, presentan semillas con una 

reducida dormición e insensibilidad al ABA en la germinación, similar a la de los 

mutantes abi (insensibles al ABA). Además, la sobreexpresión de FsPP2C1 

reprime la expresión de genes inducibles por ABA (González-García et al., 2003). 
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OBJETIVOS 

El objetivo principal será identificar y caracterizar proteínas que interaccionen 

con PPs de tipo 2C (PP2C- IP) dado que existen muy pocos datos disponibles de 

posibles sustratos, activadores e inhibidores de este tipo de fosfatasas. 

Para ello se seguirán los objetivos concretos que se detallan a continuación: 

1° Análisis de las interacciones proteína-proteína. Para completar la 

caracterización molecular y bioquímica de FsPP2C1, se analizarán las 

interacciones directas de la proteína completa con posibles sustratos u otras 

proteínas reguladoras, mediante la técnica de doble híbrido en levadura. Del 

mismo modo, se comprobará su interacción  “in planta” mediante 

complementación bimolecular fluorescente (BiFC). 

2° Expresar los clones de las proteínas seleccionadas en E. coli como proteínas de 

fusión, para determinar su funcionalidad como sustratos o modificadores de la 

actividad de la proteín-fosfatasa FsPP2C1. 

3° Estudios de expresión y localización subcelular de los clones seleccionados. 

4° Análisis funcional del clon seleccionado en la regulación de la dormición, 

germinación y otras respuestas mediadas por ABA, mediante la obtención de 

plantas sobreexpresoras y de pérdida de función en Arabidopsis. 

5° Caracterización fenotípica y molecular en las plantas de ganancia y pérdida de 

función en la dormición, germinación y respuestas a estrés. 

 

La memoria que se expone a continuación, recoge el material, instrumentación y 

metodología empleados y los resultados obtenidos junto con la discusión de los 

mismos. 



 

 

 

MMAATTEERRIIAALLEESS  YY  TTÉÉCCNNIICCAASS  
 



 

 

      MATERIALES Y TÉCNICAS 

52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

      MATERIALES Y TÉCNICAS 

53 

1.- MATERIAL BIOLÓGICO UTILIZADO. 

 

1.1.- Semillas. 

En la realización de este trabajo se han utilizado semillas de los ecotipos 

Columbia y Enkheim de Arabidopsis thaliana (Col-0, Ein2-5), que forman parte de 

la colección del Arabidopsis Information Service, que  tiene su origen en las 

estirpes de Arabidopsis thaliana recolectadas por F. Laibach desde principios de 

siglo pasado y que era conocida como “la colección estándar de razas naturales 

de Laibach”. Dicha colección fue mantenida en el Instituto de Agronomía y 

Cultivos Vegetales de Gottigen (Alemania), donde fue progresivamente ampliada 

mediante donaciones de otros investigadores (Röbbelen, 1965). Su custodia y 

mantenimiento fueron realizados a partir de 1975 por A. R. Kranz en el Botanical 

Institute de la Universidad Johann Wolfgang Goethe de Frankfurt en Alemania 

(Kranz, 1976), estando actualmente depositada y distribuída por otros centros 

como el NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre) o el ABRC (Arabidopsis 

Biological Resource Center). Además, hemos utilizado semillas mutantes 

insensibles al ABA como abi1-1 y al etileno como ein2-5 (que nos sirvieron como 

controles en los experimentos de germinación, sensibilidad al ABA  y al etileno, 

respectivamente, y pérdida de humedad), semillas mutantes por inserción de T-

DNA para el gen PYL8/RCAR3 utilizadas en el análisis de pérdida de función, así 

como tres líneas transgénicas sobreexpresoras del gen FsPP2C1. Obtenidas 

mediante la expresión constitutiva bajo el control del promotor 35S (35S:FsPPC1; 

González-García et al., 2003). 

1.2.- Microorganismos. 

En este trabajo se han utilizado los microorganismos Escherichia coli y 

Agrobacterium tumefaciens, cuyas cepas bacterianas y características más 

relevantes se detallan en la tabla M.1 
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Tabla M.1.- Cepas de Escherichia coli  y estirpe de Agrobacterium tumefaciens. 

 

L

e

v

a

d

u 

1.3.-Vectores empleados. 

Los vectores utilizados en este trabajo, junto con sus características más 

destacables y el mapa correspondiente, se detallan en la tabla M.2 y en la figura 

M.1 

Tabla M.2.- Plásmidos. 

 

 

 

Cepa Referencia/origen Uso 

DH5α (E. coli) 
 

Hanahan 1983 Transformación de bacterias. 

DB3 (E. coli) 
 

Invitrogen Transformación de bacterias. 

TOP 10 F’(E.coli) Invitrogen 
 

Transformación de bacterias 
sistema Gateway. 

         C58C1 
(A.tumefaciens) 

Deblaere et al., 
1985 
 

Transformación de plantas. 

Plásmido Resistencia Utilización Referencia 

pGEM®-T Ampr 
 

Clonación directa de 
productos de PCR y 
posterior secuenciación. 

Promega 

pALEX2 a,b y c 
Ampr Expresión en E. coli. 

Biomedal 

 
pCR8®/GW/TOPO 

 
Specr 

Clonación directa de 
productos de PCR, 
plásmido de entrada 
sistema Gateway 

 
InvitrogenTM 

pBIN 121 
 

Kanr 
 

Construcciones para la 
transformación de plantas 
de Arabidopsis thaliana. 

Bevan, 1984 

pMDC43 
Kanr , 
Hygr 
 

Complementación 
Bimolecular Fluorescente y 
transformación transitoria 

InvitrogenTM 
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A) El vector pGEM-T, contiene un sitio de 

clonación específico para productos de PCR 
con una adenina libre en los extremos 3’. 

B) El vector de entrada (pCR8®/GW/TOPO), 
permite la clonación directa de productos  
de PCR. 

C) Para la expresión de proteínas en E.coli se 
emplearon los vectores pALEX2a,b,c que están 
diseñados para ser utilizado con el sistema 
CASCADETM para la expresión y purificación de 
proteínas, incorporan una hélice alfa 
polipeptídica cuya secuencia actúa como un 
elemento entre el espaciamiento del dominio 
de unión a colina y la proteína de interés. 

D) Se han empleado plásmidos binarios como 
pBIN121, que aporta el promotor 35S del virus 
del mosaico de la coliflor (CaMV), contiene el 
gen NPTII que confiere resistencia a la 
kanamicina, fusionado al promotor y al 
terminador de la nopalina sintetasa (pnos y  
nos), incluido en el T-DNA (Bevan, 1984). Se 
utilizó para la obtención de plantas 
transgénicas de Arabidopsis thaliana, 
mediante transformación con Agrobacterium. 
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2.- CONDICIONES DE SIEMBRA, CULTIVO Y TRATAMIENTOS EMPLEADOS 

2.1.-Esterilización y estratificación de las semillas. 

 Para la esterilización de semillas se siguieron los siguientes pasos:  

 Depositar las semillas en tubos eppendorf de 1,5 ml. 

 Añadir la solución de esterilización. 

 Durante 5 min. se agitan en vórtex, culminado los 5 min. se desecha la solución. 

 Realizar  tres lavados consecutivos con 1 ml de agua estéril. 

 Añadir aproximadamente  1 ml de agua estéril o agarosa al 0,15%.  

Solución de esterilización   

Lejía comercial (hipoclorito sódico) al 75% (v/v) y Tritón X-100 al 0.01%. 

Figura M.1 Mapa de los vectores de replicación en E. coli A) pGEM-T B) pCR8/GW/TOPO C) 
pALEX2a,b,c y de los vectores binarios D) pBIN121 y (E) pMDC43.  

E) Por su parte, el vector pMDC43 aporta el promotor 35S del virus del mosaico de la 
coliflor (CaMV) con el “enhancer” duplicado (2x35S), el sitio de clonación múltiple y la 
secuencia de poliadenilación del CaMV, [CaMV poli (A)+], fusionado en fase y un 
terminador Nos (nopalina sintetasa). Se utilizó para la transformación transitoria y 
BiFC. 
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Puesto que las semillas de Arabidopsis presentan dormición, finalizada la 

esterilización se mantuvieron 3 días a 4°C en  oscuridad,  para favorecer la 

eliminación de la dormición, esta etapa es necesaria si se quiere sincronizar la 

germinación. 

2.2.-Siembra de semillas. 

2.2.1.-Cultivo in vitro 

Preparación de medio de crecimiento MS comercializado por Duchefa 

(Murashige y Skoog, 1962). Para 1 litro de medio: 

 En un vaso de precipitados  añadir aproximadamente 500 ml de agua Milli Q. 

 Añadir  4,9 g de MS comercial (Duchefa). 

 Colocar en agitación con barra magnética. 

 Añadir 20 gr de glucosa.  

 Ajustar el pH a 5,7 con KOH 2M. 

 Adicionar  10 gr de agar bacteriológico (Pronadisa) y poner en agitación durante 

unos min. 

 Retirar la barra magnética y completar hasta  1 litro con agua Milli Q. 

 Autoclavar  durante 1 hora a 120°C 

 Atemperar a 50-55°C y plaquear en placas estériles bajo cabina de flujo laminar. 

Siembra 

Las semillas esterilizadas se sembraron con micropipeta, siempre haciendo uso 

de una campana de flujo laminar y en condiciones estériles. Las placas  ya 

sembradas se sellaron con esparadrapo Micropore Scotch 3M, tras lo cual se 

mantuvieron en cabinas con temperatura constante de 25°C, bajo condiciones de 

fotoperiodo de día largo 16h (80-100 µE/ m2/s) de luz y 8 h de oscuridad durante 

8-10 días. En este caso la luz fue suministrada por tubos fluorescentes de tipo 

Grolux 36W. 
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2.2.2.- Obtención de plántulas. 

Las plántulas de Arabidopsis thaliana, destinadas a completar su ciclo biológico y 

producir semillas (Figura M.2)   fueron transplantadas con aproximadamente 10 

días de edad, en bandejas de plástico con 50 alveolos, cada uno de ellos  de 5 x 5 

cm con tierra (Sustrato Universal, EMUPA) y vermiculita (Termita®, Asfaltex) en 

una proporción 3:1. Las plántulas completaban su desarrollo en cámaras de luz o 

fitotrones, manteniéndose cubiertas con plástico durante los 4-5 primeros días, 

con el fin de mantener niveles altos de humedad. Las condiciones de crecimiento 

fueron de día largo, con 16 horas de luz (80-100 µE/m2/s) y 8 horas de oscuridad, 

a una temperatura de 22 °C y una humedad relativa del 50-60%. 

Hojas  basales

Hojas  caulinares

Silicuas

Tallo floral principal

Tallo floral 
secundario

Flores

 

 

2.3.- Tratamientos de germinación utilizados. 

Para caracterizar fenotípicamente las líneas transgénicas y mutantes, se 

utilizaron diferentes concentraciones de hormonas y otros compuestos, 

añadiendo éstos a medio MS, las concentraciones se indican en la tabla M.3. 

Todas las concentraciones utilizadas en semillas de haya habían sido probadas y 

optimizadas previamente (González-García et al.,2003; Lorenzo et al., 2004). 

Figura M.2 Plántula de Arabidopsis  y sus partes 
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Tabla M.3. Tratamientos y concentraciones empleadas en la germinación de 

Arabidopsis. 

Tratamiento Concentraciones Uso 

Ácido abscísico (ABA) 0,5; 0,7; 0,8; 1; 3; 5; 
10µM 

Grado de sensibilidad a 
distintas concentraciones de la 
hormona. 

Paclobutrazol (PCB) 1, 10µM Inhibidor de la síntesis de 
giberelinas. 

Ácido 1-
aminociclopropano-1-

carboxílo (ACC) 

10µM Precursor del etileno, Análisis 
de expresión génica. 

Manitol 100, 125, 150mM Agente osmótico que provoca 
estrés hídrico e inhibe la 
germinación a altas 
concentraciones. 

Cloruro sódico (NaCl) 150, 200, 250mM Compuesto que provoca 
estrés hídrico y salino e inhibe 
la germinación a altas 
concentraciones. 

 
3.- MANIPULACIÓN DE MICROORGANISMOS. 

3.1.- Crecimiento: condiciones y medios de cultivo. 

Las cepas de Escherichia coli que se emplearon en las transformaciones fueron 

DH5α,DB3 y TOP 10F’. Para la transformación de plantas de Arabidopsis thaliana 

y Nicotiana tabacum se utilizó la cepa de Agrobacterium tumefaciens C58C1. 

Los cultivos líquidos de bacterias de E. coli y A. tumefaciens se crecieron 

normalmente a 37°C, y 28°C, respectivamente. Los cultivos en medio líquido se 

mantuvieron en agitación constante (225 rpm) en agitador orbital con 

temperatura controlada y las placas con medio sólido se incubaron toda la noche 

en estufa a 37°C y de dos a tres días a 28°C, respectivamente. 

Los distintos tipos de medios empleados en la propagación de las cepas fueron 

los siguientes (Sambrook et al., 1989): 
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Medio Luria-Bertani (LB) 

 Este medio es de uso más generalizado. Fue utilizado en todas las 

manipulaciones  de E. coli y A. tumefaciens. Para un litro su composición es la 

siguiente: 

Bacto-Triptona (1%)   10gr 

Extracto de Levadura (0,5%)  5gr 

NaCl (1%)    10gr 

Agua MilliQ hasta   1l 

 

El pH se ajustó a 7,2 con NaOH y a continuación se autoclavó  durante 20 

minutos a 121°C. Para cultivos en placas se añadieron 15g/l de bacto-agar (1,5%-

2%). 

Medio SOB 

Para preparar medio SOC necesitamos  medio SOB, el cual contenía, por litro: 

Bacto-Triptona (2%)   20gr 

Extracto de Levadura (0,5%)  5gr 

NaCl(0,5%)    5gr 

KCl *     10ml 

Agua MilliQ hasta   1l 

*Preparamos un stock de KCl (M=74,56) a 250mM(1,8g en 100ml) y se ajusta el 

pH a 7 con KOH. 

Medio SOC (Hanahan et al., 1991) 

Se utiliza como medio para la transformación y la recuperación de células de las 

cepas E. coli. y A. tumefaciens. 

Se trata del medio SOB suplementado con 20mM glucosa filtrada, se recomienda 

almacenar a 4°C, para evitar su contaminación. 

Todos los medios fueron preparados con agua destilada y se esterilizaron en 

autoclave 20 min a 120°C, manteniéndolos a 4°C hasta su utilización. 



 

 

      MATERIALES Y TÉCNICAS 

61 

Cualquier cepa debe ser sometida  a selección para mantener un vector 

plasmídico. La selección más habitual en organismos procariotas, es la selección 

de plásmidos con resistencia a algún antibiótico, mediante su adición al mismo 

cultivo. Dado que los antibióticos no pueden  ser autoclavados es aconsejable 

preparar una disolución madre esterilizada por filtración, a partir de la cual se 

podrá añadir un pequeño volumen en el medio de cultivo ya autoclavado. 

Ampicilina (Amp) (50 µg/ml). 

 La solución madre se preparó a 25mg/ml en agua destilada. Una vez disuelta, se 

esterilizó por filtración con filtros de 0,45 µm (Allet), se alicuotó en tubos 

eppendorf estériles y se guardó a -20°C. La concentración  final de ampicilina 

empleada en los medios de cultivos fue de 50 µg/ml. 

Kanamicina (50 µg/ml)  

La solución stock se preparó a 25mg/ml en agua destilada. Una vez disuelta, se 

esterilizó por filtración con filtros de 0,45 µm (Allet), se alicuotó en tubos 

eppendorf estériles y se guardó a -20°C. La concentración  final de rifampicilina 

empleada en los medios de cultivos fue de 50 µg/ml  

Rifampicina (50 µg/ml)  

Es un antibiótico muy tóxico y fotosensible. La solución de rifampicina se preparó 

en DMSO a una concentración  stock de 50mg/ml. La rifampicina se utilizó en 

cultivos de Agrobacterium para evitar contaminaciones con E. coli.  La 

concentración final utilizada fue (50 µg/ml) 

Spectinomicina (50 µg/ml)  

La solución stock se preparó a 100mg/ml en agua destilada. Una vez disuelta, se 

esterilizó por filtración con filtros de 0,45 µm (Allet), se alicuotó en tubos 

eppendorf estériles y se guardó a -20°C. La concentración  final de spectomicina 

empleada en los medios de cultivos fue de 50 µg/ml. 
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3.2.- Conservación de cepas. 

Las cepas bacterianas de uso continuo se mantuvieron a corto plazo en placas de 

agar a 4°C (no más de un mes). La conservación a largo plazo se hizo por 

congelación rápida en nitrógeno líquido de cultivos crecidos hasta la fase 

logarítmica tardía, se añadió glicerol estéril hasta una concentración final del 

30% (v/v), se agitó fuertemente en el vórtex para asegurar la adecuada 

conservación y los tubos eppendorf se almacenaron a una temperatura de –70°C, 

donde son viables durante varios años. 

3.3.- Preparación de células competentes. 

Para la preparación de células competentes DH5 se ha modificado el protocolo 

utilizado por Inoue et al., (1990). Se inicia a partir de un glicerinado de la cepa de 

E. coli DH5, mediante triple estría se sembró una placa con LB y se incubó a 

37°C durante toda la noche. 

 Inocular 5-7 colonias aisladas en 250 ml de medio SOC.  

 Incubar  en agitación a 37°C hasta alcanzar una A600 = 0.6. 

 Colocar el cultivo en hielo durante 10 min.  

 Centrifugar a 3000 rpm a 4°C durante 10 min.  

 Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 80 ml de tampón TB 

frío.  

 Incubar en hielo durante 10 min. 

 Centrifugar a 3.000 rpm a 4°C durante 10 min.  

 Eliminar el sobrenadante, tratando de eliminar totalmente los restos del 

tampón.  

 Resuspender en 20 ml de TB frío agitando manualmente. Por último, a la 

mezcla de células se le añadió DMSO a una concentración final del 7% y se 

separaron alícuotas de 100 µl en tubos eppendorf estériles sobre hielo seco, 

guardándose a –80°C donde pueden conservarse al menos durante un año. 

 

Tampón TB 

10 mM PIPES, 15 mM CaCl2 y 250 mM KCl, se ajusta el pH a 6. 7 con KOH. 
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Para la preparación de células competentes DB3: 

 Inocular desde  una placa  3ml de LB. 

 Incubar en agitación a 37°C durante toda la noche. 

 Incubar un cultivo de 100ml  con 1ml de cultivo saturado. 

 Seguir el crecimiento y recoger cuando A600 = 0,4. 

 Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 50ml de la solución de 

lavado (50mM CaCl2). 

 Centrifugar. 

 Eliminar el sobrenadante y resuspender en un volumen final de 1ml (solución 

10% glicerol y 50mM CaCl2). 

 Alicuotear en 100µl. 

 Conservar a -70°C 

3.4.- Transformación de células competentes de E. coli.  

 

Esta técnica permite la captación de DNA mediante la permeabilización de las 

membranas provocada por el choque térmico. Con esta técnica la eficacia de la 

transformación aumenta considerablemente, obteniendo entre 109-1010 

transformantes/µg de DNA. 

 Añadir 2µl de DNA de la ligación o plásmido a 50 µl de células competentes en 

un eppendorf. 

 Incubar en hielo durante 30 min. 

 Realizar el choque térmico (heat-shock) 50 seg a 42°C seguido de 2 min en 

hielo. 

 Añadir 950 µl de medio SOC (previamente calentado a 37°C). 

 Incubar a 37°C durante 1 hora en agitación horizontal a 225 rpm. 

 Centrifugar a 13.000 rpm durante 45 seg 

 Eliminar 750µl de  medio y resuspender las células en los 250µl restantes. 

 Plaquear en LB con el antibiótico correspondiente para la selección de colonias, 

en dos diluciones (50 y 200µl). 
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 Sellar con parafilm. 

 Incubar las placas en estufa a 37°C toda la noche. 

 Almacenar a 4°C para detener el crecimiento. 

 

4.- ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS. 

4.1.- Extracción y purificación de DNA genómico. 

 

Para la extracción de DNA genómico de Arabidopsis se utilizó una adaptación del 

protocolo de McKinney et al., (1995). Con material de partida se emplearon 50 

mg de tejido verde de plántulas de Arabidopsis crecidas en MS diez días, 

previamente congelado en nitrógeno líquido y siguiendo la siguiente secuencia: 

 Disgregar el tejido utilizando bolas de vidrio de 425-600 microns (Sigma) 

empleando el homogenizador Silamat S5 (Ivoclar Vivadent, Madrid) durante 15 

seg 

 Homogeneizar la muestra con 500 μl de tampón CTAB 3x agitando en el Silamat 

S5 durante 5 seg  

 Incubar a 65°C durante 30 min. 

 Añadir 500 μl de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) y agitar en vórtex. 

 Centrifugar 10 min a 14.000 rpm y recoger el sobrenadante. 

 Añadir 500 μl de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). 

 Centrifugar 10 min a 14.000  rpm y recoger el sobrenadante. 

 Añadir 1 ml de etanol 100% y 150 μl de acetato de sodio 3M pH 5.2 para 

precipitar el DNA. Dejar precipitando al menos 1 hora a temperatura ambiente. 

 Centrifugar 10 min a 14.000  rpm. 

 Descartar el sobrenadante y secar el precipitado durante 3 min a temperatura 

ambiente. 

 Disolver el precipitado en 50 μl de agua estéril. Resuspender a 4°C durante toda 

la noche. 

 Tratar con 0.5 μl de RNasa pancreática libre de DNasa (10 μg/ml) para eliminar 

restos de  RNA e incubar 30 min a 37°C. 
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 Verificar la calidad y la cantidad de DNA por electroforesis. 

 Almacenar la muestra a -20°C. 

Tampón CTAB 3x  

CTAB 3% (w/v), 100mM Tris-HCl pH 8.0, 20mM EDTA, NaCl 1.4M y β- 

mercaptoetanol 1% (v/v). 

 

4.2.- Extracción y purificación de RNA total. 

 

Para la extracción de RNA de Arabidopsis, como material de partida se utilizó 

tejido verde previamente congelado en nitrógeno líquido y una cantidad 

aproximada de 100 mg. 

Los pasos seguidos para la extracción de RNA fueron los siguientes:    

 

 Introducir en un tubo eppendorf de 1.5 ml una cantidad aproximada de 100 mg 

de material vegetal junto con 100 µl de bolas de vidrio de 425-600 microns 

(Sigma). 

 Disgregar el tejido durante 20 seg en el SILAMAT S5, con la precaución que el 

material no se descongele. 

Para mayor cantidad de muestras  a procesar, utilizar  el FASTPREP®-24. 

 Añadir 1 ml de Tri Reagent (Ambion). 

 Agitar durante 10 seg en el Silamat S5. 

 Incubar a temperatura ambiente durante 5 min. para permitir la disociación de 

los complejos nucleoproteicos. 

 Centrifugar 15 min a 13.400  rpm a una temperatura de 4°C.  

 Pasar el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo. 

 Añadir 200 µl de cloroformo e incubar 10 min a temperatura ambiente. 

 Centrifugar 15 min a 13.400  rpm a una temperatura de 4°C.  
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 Pasar la fase acuosa (que contendrá el RNA) a un tubo eppendorf nuevo. La 

interfase y la fase orgánica contendrán DNA y proteínas. 

 Añadir 500 µl de isopropanol (2-propanol) por cada ml de Tri Reagent.  

 Mezlcar 10 seg en vórtex.  

 Incubar al menos 1 hora a temperatura ambiente. 

 Centrifugar 8 min a 13.400  rpm a una temperatura de 4°C.  

 Descartar el sobrenadante. 

 Añadir 1 ml de etanol 75% conservado a -20°C. Agitar en vórtex para lavar el 

precipitado. 

 Centrifugar 5 min a 9.000 rpm a una temperatura de 4°C. 

 Descartar el sobrenadante. 

 Centrifugar a máxima velocidad y eliminar pipeteando el etanol restante.  

 Secar el precipitado 5 min a temperatura ambiente. 

 Disolver el precipitado en 40 µl de agua tratada con DEPC (0.4 ml/l). 

 Incubar 10 min a 60°C. 

 Resuspender a 4°C durante toda la noche. 

 Centrifugar durante 10 min a 13.400  rpm.  

 Pasar el sobrenadante a un tubo eppendorf  nuevo. 

 Conservar la muestra a -70°C. 

 

 4.3.-Cuantificación de ácidos nucleicos. 

 

La concentración de ácidos nucleicos se realizó por espectrofometría midiendo la 

densidad óptica en el espectrofotómetro (Shimadzu UV-1603) y  en el nanodrop 

ND-1000 (Agilent Technologies) que proporciona la concentración de DNA o RNA 

(µg/ml) de la muestra. Los cálculos se llevarón a cabo considerando que una 

unidad de densidad óptica (D.O.) A260 equivale a 50μg/ml de DNA y a 40 μg/ml de 

RNA. Para determinar la pureza de la muestra, se midió la D.O. a 235 nm y 280 

nm con el fin de calcular la concentración de azúcares y proteínas, 

respectivamente.   
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4.4.- Extracción y purificación de DNA plasmídico. 

El aislamiento rápido y a pequeña escala de DNA plasmídico a partir de E. coli se 

realizó con el “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega), 

con el que se consiguen muestras de gran calidad. La técnica se basa en la 

descrita por Birnboim y Doly (1979) o de lisis alcalina y retención del DNA 

plasmídico en una resina de cloruro de guanidina.  Para la extracción se procedió 

a los siguientes pasos:  

 Partiendo de un cultivo inoculado (apartado 3.1, M y T), centrifugar a 3000 rpm 

durante 15 min para precipitar las células. 

 Descartar el sobrenadante 

 Añadir  250µl de “Cell Resuspension solution” y transferir a tubos eppendorf de 

1.5 ml. 

 Añadir 250 µl de “Cell  Lysis Solution”. Invertir los tubos 4 veces (nunca vórtex) 

e incubar aproximadamente 1- 5 min. 

 Añadir 10 µl de “Alkaline Proteasa Solution” y mezclar invirtiendo el tubo. 

Incubar 5 min a temperatura ambiente. 

 Añadir 350 µl de “Wizard Plus SV Neutralization Solution” y mezclar invirtiendo 

inmediatamente., 

 Centrifugar   a 14.000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. 

 Transferir  la cantidad que tenemos a una columna de decantación. 

 Centrifugar 1 min. 

 Añadir 750 µl de “Column Wash Solution”, previamente diluido con etanol al 

95%. 

 Centrifugar a la máxima velocidad 1 min, eliminar el líquido decantado. 

 Repetir el proceso de lavado con 250 µl de la solución. 

 Centrifugar a velocidad máxima 1 min, si quedase algo de líquido en la columna 

centrifugar  1 min más. 

 Transferir  la  columna a un tubo nuevo. 

 Eluir añadiendo a la columna 100 µl de “Nucleasa Free Water” e incubar 1 min. 
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 Almacenar a -20°C. 

Para  la extracción y purificación a mayor escala y plásmidos de bajo número de 

copia se utilizó  el Kit  QIAprep Spin Minipep (QIAGEN). Las células crecidas en 

agitación se dispensan en tubos de centrifuga. 

 Centrifugar a 3000 rpm durante 15 min. Precipitar las células y descartar el 

sobrenadante. 

 Resuspender el pellet en 250µl de “Resuspension solution” y transferir a tubos 

eppendorf de 1.5 ml. 

 Añadir 250 µl de “Lysis Solution”. Invertir  los tubos 4 veces e incubar 

aproximadamente 1- 5 min. 

 Añadir  350 µl de “Neutralization Solution”   y mezclar invirtiendo 

inmediatamente. 

 Centrifugar   a 13.000 rpm  durante 10 min a temperatura ambiente. 

 Transferir  la cantidad obtenida a una columna de decantación. 

 Centrifugar de 30 a 60 seg 

 Lavar  las columnas añadiendo 500 µl del tampón “PB”, descartar el líquido por 

centrifugación entre 30 y 60 seg 

 Lavar  las columnas añadiendo  750 µl del tampón “PE”, centrifugar  60 seg 

 Descartar el sobrenadante  y centrifugar 1 min, para eliminar totalmente el 

tampón de lavado. 

 Transferir  la  columna a un tubo nuevo. 

 Eluir añadiendo a la columna 50 µl de “Elution buffer” e incubar 1 min. 

 Almacenar a -20°C. 

Nota: para plásmidos de bajo número de copia  se utiliza doble cantidad de los 

tampones: Resuspension solution, Lysis solution, Neutralization Solution. 

 

4.5.- Tratamiento y modificación del DNA. 

4.5.1.- Digestión del DNA con enzimas de restricción. 

La digestión con enzimas de restricción de un plásmido nos permitirá tanto la 

liberación del inserto o fragmento de DNA clonado en dicho plásmido, así como 
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su posterior clonación dirigida en otros vectores ya sean de expresión o bien, de 

transcripción in vitro, etc. 

Una  unidad de enzima es la cantidad necesaria de para digerir 1 µg de DNA 

durante  1 hora a 37°C, en el tampón apropiado para cada enzima (Sambrook et 

al., 1989). 

De forma general, se ha digerido con 2-3 U de enzima por µg de DNA en un 

volumen final de reacción de 20 µl. Las enzimas empleadas (Roche) hidrolizan las 

moléculas del DNA en secuencias nucleotídicas específicas y los tampones 

apropiados para cada reacción se muestran en la tabla M.4. 

 

Tabla M.4. Enzimas de restricción utilizadas con los correspondientes 

tampones. 

Enzimas A B L M H 

Acc I 100 0-10 10-25. 0-10 0-10 

Apa I 100 10-25. 50-75 50-75 0-10 

BamH I 100 100 75-100 100 25-50 

Nco I 50-75 50-75 50-75 50-75 100 

Nde I 25-50 75-100 10-25. 50-75 100 

Not I 10-25. 50-75 0-10 25-50 100 

Pst I 25-50 25-50 10-25. 25-50 100 

Sac I 100 0-10 100 50-75 0-10 

Sma I 100 0-10 0-10 0-10 0-10 

Spe I 75-100 75-100 75-100 100 100 

Sph I 50-75 75-100 25-50 100 75-100 

Xba I 100 75-100 75-100 75-100 100 

Xho I 25-50 75-100 10-25. 25-50 100 

 

4.5.2.- Ligación: T4 DNA ligasa. 

La construcción de moléculas recombinantes obtenidas por inserción de 

fragmentos de DNA en vectores plasmídicos apropiados, se realizó utilizando la 

DNA ligasa del fago T4 (Roche), enzima que cataliza la formación de enlaces 
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fosfodiéster entre moléculas que presentan extremos tanto cohesivos como 

romos. La cantidad de inserto y de vector que se requieren para la reacción se 

calcula según la ecuación (Sambrook, 1989): 

Ligación de extremos cohesivos. 

[ng inserto/Kb inserto]=3x [ng plásmido /Kb plásmido] 

Ligación de extremos romos. 

[ng inserto/Kb inserto]=5x [ng plásmido /Kb plásmido] 

A la cantidad de inserto y vector estimados se añade el volumen necesario de  

tampón T4  DNA ligasa 10X y de 0,1-0,5 U de enzima T4  DNA ligasa por µl de 

reacción. La reacción de ligación normalmente se realizó con 200ng de DNA en 

un volumen final de 10 µl. Las reacciones se mantuvieron a 14-16°C o/n. Con el 

producto de la ligación se transformó E. coli, y para la selección de colonias 

portadoras de plásmidos recombinantes se plaqueó en medio suplementado con 

antibióticos. 

4.5.3.- Ligación: tecnología GATEWAY. 

La tecnología GATEWAY es un método universal de clonación que se aprovecha 

de los sitios específicos de recombinación attL1 y attL2 y attR1 y attR2 

proporcionando una rápida y eficaz ligación entre vectores plasmidicos 

diferentes. 

Para la clonación  de productos de PCR en el vector  pCR8®/GW/TOPO 

(Invitrogen) el proceso de ligación no requiere la presencia de DNA ligasa y 

puede llevarse a cabo en 5 min con una elevada eficiencia. Esto es gracias a la 

actividad de la DNA topoisomerasa I que tiene conjugada el vector en el extremo 

3´ OH (Shuman, 1994). 

Clonación del producto de PCR en el vector de entrada. 

 Amplificar el fragmento de DNA por PCR (utilizar Expand High Fidelity PCR 

System). 

 Comprobar en un gel el tamaño e integridad del producto (si en el gel aparece 

más de un producto, aislar bandas y purificar el producto de interés para evitar 

clonar un producto no deseado). 



 

 

      MATERIALES Y TÉCNICAS 

71 

 Añadir  4µl  del producto  PCR en un tubo eppendorf de 1,5 ml. 

 Añadir 1 µl de “Salt solution” (NaCl 1,2M; MgCl2 0,06M). 

 Incluir 0,7 µl del vector (pCR8®/GW/TOPO). 

 Mezclar todos los componentes de la reacción incubar 15 min a temperatura 

ambiente. 

 Mantener en hielo y proceder a la transformación de células competentes  E. 

coli, cepa DB3(Apartado 3.4). 

 El clon puede insertarse en ambas orientaciones (puesto que hay adeninas en 

ambos extremos). Seleccionar la orientación correcta mediante análisis de 

restricción. 

 

Transferencia del  gen de interés desde el vector de entrada pCR8®/GW/TOPO 

al de destino. 

 Añadir  1-7 µl  del  vector  de entrada (50-100ng) con nuestro gen de interés en 

un tubo. 

 Añadir 1 µl del vector destino (50-100ng). 

 Poner en hielo la LR Clonasa Mix II durante 2 min. y mezclar en vórtex. 

 Añadir  2 µl de LR Clonasa Mix II a cada reacción y mezclar bien. 

 Incubar  la reacción a 25°C durante 3-4 horas. 

 Añadir 1 µl de proteinasa K para terminar la reacción. 

 Mezclar en vórtex brevemente. 

 Incubar las muestras a 37°C durante 10 min. 

 Transformar células competentes de E. coli, cepa DH5α a partir de la reacción 

con la LR Clonasa Mix. 

 

4.5.4.- Enzimas modificadoras. 

Otros experimentos de modificación de las moléculas de DNA se realizaron 

utilizando diversas enzimas que copian la cadena de DNA (polimerasas) y que se 

detallan a continuación: 
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Transcriptasas inversas como AMV (Roche) y SuperScript™ II (derivada de M-MLV 

RT, Gibco BRL), necesarias para la síntesis de la primera cadena de cDNA a partir 

del RNA. La transcripción inversa se realizó a partir de 1 µg de RNA obtenido de 

plántulas, utilizando el “1st Strand cDNA Synthesis kit for RT-PCR (AMV)” (Roche), 

a partir del iniciador oligo-p(dT)15, o bien con iniciadores específicos en lugares 

concretos de la secuencia.  

 Preparar la siguiente mezcla para llevar a cabo la reacción (calcular el número 

de reacciones considerando una más). 

Reactivos                    x Muestra 

Tampón 10x          2 µl  

(Tris-HCl 100µM, KCl 500µM pH 8,3) 

25mM MgCl2            4 µl  

dNTPs(10mM)        2 µl  

Oligo- p(dT)15                   2 µl 

Inhibidor de RNAasa                1 µl 

AMV Transcriptasa reversa    0,8 µl 

Agua estéril    7,2 µl 

RNA (muestra)              1 µl 

 La muestra de RNA con agua estéril se desnaturaliza previamente a 65°C 

durante 15 min y se mantiene en hielo 5 min.  

 Añadir a cada muestra 11,8 µl del mix. 

 Incubar con la enzima AMV durante 10 min a 25 °C. 

 Poner en hielo hasta que el termomixer llegue a la temperatura de 42°C 

 Incubar 1 hora a 42°C.  

 Desnaturalizar la Transcriptasa reversa a 99°C durante 5 min y  en hielo  

durante 5 min. 

 El cDNA resultante se almacenó a -20°C hasta su utilización posterior en el 

marcaje radiactivo (apartado 4.8) o como molde en las reacciones de PCR 

(apartado 4.10). 

En un Eppendorf 
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• Fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli (Roche), utilizada para el 

marcaje radiactivo de fragmentos de DNA (apartado 4.8). 

• Taq DNA polimerasa (Roche), enzima aislada de Thermus aquaticus y 

fundamental en la técnica de PCR (apartado 4.10). 

 

4.6.- Electroforesis de ácidos nucleicos: separación de fragmentos en geles de 

agarosa. 

La separación de los fragmentos de DNA y RNA se realizó por electroforesis en 

geles de agarosa a una concentración 1-2% (w/v), en función del tamaño de los 

fragmentos que se deseaban separar. En la preparación de los geles y el 

desarrollo de las electroforesis se siguieron los procedimientos convencionales 

descritos por Sambrook et al. (1989).  

Para las electroforesis de DNA, los geles se prepararon de la siguiente manera: 

 Mezclar 1.2 g de agarosa en 100 ml de tampón TBE 1X. 

 Llevar la mezcla hasta ebullición en el microondas. 

 Añadir a la mezcla 10 µl de bromuro de etidio como agente intercalante (10 

mg/ml) para visualizar los fragmentos de DNA. 

 Distribuir la mezcla en el molde para geles y solidificar a temperatura ambiente. 

Las muestras se prepararon  y se cargaron en el gel del siguiente modo: 

 Añadir a las muestras el tampón de muestra (Loading Buffer) LB 10x.  

 Centrifugar 5 seg a máxima velocidad. 

 Cubrir el gel completamente con tampón de electroforesis TBE 1x. 

 Cargar las muestras en los pocillos del gel. 

 Aplicar una diferencia de potencial de 70-90 V durante 40 min. 

 Visualizar los fragmentos de DNA en un transiluminador con luz ultravioleta 

(“UVP BioDoc-It™ Imaging System”). 

Como marcador de peso molecular se empleó DNA del fago Lambda digerido con 

las enzimas de restricción EcoRI y HindIII (Sigma), que permite la diferenciación 

de fragmentos de DNA con pesos moleculares que oscilan entre 21 y 0.5 kb. 
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LB 10x 

Tris-HCl 1M pH 8.0, glicerol 60%, azul de bromofenol 0.25%, xylene cyanol 0.25%.  

Tampón TBE 1x  

Tris/Ácido bórico 1M, EDTA 20mM. 

 

Los distintos tipos de RNA fueron separados en geles de agarosa al 1.6% que se 

elaboraron de la siguiente manera: 

 Mezclar 1.8 gr de agarosa en 112.5 ml de agua milli Q. 

 Calentar la mezcla hasta ebullición en el microondas. 

 Añadir 15 ml de tampón MEN 10x y 28 ml de formaldehído al 37% (v/v) como 

agente desnaturalizante, para evitar la formación de estructuras secundarias. 

 Dispensar la mezcla en el molde para geles y solidificar a temperatura 

ambiente. 

Para correr el gel de RNA las muestras de RNA total (10 µg) (apartado 4.2) fueron 

desnaturalizadas previamente como se indica a continuación: 

 Tomar el volumen de muestra necesario para obtener una cantidad de 10 µg y 

completar hasta alcanzar un volumen final de 20 µl con agua destilada estéril en 

un tubo eppendorf de 1.5 ml. 

 Añadir 31.3 µl de tampón de carga (LB Northern). 

 Desnaturalizar la muestra incubando a 55°C durante 15 min, seguidos de otros 

5 min en hielo. 

Para cargar la muestra en el gel se siguieron los siguientes pasos: 

 Añadir a la cubeta tampón MEN 1x, observando que éste no cubra totalmente 

al gel. 

 Cargar 10 µl de LB 1:10 en uno de los pocillos del gel, para visualizar el frente de 

corrido. 

 Cargar las muestras en los pocillos del gel y llenarlos con el propio tampón MEN 

1X. 



 

 

      MATERIALES Y TÉCNICAS 

75 

 Correr el gel a 55V durante 5 min para que la muestra penetre en el gel.  

 Cubrir el gel completamente con tampón de electroforesis MEN 1x. 

 Incrementar la diferencia de potencial a 70V durante 2 horas. 

LB Northern 

Formamida 20 µl, MEN 10x 5 µl, Formaldehido 6 µl, Bromuro de etidio 0.3 µl. 

MEN 10x 

MOPS 200mM, Acetato de sodio 50mM, EDTA 10 mM pH 7. 

 

4.7.- Purificación de fragmentos de DNA. 

Cuando fue necesario aislar determinados fragmentos de DNA para su posterior 

uso y caracterización se utilizó el “Geneclean Turbo Nucleic Acid Purification kit” 

(Bio 101 Systems, USA), siguiendo las especificaciones del fabricante: 

 Cortar el fragmento de interés del gel de agarosa con un bisturí estéril. 

 Introducir el trozo de agarosa en un tubo eppendorf de 1.5 ml y añadir 100 µl 

de “Geneclean Turbo Salt” por cada 0.1 g de gel de agarosa. 

 Incubar a 55°C durante 5 min, incrementar el tiempo de incubación hasta que 

el gel de agarosa este completamente diluido. 

 Transferir menos de 600 µl a una columna “Geneclean Turbo Cartridge”  con el 

colector y centrifugar 5 seg a 13.300 rpm. 

 Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con 500 µl de “Turbo Wash” 

(solución de lavado). 

 Centrifugar a 13.300 rpm durante 5 seg y descartar el sobrenadante. 

 Repetir el lavado y centrifugar a 13.300 rpm durante 4 min para eliminar 

cualquier resto de solución de lavado. 

 Colocar la columna  en un tubo nuevo colector, ya marcado. 

 Añadir 30 µl de “Turbo Elution” e incubar 5 min a temperatura ambiente. 

 Centrifugar a 13.300 rpm durante 1 min y obtener el eluido que contiene el 

DNA. 
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 Conservar el DNA a -20°C. 

 Para comprobar la cantidad de DNA se pueden correr 2 µl en un gel de agarosa 

. 

4.8.- Marcaje radiactivo del DNA. 

 

El marcaje radiactivo de las sondas de DNA utilizadas  en las hibridaciones tipo 

Northern y Southern se realizó mediante el kit comercial “Rediprime II Random 

Prime Labelling System” (Amersham Biosciences). 

Como isótopo radiactivo para marcar el DNA se utilizó  [α-32P]. El nucleótido 

marcado radioactivamente fue la citosina[ α-32P]dCTP de 3000 Ci/mmol, y para la 

síntesis de la cadena complementaria del DNA se empleó el fragmento Klenow 

de la enzima DNA polimerasa I . 

Este tipo de marcaje está optimizado para  cantidades de DNA muy pequeñas 

(25-75 ng) y permite obtener sondas con actividades específicas muy altas (1.8 x 

109 dpm/mg), por lo que es muy útil para detectar genes de copia única en 

hibridaciones de Southern blot. 

Para el marcaje radiactivo se siguieron las instrucciones del suministrador 

(Amersham Biosciences):  

 Descongelar todos los componentes del Kit en hielo, exceptuando la enzima 

Klenow que ha de estar a -20°C hasta el momento de ser añadida a la mezcla de 

reacción. 

 Diluir el DNA (2.5-25 ng) que queremos marcar en un volumen final de 45 µl de 

tampón TE. 

 Desnaturalizar el DNA molde por incubación a 95-100°C en un baño durante 5 

min y rápidamente transferirlo a hielo durante 5 min. 

 Centrifugar 5-10 seg a máxima velocidad. 

 Añadir el DNA desnaturalizado al tubo con la reacción de marcaje que contiene 

dATP, dGTP, dTTP, tampón, la enzima Klenow libre de exonucleasa y 

oligonucleótidos al azar. 
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 Añadir 5 µl de citosina marcada radioactivamente [α-32P] dCTP (3000 Ci/mmol) 

(Amersham) al tubo que contiene la reacción de marcaje y mezclar pipeteando. 

 Incubar a 37°C durante 1 hora. 

 Parar la reacción añadiendo 0.5 µl de EDTA 0.5M y 50 µl de tampón TE. 

Antes de utilizar la sonda en las reacciones de hibridación se elimina el exceso de 

nucleótidos marcados radiactivamente no incorporadas en la sonda, usando las 

columnas “Mini Quick Spin DNA” (Roche), para su purificación. Para ello, se 

resuspende la resina de la columna por vórtex y tras romper la parte inferior de 

la misma, se coloca en un tubo eppendorf y se centrifuga 1 minuto a 3.000 rpm, 

para eliminar el exceso de tampón. 

 Aplicar la muestra en el centro de la columna y centrifugar a 3.000 rpm. Medir 

la relación de radiactividad sonda: columna (≥ 2:1). 

 Desnaturalizar la sonda sometiéndola a un baño de agua hirviendo durante 5 

min., seguido de otros 5 min. en hielo. 

TE Buffer   

Tris-HCl 10mM pH 8,0, EDTA 1mM. 

4.9.- Transferencia e hibridación de ácidos nucleicos. 

4.9.1.- Southern blot. 

Esta  técnica (Southern, 1975) permite la identificación y el análisis de secuencias 

específicas de DNA mediante el uso de electroforesis en geles de agarosa e 

hibridación  utilizando sondas específicas. Para  analizar una muestra de  DNA 

(10µg) ésta debe ser previamente digerida con enzimas de restricción y separada 

por electroforesis en gel de agarosa (Apartado 4.6). Una vez terminada la 

electroforesis, los fragmentos de DNA  se transfieren (o blotting) a un filtro o 

membrana de nylon (Hybond-N ™, Amersham). La movilización de los ácidos 

nucleicos desde el gel hasta la membrana se consigue por capilaridad, con un 

tampón adecuado, ascendiendo verticalmente a través de una pila de papel 

absorbente compactado a presión. Una vez finalizada la transferencia se 

inmoviliza el DNA a la membrana  utilizando el crosslinker UV Stratalinker™1800 
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(Stratagene), en la membrana está representada una copia exacta del patrón de 

bandas presente en el gel  (Brown, 1993). 

La secuencia para realizar  la transferencia es la siguiente: 

 Colocar una placa de vidrio limpia sobre una cubeta que contenga la solución 

de transferencia (NaOH 2M). 

 Extender en la placa  una tira de papel Whatman 3MM empapado en la 

solución de transferencia  que sobresalga de la placa y esté en permanente 

contacto con la solución de transferencia. Debe ser de mayor tamaño que el gel. 

 Colocar uno sobre  otro y en el orden siguiente: 

  Es muy importante  que no haya burbujas de aire entre el gel y la membrana. 

 Gel cubriendo  el resto de la tira de papel Whatman con plástico para evitar el 

contacto con los papeles absorbentes. 

 Membrana nylon (Hybond-N ™, Amersham) del mismo tamaño que el gel. 

 3 papeles Whatman 3MM  del tamaño del gel. 

 Pila de papeles absorbentes de 10 – 15 cm de grosor. 

 Placa de vidrio. 

 Peso de 0,5-1 Kg. 

 Dejar transferir  durante toda la noche. 

 Fijar los ácidos nucleicos a la membrana exponiendo 2 min  en un Stratalinker 

(UV) 1800 (Stratagene). La correcta transferencia del DNA se comprobó en un 

transiluminador de luz UV. En estas condiciones, el filtro puede ser usado para la 

hibridación con una sonda radiactiva (Apartado 4.9.3). 

4.9.2.- Northern blot. 

 

Es una técnica  muy similar  al  Southern blot que permite la identificación de 

secuencias específicas de RNA. Mediante esta técnica se pueden transferir por 

capilaridad RNAs desde el gel a una membrana de nylon (Hybond-N ™, 

Amersham).  
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El Northern permite detectar qué genes son transcritos en determinadas 

condiciones, así como la expresión de diferentes genes. 

Para evitar que el RNA se  degrade es necesario trabajar con material libre de 

RNasas y guantes. Se pueden analizar hasta 30 µg de RNA, aunque entre 10-15 

µg son suficientes para detectar RNAs abundantes. 

Culminada la electroforesis, se debe comprobar si las cargas son adecuadas, por 

lo que se visualiza el gel en el transiluminador “UVP BioDoc-It™ Imaging System” 

y se procede a la transferencia en la membrana de nylon. La secuencia para 

realizar  la transferencia es la siguiente: 

 Añadir SSC 20x a la cubeta de transferencia. 

 Colocar en la cubeta una placa  de cristal. 

 Colocar una mecha de papel de filtro (Whatman 3MM) encima de la placa de 

cristal y empaparla con SSC 20x.  

 Eliminar las burbujas de aire que hayan quedado atrapadas con la ayuda de una 

pipeta de vidrio estéril. 

 Disponer el gel con la cara de la transferencia en contacto con la mecha 

evitando la formación de burbujas. 

 Colocar una membrana de nylon (Hybond-N, Amersham) de las mismas 

dimensiones que el gel y eliminar las burbujas que hayan quedado atrapadas 

entre la membrana y el gel. 

 Colocar tres papeles Whatman 3MM sobre el gel. 

 Emplear una pila de papeles absorbentes de 10 – 15 cm de grosor. 

 Disponer en la parte superior una placa de vidrio y un peso para compactar el 

sistema y facilitar la transferencia. 

 Mantener la transferencia durante 16-18 horas cambiando el papel absorbente 

a intervalos de 8 horas. 

 Una vez finalizada la transferencia, fijar el RNA al filtro utilizando un 

“Stratalinker” (UV) 1800 (Stratagene). 

SSC 20x    

NaCl 3M, Citrato sódico 0.3M pH 7-8. 
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4.9.3.- Hibridación y autorradiografía. 

Una vez completado el marcaje radiactivo del DNA, se procedió realizar la 

hibridación mediante la técnica de Church y Gilbert (1984): 

 Previamente calentar el horno de hibridación a 65°C. 

 Mezclar en una botella de hibridación 4 ml de tampón fosfato pH 7,2, 9 ml de 

agua milli Q estéril y 7 ml de SDS 20%. 

 Calentar en el horno de hibridación a 65°C durante 15 min. 

 Añadir a la botella de hibridación 40 µl de EDTA 0.5M pH 8. 

 Poner el  filtro dentro de la botella para prehibridar el filtro durante 1-2 horas a 

65°C. 

 Añadir la sonda radiactiva desnaturalizada a la botella de hibridación evitando 

que la sonda toque la membrana. 

 Hibridar a 65°C  durante 16 horas. 

Una vez  transcurrido el tiempo de hibridación, se elimina el exceso de 

radiactividad de la membrana: 

 Precalentar las soluciones de lavado SSC 2x; SDS 1% y SSC 0.5x; SDS 1% a 65°C.  

 Recoger la sonda en un tubo falcon para su reutilización y conservar a -20°C en 

una urna de metacrilato. 

 Realizar un primer lavado en el horno de hibridación, con la solución SSC 2x; 

SDS 1% a 65°C  durante 15 min. 

 Realizar un segundo lavado del filtro con la solución SSC 0.5x; SDS 1% a 65°C en 

el horno de hibridación durante 10 min. 

 Comprobar el nivel de radiactividad del filtro y si es necesario repetir el último 

lavado. 

 Cubrir el filtro con una película plástica y exponer en una placa de imagen Bas-

IP 2040S (20x40 cm) Fujifilm durante 24-48 horas. 

 Revelar la placa de imagen en un analizador de bioimágenes (“Bio-imagin 

analyzer” Bas 1500, Fujifilm). 
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4.10.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

 

4.10.1.- Técnica de PCR. 

Ideada por el científico Kary Mullis a mediados de los 80 y más conocida como 

PCR (Polymerase Chain Reaction), la reacción en cadena de la polimerasa ha 

cambiado el curso de las ciencias biológicas y biomédicas más que cualquier otra 

técnica inventada durante el siglo XX. El gran éxito científico de la PCR reside en 

que permite obtener in vitro un gran número de copias de fragmentos 

específicos de DNA, basándose en un principio muy sencillo: la utilización de 

mecanismos similares a los empleados por la propia célula en la replicación del 

DNA durante la división celular.   

La reacción en cadena de la polimerasa consiste en la repetición cíclica de tres 

etapas (Watson et al., 1992):   

Desnaturalización del DNA bicatenario  

Presente en la muestra para separar las dos cadenas, mediante la aplicación de 

temperaturas superiores a 90°C.  

Unión específica de los primer (oligonucleótidos sintéticos) 

A las cadenas sencillas mediante complementariedad de bases. La temperatura a 

la que se realiza esta unión (Ta, annealing temperature) es muy importante para 

controlar la especificidad de la reacción. La Ta depende de la composición de 

bases y del tamaño de los primers. Se suelen emplear dos primer que se unen 

cada uno a una cadena diferente delimitando la secuencia diana que se pretende 

amplificar. La selección de dichos cebadores constituye uno de los puntos más 

críticos del ensayo de PCR.   

Extensión de la cadena de DNA a copiar 

A partir de los primers, utilizando los nucleótidos presentes en la solución. y las 

cadenas de DNA de la muestra.   

La polimerasa empleada inicialmente, procedente de Escherichia coli, se 

desnaturalizaba cuando se sometía a temperaturas superiores a 90°C durante la 
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primera etapa de cada ciclo y por lo tanto, había que reponerla al inicio de cada 

fase de extensión. En la actualidad, sin embargo, se utilizan enzimas 

termoestables como la Taq polimerasa, procedente del microorganismo  

termófilo Thermus aquaticus y cuya extensión la lleva a cabo la enzima DNA 

polimerasa, que inicia su actividad tras reconocer la unión de los primer. 

Después de cada ciclo se obtiene como resultado la duplicación de la secuencia 

de DNA diana delimitada por la pareja de primer específicos. Dado que las 

nuevas copias también sirven como patrones en los subsiguientes ciclos, la 

cantidad de DNA generado se incrementa exponencialmente. De este modo, al 

final de n ciclos el número de copias de DNA por cada molécula será de 2n. 

 

PROCEDIMIENTO.   

Se prepara la mezcla en las siguientes proporciones:  

Tampon 10X  5 µl   

Oligonucleótico sentido (100µM)  1 µl 

Oligonucleótico antisentido (100µM)  1µl  

dNTPs (10µM)  1 µl 

Taq Polimerasa o “Expand High 

Fidelity”(Roche) (5U/ µl) 
 1 µl   

H2O destilada estéril 39 µl   

Total  48 µl 

 Al DNA problema o a amplificar se le agrega la mezcla  

   

   

 

 

Mezcla 48 µl 

DNA problema 

(≤1µg) 

 2  µl +  

Total   50 µl   
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Colocar las muestras en el termociclador (Mastercycler  Gradient  Eppendorf)   e 

introducir la información de los ciclos. 

Las condiciones de temperatura y tiempos se detallan a continuación. La 

temperatura de anillamiento se calculó con el programa Oligo 4.05, dependiendo 

de la longitud y composición de los oligonucleótidos empleados en la reacción de 

PCR. El tiempo de extensión aproximado fue de 1 min por cada kb de longitud del 

fragmento de DNA a amplificar: 

      94°C              3 min                  DESNATURALIZACIÓN INICIAL                           

      94°C              30 seg                 DESNATURALIZACIÓN                                          

      52-61°C         30 min                 ANILLAMIENTO                           30-40 ciclos   

      72°C               1-2 min               ELONGACIÓN                                                       

      72°C               7 min                  ELONGACIÓN FINAL                                            

      4°C                  ∞                                      

4.10.2.- PCR Cuantitativa (Q RT-PCR). 

 Esta técnica, fundamentada en la PCR convencional, se basa en la detección y 

cuantificación simultánea de la fluorescencia emitida por los productos de PCR 

acumulados durante el proceso de amplificación. La fluorescencia se cuantifica 

mediante el valor ct (cycle treshold) definido como el número de ciclos 

requeridos para que la señal de fluorescencia sobrepase el nivel umbral. Permite 

analizar cambios en la expresión de un gen en una muestra en relación a otra 

muestra de referencia, que generalmente contiene genes de expresión invariable 

(denominados genes “housekeeping”), tales como el gen ACTINA8, utilizado en el 

presente trabajo. Esta modificación del proceso tradicional de PCR, amplifica 

secuencias de RNA (Apartado 4.5.4) que previamente son convertidos a cDNA 

por acción de la enzima transcriptasa reversa Paralelamente, se ha de realizar 

una curva patrón en las mismas condiciones, empleando la sonda de un gen de 

expresión invariable para conocer la cantidad total de cDNA  que se está 

amplificando.       
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Los análisis de expresión génica realizados mediante Q RT-PCR se llevaron a cabo 

empleando cDNA sintetizado a partir de 1 µg de RNA (apartado 4.2). Los 

oligonucleótidos se diseñaron en el programa Primer Express 1.0 (Applied 

Biosystems), usando como control cebadores específicos del gen ACTINA8. 

 La reacción de amplificación se llevó a cabo en el termociclador ABI PRISM 7000 

Sequence Detection System (Applied Biosystems, USA), empleando el kit Brilliant  

Green PCR MasterMix (Stratagene), de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante.  

Para llevar a cabo la reacción de amplificación, el cDNA fue diluido 25 veces. La 

concentración óptima de cada pareja de oligonucleótidos utilizados se determinó 

mediante un perfil de disociación previo, que simultáneamente permitió conocer 

si la amplificación era debida a la formación de dímeros entre ellos. Cada 

reacción se repitió por triplicado para obtener de este modo el valor de 

desviación estándar, siguiendo los pasos que se detallan a continuación: 

   

 Añadir la combinación óptima de oligonucleótidos para que queden a una 

concentración final de 0,2 µM.   

 Añadir 5 µl de una dilución 1:25 de las muestras de cDNA a cada pocillo. 

 Preparar la mezcla de reacción y añadir 20 µl a cada pocillo.  

 Centrifugar 10 seg a máxima velocidad.   

 

Mezcla de reacción 20 µl 

 BrilliantTM  SYBR®  Green I QPCR master mix 12 µl (SureStart Taq DNA 

polimerasa, tampón, mezcla de nucleótidos y SYBR Green), oligonucleótidos 

sentido y antisentido (0,2 µM), 0,375 µl ROX 300 nM,H2O estéril hasta 20 µl. 

Las condiciones de reacción fueron las siguientes:  

50°C   2 minutos  

95°C   10 minutos 

95°C   15 segundos           

60°C   1 minuto 
40 ciclos 
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72°C   50 segundos 

4°C    ∞ 

Las curvas de amplificación se obtuvieron empleando el programa Prism 7000 

SDS.  

4.11.- Secuenciación del DNA. 

 

La determinación de la secuencia de nucleótidos de los clones de cDNA se llevó a 

cabo en el Servicio de Secuenciación de la Universidad de Salamanca, que posee 

un secuenciador automático ABI 377 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Inc.) y 

utiliza el “dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” con la 

enzima AmpliTaq DNA polimerasa FS (Perkin Elmer). 

Las muestras se prepararon mezclando 500-600 ng de DNA de doble cadena con 

3 pmol del oligonucleótido correspondiente hasta un volumen final de 8 µl. Los 

iniciadores utilizados fueron “M13 (-20) universal primer”, “reverse primer” y 

promotor T7. Además de los específicos para cada clon, que se detallan en los 

apartados correspondientes. 

5.- EXPRESIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS. 

5.1.- Expresión de proteínas en E. coli. 

La expresión controlada de los clones de cDNA como proteínas de fusión en E. 

coli se realizó utilizando el vector pALEX2b que está diseñado para ser utilizado 

con el sistema  CASCADETM para la expresión y purificación de proteínas.  

CASCADE™ es un sistema bacteriano de expresión de proteínas altamente 

regulado y con una gran capacidad. El sistema utiliza circuitos de regulación en 

cascada para amplificar la expresión génica cuando está inducido, manteniendo 

un nivel basal de expresión muy bajo cuando no lo está. 
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5.1.1 Construcción de los plásmidos recombinantes y transformación. 

La región codificante del clon aislado, correspondiente a la proteína PYL8/RCAR3, 

se amplificó por PCR utilizando los oligonucleótidos siguientes:  

IPF3: 5’-GGATCCATGGAAGCTAACGGGATTGA -3’(sitio BamH I subrayado y codón 

de iniciación de la transcripción en negrita), y  

IPR2: 5’-CCCGGGTTCTTACTCCTTTGATCTTT-3’ (sitio SmaI subrayado y codón de 

paro en negrita),  

La región codificante del clon aislado, correspondiente a la proteína FsPP2C1 se 

amplificó por PCR utilizando los oligonucleótidos siguientes:  

FsPP2C1F: 5’-GTCGACATGGCTGGGATTTGCTGTGG -3’(sitio ACC I subyado y codón 

de iniciación de la transcripción en negrita), y  

FsPP2C1R 5’-CCCGGGGATTACTATTGTTGATT -3’ (sitio Sma I subrayado y codón de 

paro en negrita), los cuales habían sido diseñados incorporando lugares de 

restricción que facilitaron su clonación. Todos los oligonucleótidos fueron  

los cuales habían sido diseñados incorporando lugares de restricción que 

facilitaron los siguientes pasos de clonación. Todos los oligonucleótidos fueron 

sintetizados y suministrados por Isogen, Inc. 

Las condiciones de la reacción de PCR fueron: 5 min a 94 °C, 30 ciclos a 94 °C (1 

min), 55 °C (1 min) y 72 °C (3 min) y finalizando con 10 min a 72 °C. A 

continuación, el producto amplificado fue purificado, como se ha detallado 

Figura M.3 Esquema de la expresión de proteínas en E. coli. (Empresa 

Biomedal). 
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anteriormente, y comprobado en gel de agarosa. El fragmento se ligó 

directamente al vector pGEM-T y el inserto fue liberado mediante digestión con 

las enzimas de restricción adecuadas. 

Posteriormente, este inserto se subclonó, en fase de lectura, en el vector de 

expresión pALEX2b linearizado previamente con las mismas enzimas de 

restricción. El plásmido recombinante generado se denominó pALEX2b-IP. Por 

último, la secuencia fue verificada para evitar posibles errores cometidos por la 

Taq polimerasa. 

5.2 Purificación de las Proteínas C-LYTAG. 

 

El sistema C-LYTAG para la purificación de proteínas de fusión en E. coli está 

basado en una versión reducida del tag de purificación por cromatografía de 

afinidad C-LYTAG. C-LYTAG interacciona específicamente con la resina LYTRAP, 

un soporte cromatográfico  de la Empresa Biomedal. 

El nuevo tag incorpora una secuencia polipeptídica estructurada en alfa-hélice 

que actúa como elemento espaciador entre el dominio de unión a colina y la 

proteína de interés, reduciendo la posible interferencia estructural entre ambas 

regiones y facilitando, si es necesaria, la separación del tag mediante digestión 

con enteroquinasa, al favorecer el acceso de esta endopeptidasa a su diana de 

corte. 

Previamente las proteínas han sido expresadas en recA-1 (E. coli) y 

transformadas con el plásmido pALEX conteniendo las distintas construcciones. 

Procedimiento: 

 Las bacterias se crecen en medio LB en presencia de ampicilina y kanamicina.  

 La inducción se hace  con 2mM de salicilato (Figura M3). 

 La solubilización de las proteínas se realiza en tampón fosfato 20mM a pH 7 y  

NaCl 1,5M. 

 La resina equilibrada en el mencionado tampón se incuba con el extracto de 

proteínas solubilizadas durante 5 min. 

 La resina se lava con 15 ml de tampón fosfato 20mM a pH 7. 
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 La proteína recombinante  se eluye con buffer fosfato 20mM a pH 7 y 250 mM 

de colina. Cada fracción de 1ml obtenida, se chequea en geles desnaturalizantes 

de SDS-PAGE al 16%. 

Para la determinación de la concentración de proteínas en las diferentes 

muestras se utiliza el método de Bradford (1976) (Bio-Rad). En cada 

determinación se prepara una recta patrón de concentración, tomando como 

proteína de referencia la albúmina. 

5.3.- Análisis de proteínas por SDS-PAGE. 

5.3.1.- Electroforesis de proteínas. 

La técnica seguida para la electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia 

de SDS fue la descrita por Laemmli (1970), con algunas modificaciones. Se utilizó 

un equipo Miniprotean II (Bio-Rad) con espaciadores de 1 mm y la electroforesis 

se llevó a cabo a 180-200 voltios. 

Reactivos   Gel separador (12%)  Gel concentrante (5%) 

 

Acrilamida/bis-acrilamida  4 ml    1.3 ml 

(28.2/0.8%) 

Tris-HCl 1.5 M, pH 8.7  2,5 ml      ---- 

Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8    ----    2,5 ml 

SDS 10%    100 µl    100 µl 

Agua Milli Q   3.3 ml    6.1 ml 

PSA 10%    50 µl    50 µl 

TEMED    5 µl    5 µl 

Tampón de corrido 

glicina 382 mM, Tris base 49 mM y SDS 0,1%. 

 Tampón de la muestra 



 

 

      MATERIALES Y TÉCNICAS 

89 

Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8, ß-mercaptoetanol 5%, SDS 2%, glicerol 10% y azul de 

bromofenol 0.00125%. 

 

5.3.2.- Detección de las proteínas. 

 Una vez  finalizada la electroforesis se utiliza el método Fairlanks de tinción 

rápida. En este método se emplean un total de 4 soluciones:  

 1a solución: isopropanol al 25%, ácido acético al 10% y azul de coomassie 

0,05%.  

 2a  solución: isopropanol al 10%, y ácido acético al 10%, 0,005% de azul 

Coomassie. 

 3a   solución: ácido acético al 10% y azul de Coomassie 0,002%. 

 4 a  solución: ácido acético al 10%. 

 Introducir el gel en un recipiente con la 1a solución. Luego se calienta en el 

microondas a máxima potencia durante 2 min (hasta ebullición). 

 Dejar enfriar en agitación a temperatura ambiente durante 5 min. 

 Retirar esta solución y lavar con agua. 

 Añadir  la 2a solución. Se vuelve a calentar en el microondas hasta ebullición. 

 Retirar la solución y lavar.  

 Añadir la  3a solución, se calienta en el microondas y se deja enfriar. 

 Lavar con agua y añadir  la 4a solución, nuevamente se calienta en el 

microondas. Con esta solución en frío se puede dejar de 15 min hasta toda la 

noche. En el recipiente también se incluye una esponja con el fin de retirar los 

restos de colorante para desteñir por completo el gel. Una vez finalizado el 

proceso de tinción, el gel se seca a vacio entre papel  celofán (Bio-Rad). 

Los tamaños de las proteínas separadas por SDS-PAGE se determinaron por 

comparación con marcadores de bajo rango de peso molecular (“SDS-PAGE 

Molecular Weight Standards, Low Range”, Bio-Rad).  

 

5.4.- Determinación de la actividad fosfatasa. 
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La determinación de la actividad fosfatasa se realizó mediante ensayos de 

fluorescencia, para los que se utilizó el kit “SensoLyte FDP Protein Phosphatase 

Assay kit” (ANASPEC). Este ensayo se basa en la  hidrolisis del sustrato 

fluorogénico FDP (3,6- fluorescein diphosphate)    que provoca una reacción de 

fluorescencia. 

El tampón de  ensayo para PP2C que se utilizó es el siguiente: 

 50mM Tris-HCl pH 7.5 

 0,1mM EDTA 

 0,5mM DTT 

 60mM  MgCl2 

 

Añadir a la solución FDP (3,6- fluorescein diphosphate)   250 µl de DMSO. 

Preparar  una solución stock para el número de muestras necesarias. Para 100 

muestras: 

Componente    Volumen 

FDP (3,6- fluorescein diphosphate)   50 µl 

Tampón de ensayo           4,95 ml 

1M DTT             15 µl 

Total      5ml 

 

 

 

 

 En placas de Elisa de 96 pocillos, añadir  25 µl de FsPP2C1 a los pocillos 

correspondientes y posteriormente según se ha indicado previamente la 

proteína PYL8/RCAR3. 

 Añadir 50 µl de la solución stock. 

 Agitar la placa durante 30 seg 

 Iniciar la lectura:  
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Ex/Em = 485±20 /528±20nm, es necesario hacer la lectura cinética cada 10 min a 

lo largo de 60 min. Se utilizó el lector de placas  TECAN ULTRA EVOLUTION. 

 

 

6.- ENSAYOS DE DOBLE HÍBRIDO EN LEVADURA  

 

Este ensayo de doble hibrido en levadura se emplea para la detección  de la 

interacción entre dos proteínas, basándose en que algunos factores 

transcripcionales constan de 2 dominios imprescindibles para que se produzca la 

transcripción del gen al que regulan. Este es el caso del factor transcripcional 

GAL4 de levadura, que consta de un extremo N-terminal que se une al DNA 

(binding domain, BD) y un extremo C-terminal (activation domain, AD) necesario 

para que se produzca la transcripción del gen reportador LACZ (Young, K, 1998). 

FsPP2C1 fue fusionado al dominio de unión a DNA GAL4 (DNA-BD), mientras que 

los genes provenientes de la librería (presa), están fusionados al dominio 

activador GAL4 (AD). La interacción entre el cebo y la presa dentro de una 

levadura permite la aproximación del dominio activador y de unión a DNA 

causando la reconstitución del factor transcripcional GAL4. 

El análisis del doble hibrido  en Arabidopsis se realizó al azar, el cebo se 

transformó en la cepa de levadura Y187 con 10 millones de fragmentos 

individuales. Para una mayor eficiencia de acoplamiento se utilizó el método 

específico (Legrain et al., 1998, 2000, 2002). La búsqueda se realizó  primero a 

pequeña escala para adaptar la presión selectiva a la propiedad intrínseca de la 

“carnada”. Se encontró también que la concentración óptima de 100µM de 3-

amino triazol, concentración que servirá  para reducir colonias de fondo. A 

continuación se realizó la búsqueda a gran escala en condiciones que aseguren 

un número de 50 millones de interacciones probadas en el fin de cubrir 5 veces 

la complejidad primaria de la levadura (Rain et al., 2001). Para evaluar la 

fiabilidad de cada interacción se aplicó una puntuación biológica (PBS) 

(Formstecher et al., 2005), que se basa en dos diferentes niveles de análisis. En 
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primer lugar, una puntuación local toma en cuenta la redundancia y la 

independencia de los fragmentos de presa, así como las distribuciones de los 

marcos de lectura y codones de paro en los fragmentos de superposición. En 

segundo lugar, una puntuación global tiene en cuenta las interacciones que se 

encuentran (Rain et al.,  2001 ; Wojcik et al., 2002).  

7.- OBTENCIÓN Y MANIPULACIÓN DE PLANTAS TRANSGÉNICAS. 

7.1.- Transformación de Arabidopsis thaliana por Agrobacterium. 

7.1.1.- Construcciones para la transformación de plantas de Arabidopsis 

thaliana. 

 

El  gen utilizado en la generación de plantas transgénicas fue PYL8/RCAR3. Este 

gen se empleó para la transformación de plantas de Arabidopsis thaliana por 

medio de Agrobacterium tumefaciens, utilizando el vector binario pBI 121 

(Bevan, 1984)(Figura M.1).  

El T-DNA de este vector contiene el gen delator GUS (ß-glucuronidasa) bajo el 

control del promotor 35S, y el gen NPTII (neomicina fosfotransferasa II) que 

confiere resistencia a kanamicina. La bacteria Agrobacterium tumefaciens 

introducirá en las células vegetales la construcción preparada dentro del 

fragmento de T-DNA, que se encuentra entre las zonas denominadas LB y RB del 

plásmido pBI 121. 

 En primer lugar, se  realizó la ligación en el vector pGEM-T (Apartado 4.5.2)  y  la 

transformación de células competentes de E.coli cepa DH5α (Apartado 3.4). La 

presencia  y orientación del inserto se comprobó por digestión utilizando las 

enzimas de restricción BamH I y Sma I.  

A continuación se llevó a cabo la construcción pBIN121 PYL8/RCAR3. Para ello, se  

digirió el vector pBIN121 con las enzimas de restricción  BamH I y Sma I. Se 

realizó la ligación a una relación molar 1:3. La mezcla de ligación se utilizó para 

transformar células competentes de la cepa E.coli DH5α y los transformantes se 

seleccionaron en placas de LB conteniendo 50µg/ml de kanamicina. 
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7.1.2.- Preparación de células competentes de Agrobacterium tumefaciens. 

 

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria gram negativa que tiene la capacidad 

de infectar diferentes especies de plantas. La cepa de A. tumefaciens utilizada en 

nuestros experimentos fue la C58C1, que contiene el plásmido Ti desarmado 

pGV2260 (Deblaere et al., 1985). Dentro del plásmido Ti se encuentra el T-DNA 

que contiene la construcción de interés, logrando que el fragmento se integre en 

el genoma de la planta por un proceso de transferencia. La bacteria se pone en 

contacto con las flores de Arabidopsis y se procede a dar un golpe de vacío. En 

este periodo de contacto, la bacteria transfiere al tejido el T-DNA del plásmido Ti, 

que se integra en el material genético de sus células, transcribiéndose más tarde 

como si fuera un gen propio de la planta. 

Para la obtención de células competentes de esta cepa de Agrobacterium se 

realizaron los siguientes pasos: 

 Obtener un cultivo saturado de células en 10 ml de LB líquido suplementado 

con rifampicina (0.14 mg/ml). 

 Incubar  a 28°C durante 2-3 días.  

 Con 1 ml del cultivo  saturado incubar 100 ml de LB. 

 Incubar  a 28°C durante una noche hasta que la D.O. a 600 nm sea de 0,5-1,0.  

 Recoger las células por centrifugación a 3.000 rpm durante 20 min y a 4°C. 

 Lavar dos veces con agua Milli Q estéril a 4°C. 

 Resuspender las células obtenidas en 4 ml de glicerol al 10% a 4°C. 

 La suspensión se dividió en fracciones de 0.4 ml, que se almacenaron a –80°C. 

 

7.1.3.- Transformación de A. tumefaciens mediante choque térmico. 

 

Estas células competentes se transformaron con las construcciones pBI121-

PYL8/RCAR3 mediante choque térmico. Para ello, se realizó el siguiente 

procedimiento:  

 Poner en un eppendorf 200µl de células competentes.  
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 Añadir 100-500ng de la construcción pBI121-PYL8/RCAR3.  

 Congelar en nitrógeno líquido durante 5 min. 

 Descongelar en un baño a 37°C durante 25 min. 

 Añadir 1ml de LB a cada muestra. 

 Incubar 1 hora a 28°C con agitación (200 rpm) 

 Luego para seleccionar los transformantes se plaquea la muestra en  LB sólido 

suplementado con rifampicina (50 µg/ml) y kanamicina(50 µg/ml). 

 Incubar a 28°C. 

 

7.1.4.- Preparación de plásmidos de A. tumefaciens. 

 

Para confirmar si las colonias de A. tumefaciens contenían la construcción 

deseada, se realizó una extracción de los plásmidos. Para ello: 

 Seleccionar 10 colonias y se inocularon en matraces de 10 ml de LB 

suplementado con rifampicina y kanamicina. 

 Incubar a 28°C en agitación (200 rpm) durante una noche. Posteriormente se 

purifica el plásmido siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 4.4. 

7.1.5.- Infiltración de plantas de Arabidopsis thaliana con A. tumefaciens. 

 

La transformación de Arabidopsis por medio de A. tumefaciens se realizó por el 

método de infiltración in planta (Clough y Bent, 1998). La transformación de 

plantas enteras no requiere regeneración de tejidos in vitro, lo que evita la 

variación somaclonal, y además, se reduce el tiempo requerido para obtener 

individuos transformados. 

 Poner un preinóculo de 10 ml de A. tumefaciens  con la construcción en LB+ 

rifampicina (50 µg/ml) + kanamicina (50 µg/ml). 

 Inocular con 5-10 ml del preinoculo 500 ml de LB+ rifampicina (50 µg/ml) + 

kanamicina (50 µg/ml). 

 Incubar toda la noche  a 28°C en agitación. 

 Centrifugar a 3000 rpm durante 15 min a 4°C. 
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 Resuspender el pellet en 200 ml de medio MS + 5% sacarosa y disolver 

suavemente (usar el menor vortex posible). 

 Añadir 44µl de la citoquinina BAP (50 µg/ml). 

 Añadir 60 µl del detergente Silwet L-77 al 0.02% (v/v). 

Las plantas de A. thaliana (ecotipo Col-0) que iban a ser infiltradas, se crecieron 

en macetas (10-15 semillas por maceta) en las condiciones ya descritas 

(Apartado 2.2.2). Para la inoculación de las plantas con A. tumefaciens, se tuvo 

en cuenta que las flores se encontraran en su mayoría cerradas. 

Para la infiltración al vacío se realizó el siguiente procedimiento: 

 Colocar 200 ml de la suspensión de A. tumefaciens en un recipiente de plástico. 

 Introducir en la campana de vacío. 

 Colocar sobre el recipiente en posición invertida la maceta con las plantas en 

floración, de modo que la parte aérea de la planta quede sumergida en la 

suspensión.  

 Aplicar dos pulsos de vacío de 5 min. 

 Después del vacío dejar secar la planta sobre papel filtro, para eliminar el 

exceso de suspensión. 

 Introducir la planta en una bolsa cerrada y dejan la en un fitotrón (16h luz, 8h 

oscuridad) al menos 2 días. 

 Quitar la bolsa y regar periódicamente hasta la aparición de silicuas. 

 

 

7.2.- Selección de semillas transgénicas. 

 

Cuando las silicuas de las plantas transformadas (T0) estuvieron maduras se 

recogieron las semillas y se guardaron al menos una semana. Para la selección de 

los transformantes primarios (T1), las semillas procedentes de plantas 

individuales se esterilizaron, se sembraron en placas petri de 15 cm de diámetro 

con medio de selección con Kanamicina. Después de 7- 10 días desde la siembra 

los transformantes  eran claramente identificables por su color verde y sus raíces 
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desarrolladas (Fig M.4); en ese momento se trasplantaron  a alveolos y se 

trasladaron a un fitotrón para su cultivo. 

 

7.2.1.- Análisis de la segregación del marcador de resistencia a kanamicina en la 

generación T2. 

 

Las plántulas T1 se transfirieron a macetas con tierra y se dejaron crecer hasta la 

producción de semillas. Las semillas de estas plantas (generación T2) se 

recolectaron y se sembraron en placas de MS con kanamicina, donde se estudió 

la segregación de la resistencia a kanamicina de dichas semillas (Fig. M.4). 

Para el análisis estadístico de los datos de segregación de la resistencia a 

kanamicina en la progenie de las distintas líneas transgénicas se utilizó el 

estadístico muestral 2, que se construye utilizando la siguiente expresión 

analítica:  2
corr=  ( O-E  –1/2)2/E 

Donde O es la frecuencia observada, E es la correspondiente frecuencia 

esperada, y O-E es el valor absoluto de la diferencia entre O y E. 

El valor obtenido se comparó con los valores de la tabla de 2 para un grado de 

libertad. Si el valor obtenido corresponde a una probabilidad mayor de 0,5, la 

desviación obtenida no es significativa y por lo tanto los datos se ajustan 

aceptablemente a la hipótesis (Parker, 1989). 

 Las hipótesis nulas (Ho) planteadas fueron dos: que los datos eran compatibles 

con una segregación 3:1(resistentes: sensibles) lo que  corresponde a la inserción 

del T-DNA en único locus,  o bien compatibles con una segregación 15:1 que 

corresponde a la inserción del T-DNA en  dos loci. En ambos casos la hipótesis 

alternativa (H1) fue que no se cumpliera la hipótesis Ho. Las categorías son 

plántulas resistentes y sensibles a kanamicina. 
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7.2.2.- Caracterización molecular y fenotípica de las plantas transgénicas. 

 

Un grupo de 20 plántulas correspondientes a líneas T3 homozigotas y resistentes 

a kanamicina, se transfirieron de las placas a alveolos, para recolectar material 

vegetal y se utilizaron para la extracción de RNA. Las muestras de ácidos 

nucleicos obtenidas se utilizaron para el análisis por Northern blot (Apartado 

4.9.2), o PCR cuantitativa (Apartado 4.10.2) permitiendo comprobar los niveles 

de expresión  del transgén entre las distintas líneas transgénicas. 

El análisis por Southern Blot (Apartado 4.9.1) nos permitió saber cuántas copias 

del transgén PYL8/RCAR3 estaban presentes en nuestras líneas transgénicas y así 

seleccionar las líneas que tuvieran una única copia del gen transferido. 

Para la caracterización fenotípica de estas líneas transgénicas se hicieron varios 

ensayos. En primer lugar,  ensayos de germinación en presencia de ABA a 

diferentes concentraciones (0,5 µM, 0,7 µM y 1 µM) utilizando como controles 

Figura M.4 Resumen esquemático de la producción  de transgénicas de 

Arabidopsis. 
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medio MS sin suplemento y semillas Col-0. También se realizaron ensayos de 

germinación en presencia de paclobutrazol, que es un inhibidor de la síntesis de 

giberelinas, utilizándolo en dos concentraciones (1 µM y 10 µM). Siguiendo la 

caracterización fenotípica, se realizó un  ensayo de dormición, donde se 

analizaron los porcentajes de germinación de diferentes semillas que habían sido 

estratificadas durante 0, 24 ,48 y 72 horas a 4C en oscuridad y posteriormente 

mantenidas en una cámara de germinación a 21C, con un fotoperiodo de 16 

horas de luz. En esta ocasión se utilizaron como controles semillas Col-0, abi1-1 y  

el ecotipo Enkheim-2, con fuerte grado de dormición. Para estudiar la  respuesta 

al estrés osmótico analizamos la germinación  y crecimiento  en presencia de 

manitol a concentraciones de 150mM, 200mM y 250mM, utilizando como 

control semillas de  Col-0, abi1-1, 35S: FsPP2C1. Otro ensayo de respuesta a 

estrés abiótico fue el que se realizó en presencia de NaCl a concentraciones de 

100mM, 125mM y 150mM, utilizando los mismos controles del ensayo de 

respuesta a estrés osmótico.  

Posteriormente, analizamos el crecimiento de las raíces en presencia de ABA 

(3µM, 5 µM). Los ensayos de crecimiento de raíz se realizaron en placas 

cuadradas que se disponían de forma vertical, en medio MS suplementado con 

ABA, determinando la longitud de la raíz después de 5 días. 

Por último, se realizaron ensayos de sequía y pérdida de agua. Para ello, se 

seleccionaron alveolos  con plantas saludables, se forraron para evitar el ingreso 

de agua y minimizar la pérdida de agua por evaporación,  se pesaron los alveolos 

a T0, posteriormente se pesan durante 9 días y se observa la pérdida de agua. 

 

7.3 Cruzamiento y recolección de semillas. 

Para realizar un cruzamiento entre dos estirpes de Arabidopsis thaliana, se utilizó 

una de ellas como donante y otra como receptora de polen (parentales 

masculino (m) y  femenino (f), respectivamente). Según el procedimeinto 

descrito por Kranz y Kirchheim (1987), se elige un grupo de capullos florales en 

un ápice inflorescente de un tallo de la planta, que se usará como parental 
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femenino, y se eliminan todas las flores maduras, presuntamente 

autofecundadas, así como todos los capullos  ya formados, salvo aquéllos cuyos 

pétalos sean apenas visibles. A estos últimos se les extirpan los sépalos, los 

pétalos y se emasculan los estambres inmaduros, obteniendo de este modo 

flores cuya única estructura funcional es un pistilo no fecundado. Estas 

manipulaciones se realizan con unas pinzas de microcirugía (Lawton 09-0956XC) 

previamente esterilizadas por inmersión en etanol al 95% y secadas al aire, para 

eliminar cualquier traza de polen contaminante que pudieran contener. De la 

planta que se utilizará como donante de polen, se extirpa una flor madura que 

presente los  pétalos abiertos y estambres con los granos de polen bien visibles 

en sus anteras. Presionando  la flor con unas pinzas a la altura de los sépalos, se 

ponen en contacto varias de sus anteras, una por una, con el pistilo de  las flores 

receptoras de polen. 

El cruce se señaliza adheriendo al tallo, junto a la flor fecundada manualmente, 

una etiqueta en la que se indica el genotipo del material del parental masculino 

empleado para la polinización. Las plantas que se han sido fecundadas por este 

procedimiento son devueltas a la cámara de cultivo, en la que permanecerán 

hasta que se formen y maduren las silicuas, que serán recogidas y separadas en 

tubos eppendorf adecuadamente etiquetados. 

Las semillas contenidas en la totalidad de las silicuas de la planta, producto de su 

autofecundación, se conservan en sobres. 

 

 

8.- TRANSFORMACIÓN TRANSITORIA DE CÉLULAS DE EPIDERMIS DE CEBOLLA 

POR BOMBARDEO DE PARTÍCULAS. 

 

Con el objetivo de estudiar la localización subcelular de las proteínas   FsPP2C1 y 

PYL8/RCAR3 in vivo, se utilizó el vector pMDC43 (Fig. M.1) y se realizaron las 

construcciones pMDC43-FsPP2C1 y pMDC43-PYL8/RCAR3. En ambas 

construcciones, el gen se introdujo entre los sitios attR1 y attR2 y el clonaje de 
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las construcciones se realizó según el protocolo de ligación GATEWAY (Apartado 

4.5.3) y las construcciones quiméricas se comprobaron por secuenciación. 

Con estas construcciones se transformaron, de manera transitoria,  células de 

epidermis de cebolla, mediante la técnica de bombardeo de partículas de oro 

recubiertas con el DNA de interés. La transformación transitoria se realizó 

siguiendo una modificación del protocolo de Klein et al. (1987), como se detalla 

en los subapartados siguientes. 

 

8.1.- Preparación de células epidérmicas de cebollas. 

 

Las monocapas epidérmicas, obtenidas de la cara interna de las envueltas de los 

bulbos de cebolla, se colocaron en placas con medio MS-gelrite 2 horas antes del 

bombardeo con las partículas de oro, permaneciendo a 28°C en oscuridad hasta 

su transformación. 

Medio MS-gelrite:  

4.7gr/l de medio MS 

20gr/l sacarosa 

0,5g/l MES, se ajustó el pH a 5,8 y se añadieron 2g/l de Gelrite (Duchefa). 

Posteriormente es esterilizado en autoclave. 

 

8.2 Preparación de microproyectiles de DNA. 

 En tubo eppendorf se mezclaron 60 mg partículas de oro (Bio-Rad) con 1 ml de 

etanol absoluto en vortex durante 10 min. 

 La mezcla se centrifugó 10 seg a 14.000 rpm, descartando el sobrenadante.   

 Añadir 1 ml de glicerol estéril al 50 % y agitar en vórtex 30 seg, repitiendo este 

proceso dos veces más. 

 Resuspender el precipitado en 1 ml de glicerol al 50% y almacenar a 4 °C. 

 A 38 µl de partículas de oro así preparadas, se le añadieron 5 µg de DNA de alta 

pureza y agua milliQ estéril hasta completar 110 µl, y se resuspendieron 

mediante agitación en un vórtex durante 5 min.  
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 Bajo esta agitación continua, se añadieron 150 µl de una mezcla de 

Cl2Ca/espermidina (125 µl de Cl2Ca 2.5 M y 25 µl de espermidina 0.1 M). 

 Dejar sedimentar en hielo durante 10-15 min. 

 Eliminar el sobrenadante y añadir 500 µl de etanol absoluto, agitando en vórtex 

20 seg. El lavado con etanol se repitió dos veces y, finalmente, se añadieron 500 

µl de etanol absoluto. 

 

8.3.- Bombardeo de las células de epidermis de cebolla.  

 

 Esterilizar todas las membranas (Rupture Disk BioRad 1652329) y las rejillas 

(Stopping Screens BioRad 1652336) con etanol absoluto y mantener siempre el 

sistema en una cámara de flujo laminar. 

 Conectar la bomba de vacío y el flujo de helio (hasta una presión de 1.100 psi 

con discos de ruptura de 900 psi).  

 Eliminar el etanol de las partículas de oro recubiertas con el DNA y resuspender 

en 48 µl de etanol absoluto. 

 Agitar en vórtex y depositar 8 µl en el centro de cada membrana portadora, 

dejándola secar. 

 Colocar las membranas, la rejilla y la placa con el material a bombardear en el 

aparato de Biobalística (BioRad PDS-1000/He). 

 Cerrar la cámara. Por último, accionar la bomba de vacío hasta 27 in. Hg (0.1 

atm). Presionar el botón de disparo hasta romper la membrana y parar 

inmediatamente el vacío. 

 Una vez bombardeadas las células, las placas se incubaron en oscuridad de  2 a 

18 horas a 22°C, para permitir la acumulación de la proteína GFP antes de su 

observación al microscopio. 

 La fluorescencia emitida por la expresión de la proteína  GFP se observó en un 

microscopio óptico Zeiss Axiovert 200 con epifluorescencia y un filtro adecuado 

para GFP. Para la detección de la fluorescencia específica de la GFP por 
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microscopia confocal, se utilizaron filtros Zeiss de 515-530 nm con una fuente de 

excitación laser de Argon de 488 nm y el software de adquisición LaserShap v.5. 

 

9.- COMPLEMENTACIÓN BIMOLECULAR FLUORESCENTE (BIFC). 

 

Para confirmar la interacción “in planta” entre las proteínas FsPP2C1 y 

PYL8/RCAR3, se utilizó la técnica descrita por Hu et al., (2002) basada en la 

complementación de la fluorescencia por dos fragmentos no fluorescentes de la 

YFP cuando son reunidos por dos proteínas que interaccionan entre sí y que han 

sido fusionadas a cada uno de los mismos (Figura M6). La expresión se realiza de 

manera transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana, transformadas mediante 

infiltración con Agrobacterium tumefaciens . 

  

 

 

 

 

 

 

9.1.- Crecimiento de plantas de Nicotiana benthamiana. 

 

Las plantas de tabaco se cultivaron individualmente en macetas de plástico de 13 

cm de diámetro que contenían una mezcla de turba:vermiculita (1:1), 

manteniéndose a una temperatura de 24°C durante el día y 18°C durante la 

noche. Se mantuvo un fotoperiodo de día largo (16 h de luz y 8 h de oscuridad).  

9.2.- Construcciones realizadas. 

 

La proteína fluorescente  amarilla (YFP) se dividió en dos fragmentos N-terminal 

(YFPN) y C-terminal (YFPC). Cada fragmento fue clonado junto a las proteínas de 

interés. La reconstitución del cromóforo fluorescente YFP se produce sólo 

Figura M.6 Modelo esquemático de la reconstrucción de la fluorescencia emitida por 
la proteína YFP, empleada para la realización del ensayo BiFC. 

 

YFP 

Proteína Proteína 
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cuando interactúan las proteínas. Para el clonaje se utilizó el vector pMDC43 (Fig. 

M.1), y se realizaron las construcciones YFPC-FsPP2C1 y YFPN-PYL8/RCAR3. En las 

dos construcciones el gen se introdujo entre attR1 y attR2 y el clonaje de la 

construcción se realizó según el protocolo de ligación GATEWAY (Apartado 4.5.3) 

 

 

 

 

 

 

9.3.- Transformación  transitoria por agroinfiltración. 

 

 Hacer un preinoculo de A. tumefaciens transformado con las construcciones 

anteriores en 3ml de LB suplementado con rifampicina (50 µg/ml) y kanamicina 

(50 µg/ml). 

 Incubar 48 horas a 28°C en agitación (200 rpm). 

 Inocular con 2ml del preinóculo 20 ml de LB+ rifampicina y kanamicina. 

 Inocular también 10ml de A. tumefaciens transformado con el supresor del 

silenciamiento p19.  

 Dejar toda la noche incubando a 28°C en agitación 200 rpm. 

 Medir la densidad óptica del cultivo, es muy importante detener la incubación 

cuando la D.O a 600nm sea igual a 0,5.  

 Centrifugar los inóculos a 4000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. 

 Descartar el sobrenadante  y resuspender el precipitado en un volumen de 10 

ml de la solución de infiltración. Esta solución se mezcla en el momento y 

también se añade acetosiringona (stock a 100mM y añadir 20 µl para 10 ml de 

solución quedando a 200µM). 

Figura M.7 Construcciones empleadas en el ensayo BiFC. 
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 Dejar los tubos a temperatura ambiente durante al menos 3 horas y en 

oscuridad. 

 Agroinfiltrar con la ayuda de una jeringa. Justo antes de infiltrar se mezclan : 

•10 ml 35S:GFP+10 ml p19 (control positivo). 

•10 ml de YFPN- PYL8/RCAR3 + 10ml YFPC-FSPP2C1+ 10 ml p19. 

 Observar la infiltración tras 3 días en microscopia confocal. 

Solución de infiltración: 

10mM de MgCl2 +10 mM de MES pH 5,6 

 

10.- ANÁLISIS Y PRESENTACIÓN DE DATOS. 

 

10.1.- Fotografía.  Autorradiografía. 

Los geles de agarosa para la separación de DNA y RNA fueron visualizados en un 

transiluminador de luz ultravioleta UVP BioDoc-It™ Imaging System y las 

imágenes se imprimieron en una impresora térmica Digital Graphic Printer UP-

D897 (Sony).  

Las placas de imagen Bas-IP 2040S (20x40 cm) (Fujifilm) utilizadas para los 

ensayos de Northern blot, se revelaron en un analizador de bioimágenes (Bio-

imagin analyzer Bas 1500, Fujifilm). 

 Las imágenes de las plántulas, silicuas, semillas y placas fueron tomadas en un 

escáner EPSON Perfection 3590 Photo y en una lupa LEICA MZ 16 FA acoplada a 

una  cámara fotográfica digital LEICA DFC 490. Tanto el escáner como la cámara 

estaban conectados a un ordenador Apple iMac G5. 

 

10.2.- Análisis informático. 

 

El diseño de oligonucleótidos para la amplificación de cDNA mediante PCR se 

llevó a cabo con el programa Oligo®  4.05, Primer Analysis Software (National 

Biosciences, Inc.) mientras que para Q RT-PCR los oligonucleótidos se diseñaron 

en el programa Primer Express1.0 (Applied Biosystems). Para comprobar la 
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eficacia de los oligonucleótidos, se realizaron PCRs virtuales mediante el 

programa Amplify. 

 Los datos obtenidos tras la secuenciación de fragmentos de DNA se visualizaron 

mediante las aplicaciones informáticas EditView (ABI  PRISM™, Perkin Elmer) y 

DNA Strider, y se analizaron por comparación con las bases de datos TAIR BLAST 

2.2.8 (http://www.arabidopsis.org/) y MIPS 

(http://mips.gsf.de/proj/plant/jsf/athal/index.jsp) 

La comparación entre las distintas secuencias aminoácidicas se obtuvieron 

utilizando el método CLUSTAL W (Thompson et al.,1994) con la aplicación de 

Megaling de DNASTAR LASERGENE. 

El árbol filogenético en el que se representaron las PYR1/PYL/RCAR de 

Arabidopsis y otras especies, se realizó con el programa informático MEGA4 

(Tamura et al., 2007) y la base de datos Phytozome 

(http://www.phytozome.com).  

10.3.- Presentación de datos. 

El programa utilizado en la escritura ha sido Microsoft® Word 2007 (Microsoft 

Corporation). Para las figuras se ha utilizado el programa Adobe Photoshop® 6.0 

(Adobe Systems). Las imágenes digitalizadas se obtuvieron con el EPSON 

“Perfection 3590 Photo”. 

Las representaciones gráficas se han realizado, con Microsoft Excel para hojas de 

cálculo y realización de gráficas. Para la elaboración del apartado de bibliografía 

se usó el programa informático Jab Ref. 

 

10.3.1.- Pautas seguidas para la redacción de esta memoria. 

 

A lo largo de toda esta memoria se ha intentado hacer justicia a los autores 

anteriores, citando, en la medida de lo posible, los artículos en los que se recogió 

por primera vez un experimento o una idea. Las referencias en el texto se 

ordenan cronológicamente, siguiéndose un orden alfabético para autores de 

artículos publicados en el mismo año. Todos los autores de una publicación son 

http://www.arabidopsis.org/
http://mips.gsf.de/proj/plant/jsf/athal/index.jsp
http://www.phytozome.com/
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mencionados en la bibliografía, mientras que en el texto se cita únicamente al 

primero de ellos, salvo cuando son dos, que se menciona a ambos. 

Se ha procurado seguir el Diccionario de la Lengua Española de la Real Academia 

Española [Vigésimo primera edición (1992), Espasa Calpe, Madrid] y el 

Vocabulario Científico y Técnico de la Real Academia de las Ciencias Exactas, 

Físicas y Naturales [Segunda edición (1990), Espasa Calpe, Madrid]. 

Aquellos términos en inglés que no cuentan con un equivalente español de uso 

generalmente aceptado, se citan en cursiva o entre comillas. 

Las abreviaturas empleadas en esta memoria para referirse a unidades de 

medida se corresponden con las del Sistema Internacional. Se ha procurado 

aplicar la normativa de la IUPAC (International Union of Pure and Applied 

Chemistry) en lo referente a la formulación química y a las denominaciones de 

los compuestos empleados en este trabajo.  

En algunos puntos de esta memoria, se citan como fuentes direcciones de 

Internet, en formato http://… Estas citas se hacen con plena conciencia de que 

algunas de ellas son transitorias. Se trata, no obstante, de documentos que 

existen únicamente en formato electrónico y que no tienen un equivalente 

impreso en papel, por lo que no pueden ser citados de otro modo que el 

empleado en esta Tesis. 
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1. CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNAS QUE INTERACCIONAN CON LA PROTEÍN-

FOSFATASA DE TIPO 2C (FsPP2C1) DE Fagus sylvatica. 

 

1.1 Ensayos de doble híbrido en levadura.  

 

 En anteriores estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigación (O. 

Lorenzo Tesis D, 2000); (M.P González Tesis D, 2005), se  han aislado y 

caracterizado   varios clones de cDNA regulados por ABA. En concreto, una 

proteín-fosfatasa de tipo 2C, FsPP2C1, que es inducida por ABA,  presenta un 

dominio catalítico con 11 subdominios conservados presentes en todas las PPs de 

tipo 2C y es específica de semillas (Lorenzo et al., 2001). Posteriormente, se realizó 

el análisis  funcional de esta FsPP2C1 mediante su sobreexpresión en Arabidopsis, 

demostrando que FsPP2C1 actuaría como un regulador negativo en la señalización 

del ABA en semillas (González-García et al., 2003.) Nuestros resultados sugieren 

que esta PP2C de haya, a pesar de ser una proteína extraña en los tejidos de 

Arabidopsis, posee al menos sus correspondientes componentes de señalización 

(sustrato, activador, o ambos) en esta  planta modelo.  

Para profundizar en  el estudio de  esta fosfatasa realizamos la  búsqueda de 

proteínas que interactúan con FsPP2C1 (PP2C-IPs) en Arabidopsis, mediante 

ensayos de doble híbrido en levaduras, utilizando FsPP2C1 como cebo (Fig. R1). 

Como resultado, hemos identificado tres proteínas diferentes (PYL8/RCAR3, 

PYL7/RCAR2 y PP2C IP3-) las cuales  muestran fuerte interacción con FsPP2C1 

(Tabla R.1).  

Dos de las PP2C-IPs están estrechamente relacionadas con los miembros de una 

familia de genes en Arabidopsis, es decir, At5g53160 (PYL8/RCAR3) y At4g01026 

(PYL7/RCAR2) (Fig. R1). Fueron identificados cinco clones pertenecientes a la 

misma PYL8/RCAR3, explicando  así una fuerte interacción. 
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Tabla.R.1 Proteínas que interactúan con FsPP2C1 obtenidas en el ensayo  de doble 

híbrido en levadura. 

 

Clon Genoma 

Arabidopsis 

Secuencia Nº de  

clones 

PYL8/RCAR3 At5g53160 -46………691 5 

PYL7/RCAR2 At5g01026 24……..556 1 

PP2C-IP3 At2g23380(CLF) 6……….983 1 

 
1.2 Aislamiento y caracterización del clon PYL8/RCAR3. 

1.2.1 Determinación del tamaño del clon y de su mRNA correspondiente. 

Se seleccionó el clon  PYL8/RCAR3, para llevar a cabo los estudios de esta Tesis 

Doctoral. Utilizando la base de datos del proyecto TAIR (The Arabidopsis 

Figura R.1. Resultados obtenidos del ensayo de doble hibrido en levadura  con FsPP2C1 de 
Fagus sylvatica mostrando la interacción conPYL8/RCAR3 y PYL7/RCAR2. 
 

 

Cebo                 Presa

Control  positivo
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Information Resource, www.arabidopsis.org), se localizó la secuencia completa de 

este gen, que se corresponde con el locus At5g53160.  

La pauta de lectura de la secuencia (5’y 3’)  se muestra en la fig. R.2  Las 

secuencias de color negro de la parte superior  e inferior se corresponden con las 

regiones, 5’y 3’ no codificantes, respectivamente  y que presentan 308 y 264 

nucleótidos.  Por su parte,  la secuencia de color rojo pertenece a la región 

codificante  que presenta 564  nucleótidos (Fig. R2.A). 

El siguiente paso realizado fue traducir la secuencia proteica de este gen, 

utilizando los servicios bioinformáticas prestados por el sistema EXPASY (Expert 

Protein Analysis System), del “Swiss Institute of Bioinformatics” (www.expasy.ch) 

(Fig.R2B). 
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B) 

 

 

 

 

 

 

 
 

Para amplificar mediante PCR y obtener la zona codificante del gen diseñamos  

parejas de oligonucleótidos. La fig. R.3 muestra la posición, secuencia y 

orientación de cada uno de los oligonucleótidos utilizados. Con esta pareja de 

oligonucleótidos  se amplificó mediante PCR el fragmento de DNA,  siendo  

secuenciado  y confirmando  así su identidad para seguir los estudios. 

 

PP2C-IPF1  5’ -TCT  AGA TTT GTT TGT TTG TCG TAT CC-3’ XbaI 

PP2C-IPR1 5’- GAG CTC AAA GCT AAA CTC CAA AAT CA-3’ SacI 

 

1.2.2  Estudio comparativo de PYL8/RCAR3 con otras proteínas. 

 

Haciendo uso de la herramienta de alineamiento BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) que nos permite observar si esta secuencia esta conservada en otros 

organismos, y hasta qué punto, hemos podido conocer si otros organismos, 

solamente de aquellos que se disponga información, poseen un gen similar a 

PYL8/RCAR3.  

Debido a la degeneración del código genético principalmente, es más preciso y útil 

realizar un BLAST con la secuencia proteica, así se evitarán problemas como la 

duplicidad de clones en genotecas distintas, que podrían dar lugar a conclusiones 

Figura R.2. A Análisis de la secuencia nucleotídica de PYL8/RCAR3. 
Secuencia en sentido 5’-3’ del gen At5g53160. Se representa en negro las 
regiones no codificantes, en rojo y mayúsculas la región codificante y 
minúsculas los intrones  y encuadrados en amarillo las regiones de inicio y 
fin de la traducción. B Análisis de la secuencia aminoacídica de la proteína 
PYL8/RCAR3. 

  1 MEANGIENLT NPNQEREFIR RHHKHELVDN QCSSTLVKHI NAPVHIVWSL 

 51 VRRFDQPQKY KPFISRCVVK GNMEIGTVRE VDVKSGLPAT RSTERLELLD 

101 DNEHILSIRI VGGDHRLKNY SSIISLHPET IEGRIGTLVI ESFVVDVPEG 

151 NTKDETCYFV EALIKCNLKS LADISERLAV QDTTESRV 
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erróneas. La  consulta reveló una alta similitud con la familia recientemente 

identificada PYR1-PYL/RCAR (Ma et al., 2009; Park et al., 2009b), compuesta por 

14 miembros. Todos los miembros codifican proteínas pequeñas, que oscilan 

entre 165 y 221 aminoácidos (aproximadamente 20 kD), y se caracterizan por la 

presencia del dominio BetV I, con buen estado de conservación en muchos 

miembros de la familia (Fig. R.4), para esto se utilizó la  base de datos InterPro 

(http://www.ebi.ac.uk/interpro).  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TTTGTTGGAG GATTCGTCTC TCTCTCTCTC TCTTTCTCTT TCTCTCATCT 
TCTTCTTATC TCCCTCCAAA GACGGCGACT GTATAATCTA TCATTTCTTC 
ACAGTAACGC TTTCATCGGA AGATCTCGCC GGAAAAAAAC TTCTCTCTGA 
GATCAGATCT CTTACGATTC TCAGCTCAAT CTTATCTTTT CCTTTGTTGT 
GCTGCTTTTC ACTCTCTTCT GCGCGACGAA TTTGGCCTTG TTTTTTGTTT 
GTTTGTCGTA TCCGACGCGG AGGTATTGAG AAACCGTGGC TTAAGACGGA 
GGAAGAAGAT GGAAGCTAAC GGGATTGAGA ACTTGACGAA TCCGAATCAG 
GAAAGAGAGT TTATAAGGAG ACATCATAAG CATGAGCTTG TGGATAATCA 
GTGTAGCTCT ACGCTTGTTA AACATATCAA CGCTCCTGTT CATATTgtaa 
gcttctccct tcttcttctt ccttcatgcg ctctgatttt ctctgtttaa 
gttaatcggt tcttcttatt gttgattcaa tccagaattt gaaatctctc 
tctattttca tcgattgttg atcttactga tgaagaatcg attggtttct 
aattattgaa agcttacata gcatttgtgt aatcccaatc tgagtttgtt 
tgatctggtt ttgctttatt ggaaaaaaaa gctcccaaaa acgcttatgg 
attagtttga atctctctgg tgaatagGTG TGGTCACTTG TGAGAAGATT 
TGATCAGCCA CAGAAGTATA AGCCGTTTAT CAGTAGATGT GTGGTGAAAG 
GAAACATGGA GATTGGTACA GTAAGAGAAG TTGATGTGAA ATCTGGACTA 
CCAGCAACTA GAAGCACTGA GAGATTGGAG TTACTTGATG ACAATGAGCA 
TATTCTCAGT ATCAGAATCG TTGGTGGTGA TCATAGACTT AAGgtaatca 
atgaatcaaa aggttcgttt tctgtttaca gtgaatcaaa gacttatatg 
ttctatattg tttttggatt tagAACTATT CTTCAATCAT CTCTCTTCAC 
CCCGAGACTA TAGAAGGAAG AATAGGAACA CTTGTGATTG AGTCATTTGT 
GGTTGATGTA CCAGAAGGAA ACACAAAGGA TGAGACTTGT TACTTTGTTG 
AAGCTTTAAT CAAATGCAAT CTTAAATCTT TAGCTGATAT CTCTGAACGT 
CTTGCGGTTC AAGACACGAC AGAATCGAGA GTCTAAAGAT CAAAGGAGTA 
AGAAACTATT GAATCAGAGA GATTTTGGTT GCCATGGATG AAGCTCTCAA 
AGGGAAAAAG AGAGAGTGGG TGAGTTTCTT TGAGGATGGA CAAGGCAAAA 
AAAGTATCAT CATTTATCCA GTTACATAAT AAGTTTCTCA TTTGCTATTT 
TTGGGGTCAT TTCACTTTCA AACCCTCTTT TTAATTTCAT GTGTCTAATT 
TAATGAATGT GTTTTTGGTT TCTTCTCTAT AGAACCAAAA TATGATTTTG 
GAGTTTAGCT TTAGCAACTT GCAGGAATCT TTTTACAATT TGC  

PP2C-IPF1 

PP2C-IPR1 

Figura R.3.  Secuencia nucleotídica  de At5g53160, donde se muestra la posición 
y secuencia de los oligonucleótidos utilizados. 
 

http://www.ebi.ac.uk/interpro
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 Figura R.4. Comparación de la secuencia aminoacídica de PYL8/RCAR3, en distintas 
especies vegetales mediante BLAST. 
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La secuencia  de nucleótidos  del clon PYL8/RCAR3 y su correspondiente 

traducción en aminoácidos, fueron enviadas a la base de datos disponibles 

(GENENML y SWISSPROT) para encontrar otros genes y proteínas ya descritos que 

presentaran secuencias similares. La comparación con todas las secuencia 

incluídas en estas bases, reveló la existencia de homología con secuencias 

aminoacídicas que codifican PYL8/RCAR3 de diversas especies vegetales. 

 

1.2.3 Relación filogenética de PYL8/RCAR3 con otras proteínas vegetales. 

 

La relación filogenética entre PYL8/RCAR3 y otras proteínas estrechamente 

relacionadas  de la familia PYR1-PYL/RCARs se muestra en la Figura R5. El árbol 

filogenético se construyó utilizando los 14 miembros PYR1-PYL/RCARs de 

Arabidopsis y sus ortólogos, tanto en plantas superiores como inferiores 

(Physcomitrella patens, Selaginella moellendorfii, Populus trichocarpa, Vitis 

vinifera,  Oryza sativa, Fig. R5 y Tabla R.2). El árbol filogenético revela la presencia 

de antiguos eventos de duplicación génica que son anteriores a la especiación de 

las dicotiledóneas, monocotiledóneas y musgos, y que conduce a los seis clados 

distintos (Figura R5). Los datos disponibles a partir de proyectos de secuenciación 

recientes han puesto de manifiesto la conservación de las PYR1-PYL/RCAR en el 

musgo (P. patens) y en el helecho (S. moellendorfii). Se distinguen diferentes 

subgrupos PYR1-PYL/RCAR y las proteínas de todas las especies vegetales 

analizadas están presentes en al menos un subgrupo, lo que sugiere la probable 

existencia de ortólogos en todos los genomas considerados, así como en el 

antepasado común de todas las especies examinadas. Uno de los clados contiene 

exclusivamente las secuencias de las plantas inferiores P. patens y S. moellendorfii, 

lo que sugiere que este linaje de plantas contiene una copia de proteínas BetV I 

con funciones especializadas. Además, tres clados pueden distinguirse claramente, 

que incluyen la mayoría de los PYR1-PYL/RCARs de plantas superiores, donde 

están presentes duplicaciones y otros dos clados que incluyen Arabidopsis y una o 

dos especies superiores.  
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 Por otra parte, la interacción de dos miembros de esta familia con la proteín- 

fosfatasa de tipo 2C (FsPP2C1) sugiere que podrían tener un papel en la via de 

transducción de señal de ABA, mediada por este componente de su señalización.  

 

 

 

 

 

Esta comparación queda reflejada en la Figura R6, en la que se comprueba la 

similitud entre PYL8/RCAR3 y otras proteínas de Arabidopsis, por lo que se 

consideró que este  clon  corresponde  a una proteína de la familia  PYR1-

PYL/RCARs. 

 

Figura R.5.  Árbol  filogenético de la familia  PYR1-PYL/RCAR.  
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Tabla R.2.  Número de identificación de genes  de la familia  PYR1-PYL/RCAR 

en Arabidopsis y sus homólogos en diferentes plantas superiores e inferiores.  
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1.2.4 Caracterización de la proteína deducida de la secuencia nucleotídica. 

La proteína deducida de la secuencia nucleotídica  consta de 564 aminoácidos, con 

un peso molecular de 21.3 kDa y un punto isoeléctrico de  6.34 (Tab.R.3A y B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Características de la Proteína 
Peso Molecular ( Da) 2139,36 m.w 

Longitud (aminoácidos) 188 
Punto Isoléctrico 6,34 
Carga a pH 7 -2,84 

Figura R.6.  Alineamiento de la proteína PYL8/RCAR3 con otros miembros de la familia PYR1-
PYL/RCARs en Arabidopsis thaliana. 

Tabla R.3 A) Características de la proteína B) composición aminoacídica de la proteína 
deducida de la secuencia nucletídica del clon PYL8/RCAR3. 

A) 
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Aminoácidos Número % Peso % Frecuencia 
Cargados (RKHYCDE) 67 41.79 35.64 
Ácidos (DE) 28 16.24 14.89 
Básicos (KR) 24 16.21 12.77 
Polares (NCQSTY) 48 23.97 25.53 
Hidrofóbicos (AILFWV) 62 31.57 32.98 
A Ala 6 1.99 3.19 
C Cys 4 1.93 2.13 
D Asp 40 5.38 5.32 
E Glu 48 10.86 9.57 
F Phe 5 3.44 2.66 
G Gly 9 2.40 4.79 
H His 8 5.13 4.26 
I Ile 16 8.46 8.51 
K Lys 10 5.99 5.32 
L Leu 16 8.46 8.51 
M Met 2 1.23 1.06 
N Asn 11 5.87 5.85 
P Pro 7 3.18 3.72 
Q Gln 5 2.99 2.66 
R Arg 14 10.22 7.45 
S Ser 14 5.70 7.45 
T Thr 11 5.20 5.85 
V Val 18 8.34 9.57 
W Trp 1 0.87 0.53 
Y Tyr 3 2.29 1.6 

 
 

 

 

Cabe resaltar la gran cantidad de aminoácidos cargados (35.64%) e hidrofóbicos 

(32.98%), aunque no se destaca la presencia de ningún aminoácido predominante. 

Cuando se estudia el perfil hidropático de esta proteína, obtenido según el 

algoritmo de Kyte y  Doolitle (Fig. R.7), se puede observar una alternancia de zonas 

hidrofóbicas y hidrofílicas, sin que haya un predominio claro de  ninguna de ellas. 

B) 
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El análisis de la secuencia en la base de datos  

(http://Plants.genomics.purdue.edu/html/)  reveló la presencia de dominios funcionales 

en la proteína (Fig. R8), como el dominio  relacionado con la patogénesis, Bet V I. 

  

 

 

 

 

  1MEANGIENLT NPNQEREFIR RHHKHELVDN QCSSTLVKHI NAPVHIVWSL VRRFDQPQKY 
61KPFISRCVVK GNMEIGTVRE VDVKSGLPAT RSTERLELLD DNEHILSIRI VGGDHRLKNY 
121SSIISLHPET IEGRIGTLVI ESFVVDVPEG NTKDETCYFV EALIKCNLKS LADISERLAV 
181QDTTESRV  
 
 

 

 

 

188 1 

1 

2 

Relacionado con la patogenesis Bet  V 

Potencial  región de N- miristilación 

 

 

 

Figura R.7.  Perfil hidropático correspondiente a la secuencia de aminoácidos del clon 
PYL8/RCAR3. 

A) 

B) 

Figura R.8  A) Dominios funcionales de PYL8/RCAR3 B) Secuencia aminoácidica de PYL8/RCAR3 

donde se indican con colores los distintos dominios funcionales. 

http://plants.genomics.purdue.edu/html/
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1.3  Comprobación de la interacción in planta mediante BiFC. 

 

Para confirmar la interacción  entre  FsPP2C1 y  PYL8/RCAR3  realizamos ensayos  

de complementación bimolecular fluorescente (BiFC), como técnica de interacción 

in planta. Para ello, generamos construcciones fusionando a la FsPP2C1  la región 

C- terminal  de 84 aminoácidos de la proteína fluorescente amarilla (YFPC) en el 

vector pYFPC43 (derivado de pMDC43; Curtis y Grossniklaus, 2003), que genera 

una proteína de fusión YFPC-FsPP2C1 (Fig. R9). Por otra parte, PYL8/RCAR3 

(At5g53160), se fusionó a la región N-terminal de 155 aminoácidos de la proteína 

fluorescente amarilla (YFPN) en el vector pYFPN43, lo que generó la quimera 

YFPN- PYL8/RCAR3 (Fig. R9). Estas construcciones se expresaron de manera 

transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana, transformadas mediante 

infiltración con Agrobacterium tumefaciens.  

Como resultado observamos la  imagen de microscopia confocal (Fig. R.10), donde 

la distribución de la fluorescencia confirmó la interacción entre las  proteínas 

FsPP2C1 y PYL8/RCAR3. Del mismo modo, pudimos demostrar que la interacción  

se localiza específicamente en el núcleo celular. Resultados similares se 

obtuvieron cuando otro miembro de la familia PYR1-PYL/RCAR la proteína 

PYL5/RCAR8 (At5g05440), se utilizó  también en los ensayos de BiFC (Fig. R.9), 

mostrando la especificidad de la interacción de FsPP2C1 con la familia PYL/RCAR. 

Además, se corroboró la interacción con otros miembros de  PP2Cs del cluster A 

de  Arabidopsis mediante el análisis de la interacción entre PYL8/RCAR3 y HAB1. 

HAB1 es uno de los ortólogos de FsPP2C1. Por lo tanto, utilizamos HAB1 y su 

versión mutada hab1G246D, correspondiente a la misma mutación encontrada en 

los mutantes dominantes abi1-1 y abi2-1. Conviene resaltar que hemos sido 

capaces de demostrar también la interacción entre PYL8/RCAR3 y HAB1, mientras 

que la mutación hab1G246D es capaz de impedir dicha interacción (Fig. R.11). 
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A) 

PYL7/RCAR2 

Figura R.9.  Construcciones realizadas: YFPC-FSPP2C1, YFPN-PYL8/RCAR3 y YFPN-PYL7/RCAR2. 

Figura  R.10.  A) Imágenes de microscopia confocal, donde se muestra la interacción  proteína- 
proteína mediante ensayos BiFC.  Las interacciones entre YFPn-At5g53160 y YFPc-FsPP2C1 (arriba), 
YFPn At4g01026 y YFPc-FsPP2C1 (centro), y YFPn At5g05440 y YFPc-FsPP2C1 (abajo). B) Localización 
de la interacción FsPP2C1-At5g53160 en el núcleo, en ausencia y en presencia de ABA. 

 

A) 

B) 
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1.4  Expresión del clon PYL8/RCAR3. 

 

1.4.1 Estudio in silico de la expresión del clon PYL8/RCAR3 durante la 

germinación y en respuesta a distintos tratamientos. 

 

Para  analizar la expresión de PYL8/RCAR3 empleamos la base de datos 

A) 

B) 

C) 

Figura  R.11. Localización subcelular de la proteína HAB1 de Arabidopsis y PYL8/RACR3. A) Imágenes 
de microscopia confocal, donde no se observa interacción  entre YFPc-hab1G246D y YFPn-At5g53160 
B) Imagen donde se muestra la interacción entre la proteína YFPn-At5g53160 y YFPc-HAB1. C) 
Localización de la interacción de YFPn-At5g53160 y YFPc-HAB1. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=2799352_pp1520133f04.jpg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=2799352_pp1520133f04.jpg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=2799352_pp1520133f04.jpg
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Genevestigator (http://www.genevestigator.ethz.ch; Zimmerman et al., 2004) que 

aglutina los resultados de decenas de “Microarrays” realizados con diferentes 

condiciones. En concreto, engloba un total de 31.460  experimentos de expresión 

en distintas situaciones. Al introducir el  gen  objeto de estudio, el motor de 

búsqueda del programa hace una compilación de todos los  experimentos en los 

que aparece dicho gen y los clasifica según el tejido donde se exprese, o tras 

tratamientos de estrés.     

En primer lugar, se obtuvieron los datos para los diferentes órganos de la planta 

(Fig. R.12).  

A)                             B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Se observa claramente una mayor expresión en  la germinación  y primeros 

estadios del desarrollo de la planta, decayendo a lo largo del ciclo de vida del 

vegetal. De aquí se puede deducir que este gen se expresa en órganos 

involucrados en la  germinación.  

 

 

 
 

Figura R.12.  (A y B) Niveles de expresión  de PYL8/RCAR3  en diferentes órganos de la planta. Una 

mayor intensidad en el color azul de las celdas indica una mayor expresión en el tejido indicado. 

 

http://www.genevestigator.ethz.ch/
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 Haciendo uso del software de Genevestigator http://www.genevestigator.ethz.ch  

(Zimmermann et al., 2004) también se observó que la expresión de PYL8/RCAR3 

estaba fuertemente reprimida por estrés salino, estrés osmótico, así como por el 

tratamiento  con ABA (Fig. R.13). La expresión de PYL8/RCAR3 (At5g53160) 

presenta un patrón opuesto a las plantas 35S:FsPP2C1 y con otros miembros de  la 

familia PYR1-PYL/RCAR, como se muestra en la fig. R.13. Por ejemplo,  PYL7/RCAR2 

(At4g01026) parece comportarse de manera diferente en cuanto a su  expresión 

génica observándose un incremento en la respuesta a ABA, estrés salino, osmótico 

y sequía. 

 
 

 

 

 

 

 

Además, utilizando la base de datos BAR (http://bar.utoronto.ca), se compararon 

los niveles de transcritos de PYL8/RCAR3 (At5g53160) frente a PYL7/RCAR2 

(At4g01026) en los diferentes tejidos vegetales y etapas de desarrollo (Fig. R.13). 

Se observa un patrón de expresión diferente, principalmente en las semillas (secas 

Figura  R.13 Perfiles de expresión génica  mediada  por estrés abiótico de varios  
PYR1-PYL/RCAR (http://www.genevestigator.ethz.ch). La expresión de PYL8/RCAR3 
(At5g53160)  está  reprimida por estrés salino y estrés osmótico así como el 
tratamiento  con ABA (Zimmermann et al., 2004). 

 

http://www.genevestigator.ethz.ch/
http://www.genevestigator.ethz.ch/
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e imbibidas), lo que puede indicar diferentes funciones para algunos miembros de 

esta nueva familia. 

 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 
 

 

 

 

Figura R.14. A) Niveles de transcritos de PYL8/RCAR3 (At5g53160) en diferentes 
tejidos de la planta B) Comparación de los niveles de transcritos de PYL8 
(At5g53160) vs. PYL7 (At4g01026) en los diferentes tejidos de  la planta, basados 
en datos obtenidos mediante el navegador eFP (http://bar.utoronto.ca). 

 

 

 



 
 

 

                                                              RESULTADOS 

127 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5  Expresión y act 

 

 

 

1.5 Expresión y actividad in vitro de las proteínas FsPP2C1 y PYL8/RCAR3. 

Para comprobar si los clones FsPP2C1 y PYL8/RCAR3 realmente codifican proteínas 

funcionales, se procedió a su expresión en E. coli, purificación de la proteínas 

recombinantes sintetizadas y determinación de su actividad in vitro. 

1.5.1. Expresión in vitro de las proteínas.  

Las regiones codificantes de los clones de cDNA PYL8/RCAR3  y FsPP2C1 fueron 

expresadas en E. coli  como proteínas de fusión utilizando el vector pALEX2b, que 

está diseñado para ser utilizado con el sistema CASCADETM para la expresión y 

purificación de proteínas, y de esta forma medir posteriormente su actividad. (Fig. 

R.16). 

En la fig. R.16 se presenta una electroforesis de las proteínas expresadas en E.coli 

después de la inducción con IPTG durante 1- 4 horas, se observa la aparición de 

una banda clara, con un peso molecular aproximada de  35kDa y  65kDa 

respectivamente. 

Figura R.15. Representación pictográfica de la expresión de PYL8 (At5g53160) y 
PYL7 (At4g01026) en las semillas y plántulas ubicado en la base de datos BAR 
(http://bar.utoronto.ca).  
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1.5.2  Determinación de la actividad proteín-fosfatasa in vitro. 

 Una vez que las proteínas de fusión habían sido expresadas, purificadas y 

renaturalizadas, se comprobó su funcionalidad mediante ensayos de actividad 

proteín-fosfatasa in vitro. La determinación de la actividad fosfatasa se realizó 

mediante ensayos de fluorescencia, para los que se utilizó el kit “SensoLyte FDP”  

que esta optimizado para detectar la actividad utilizando 3,6 fluorescein bi 

phosphate como sustrato  fluorogénico, el grado de hidrólisis  se determina 

espectrofotométricamente. Protein Phosphatase Assay kit” (ANASPEC), la lectura 

se  realizó  en el lector de placas  TECAN ULTRA EVOLUTION   Ex/Em = 485±20 

/528±20nm. 

Las proteínas PYL8/RCAR3 se adicionaron de manera creciente 0ng, 10 ng, 25 ng, 

50 ng, 100 ng, y de la proteína FsPP2C1  40 ng. La lectura se realizó en 3 tiempos 

10,20 y 30 minutos. 

La adición de cantidades crecientes de la proteína PYL8/RACR3 inhibe la actividad 

fosfatasa de  FsPP2C1 (Fig. R.17). En los ensayos de  actividad se cuantifica la 

capacidad de la FsPP2C1 para liberar Pi. Estos resultados sugieren un posible papel de 

PYL8/RCAR3 como inhibidor de la PP2C. 

 65 kDa 

 

35 kDa 

B) A) 

Figura R.16. A) Expresión y purificación de la pjroteína FsPP2C1  B) Expresión y 
purificación de la proteína PYL8/RACR3 en E. coli. 
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1.6 Localización subcelular de las proteínas FsPP2C1 y PYL8/RCAR3. 

 

La localización subcelular de las proteínas FsPP2C1 y PYL8/RCAR3 se determinó 

mediante bombardeo de partículas de oro. Para ello se generaron proteínas 

quiméricas fusionando el extremo N-terminal de las  proteínas FsPP2C1 y 

PYL8/RCAR3 a la proteína GFP (Green Flourescent Protein) utilizando el vector 

pMD43, como se detalla en el apartado 9 de Materiales y Técnicas, y se 

expresaron de manera transitoria en células epidérmicas de cebolla por 

transformación. 

El análisis del patrón de distribución de la fluorescencia  mediante microscopía  

confocal (Fig R.18) confirmó  la localización nuclear de la proteína FsPP2C1-GFP. La 

expresión transitoria de la construcción PYL8/RCAR3-GFP en las células 

epidérmicas de cebolla mostró el mismo patrón de expresión de las células 

transformadas únicamente  con los vectores pMD43 en los que observamos que la 

Figura R.17. Ensayo de actividad fosfatasa de FsPP2C1 y PYL8/RACR3, se muestra 

los resultados en tiempos de 10, 20 y 30 minutos. 
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proteína  GFP aparece en toda la célula, lo que demuestra que PYL8/RCAR3 se 

localiza en citoplasma y el núcleo. 

A)                                B) 

 

 

 

  

 

2. ANÁLISIS FUNCIONAL DE PYL8/RCAR3 EN LA  DORMICIÓN/GERMINACIÓN DE 

SEMILLAS Y SU PAPEL EN LA SEÑALIZACIÓN DE ABA. 

2.1 Generación de las líneas transgénicas 35:SPYL8/RCAR3. 

 

Para intentar comprender el papel que podía desempeñar la  proteína 

PYL8/RACR3  en la dormición/germinación de semillas, se abordó la generación de 

plantas transgénicas de A. thaliana, para lo cual diseñamos la construcción que se 

muestra  en la Fig. R.18. Teniendo en cuenta que PYL8/RCAR3 pertenece a una 

familia de  14 miembros y que genes homólogos de la misma familia suelen 

presentar redundancia funcional en diferente grado, hemos optado por un 

enfoque de ganancia de la función. De esta forma, pretendemos aportar pruebas 

genéticas sobre la posible función del gen PYL8/RCAR3 en la señalización del ABA, 

mediante la generación de líneas transgénicas 35S:PYL8/RCAR3.  

 

Figura R.18. Localización subcelular de FsPP2C1 y PYL8/RCAR3 (At5g53160) A) determinada  

de manera transitoria en células epidérmicas, se observa  la localización nuclear y citosólica 

de ambas proteínas B) Análisis mediante agroinfiltración en hojas de tabaco, la localización 

que se observa tanto para FsPP2C1 y PYL8/RCAR3  es nuclear y citosólica. 
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El método de transformación de plantas de A. thaliana fue el de infiltración in 

planta (apartado 6.1.7 de Materiales y Técnicas). Las semillas transformadas (en 

las que A. tumefaciens ha introducido el T-DNA de las construcciones en pBIN121) 

se seleccionaron por su resistencia al antibiótico kanamicina conferida por el gen 

NPT II presente en el T-DNA. Las semillas recolectadas de las plantas infiltradas, se 

sembraron en placas de medio MS con kanamicina (50 µg/ml). 

 

 

 

 

 

 

 

Las semillas no transformadas germinaron en presencia de kanamicina, pero dos 

días después de la germinación los cotiledones perdieron la pigmentación. Estas 

semillas no desarrollaron hojas primarias y se retrasó mucho el crecimiento de las 

raíces. Las semillas resistentes germinaron en presencia de kanamicina, se 

mantuvieron verdes y mostraron un crecimiento normal, desarrollando hojas 

primarias. Se pudieron observar las diferencias en color y tamaño entre las 

plántulas resistentes y las sensibles a kanamicina. 

De las semillas de las plantas infiltradas se obtuvieron dos plántulas resistentes a 

kanamicina por cada mil, indicando que la eficiencia de transformación había sido 

de un 0.2%. 

De 30 líneas 35S:PYL8/RCAR3 resistentes a kanamicina recogidas en la T1, 

aproximadamente el 60% muestran un fenotipo de hipersensibilidad al ABA 

durante la germinación, comparando con las plantas sin transformar. 

Figura R.19. Construcción usada para la transformación de plantas de  Arabidopsis. 
RB, borde derecho del T-DNA; LB, borde izquierdo del T-DNA; 35S, promotor 35S del 
virus del mosaico de la coliflor; NPTII, neomicina fosfotransferasa II; NOS-p, 
promotor NOS; NOS-t, terminador NOS. La región codificante del cDNA PYL8/RCAR3  
se obtuvo por PCR. 
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2.2.-Segregación de los transgenes en la progenie. 

 

Las semillas provenientes de las plantas T1, muestran segregación de la resistencia 

a kanamicina conferida por el gen NPT II incluído en el T-DNA introducido en las 

plantas. La Tabla R.4 resume la segregación observada en la T2 para cada línea de 

la generación T1. 

Para determinar el tipo de segregación de la resistencia a kanamicina de cada 

línea, se calculó el valor estadístico 2 (Parker, 1989) utilizando el número de 

plantas resistentes y sensibles. El límite para aceptar o rechazar una hipótesis se 

fija en la probabilidad del 5 %, es decir, para valores menores de 3,841 (valor de 2 

para un grado de libertad) la desviación no es significativa y los datos se ajustan a 

la hipótesis. 

La transmisión del gen de resistencia a kanamicina de la generación T1 a la T2, 

está de acuerdo con la segregación de inserciones del T-DNA como un marcador 

dominante en hemizigosis. En la T2, se analizaron aproximadamente 100 semillas, 

que provenían de 7 líneas diferentes (Tabla R.4). Finalmente, se determinaron las 

líneas homozigotas en la T3 y se seleccionaron aquellas líneas presentaban una 

única copia de T-DNA. En concreto, siete  líneas homocigóticas T3 fueron 

seleccionados para  la caracterización molecular y fenotípica. 

Las líneas IP1, IP2, IP3, IP5, IP7 muestran una distribución de resistencia a 

kanamicina que se ajusta a una segregación mendeliana de una inserción en un 

sólo locus, con un cociente de semillas resistentes sobre semillas sensibles de 3:1. 

Por su parte, las líneas IP4, IP6 muestran dos inserciones (15:1). El resto de las 

líneas no presentan un patrón de segregación mendeliano. Esta segregación 

puede ser debida a la pérdida de la expresión del gen NPT II, a la existencia de 

varias inserciones que pueden presentarse en homozigosis o en hemizigosis, a una 

inestabilidad del inserto o a una transmisión sexual defectuosa para este locus 

debida, por ejemplo, a una generación de gametos de menor viabilidad. 
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2.3.-Caracterización molecular del transgén PYL8/RCAR3. 

Una vez seleccionadas las plantas transgénicas homozigóticas (T3) para dicho gen, 

se realizaron los correspondientes ensayos moleculares y fenotípicos. 

En primer lugar, comprobamos que las líneas sean portadoras del transgén 

PYL8/RCAR3, mediante caracterización molecular de las plantas transgénicas por 

Northern blot, Q RT-PCR y  Southern blot. 

 El nivel de expresión del transgén PYL8/RCAR3 en las  distintas líneas transgénicas 

se analizó mediante  el análisis Northern blot y Q RT-PCR. El resultado de estos 

análisis  se muestra en las fig. R.20 y R.21, donde se observa una alta expresión del 

transgén PYL8/RCAR3 en las 7 líneas transformadas con la construcción 

35S:PYL8/RCAR3 (IP1-IP7), mientras que la expresión no se detecta en las plantas 

de Arabidopsis de tipo silvestre. 

El análisis Northern y Q RT-PCR mostró que el gen PYL8/RCAR3 se expresaba de 

manera variable en las diferentes líneas transgénicas 35S:PYL8/RCAR3, se observó 

que niveles bajos de expresión del transgén son suficientes para dar lugar a 

hipersensibilidad al ABA, estrés salino, estrés osmótico. 

 

Línea Total KR KS 

Valor X2 para cada cociente 

3R:1S  
(1 inserto) 

15R: 1S 
 (2 insertos) 

IP1 97 81 16 3.302 15.671 
IP2 90 75 15 2.904 14.936 
IP3 116 94 22 1.943 29.876 
IP4 64 58 6 7.521 0.6 
IP5 106 88 18 3.22 19.042 
IP6 89 80 9 9.742 1.655 
IP7 95 75 20 0.593 33.045 

Tabla R.4. Segregación a la resisitencia a kanamicina de la líneas transgénicas en la 
generación T2 KR: número de semillas resistentes a kanamicina. KS: número de 
semillas sensibles a kanamicina. Las líneas sombreadas  fueron seleccionadas para 
seguir los ensayos. 
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Figura R.20. Análisis por Northern blot de las líneas transgénicas que sobreexpresan 
PYL8/RCAR3. WT, tipo silvestre Col-0; IP1-IP7, líneas transgénicas que portan la 
construcción 35S:PYL8/RCAR3. Se utilizaron 10 µg de RNA por muestra que se 
hibridaron con una sonda obtenida a partir de la pauta de lectura abierta de 
PYL8/RCAR3. Panel inferior: RNA ribosómico usado como control de carga. 

 

 

Figura R.21. Análisis de Q RT-PCR de las líneas transgénicas que sobreexpresan 
PYL8/RCAR3 (1 a 7) en comparación con el tipo silvestre (Col-0) utilizando 
oligonucleoticos para PYL8/RCAR3 específicos. 
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El análisis por Southern blot muestra el número de inserciones del gen 

PYL8/RCAR3 presentes en las distintas líneas transgénicas de Arabidopsis thaliana. 

El DNA de estas líneas fue digerido con la enzima NcoI. Las líneas transgénicas  IP4 

e IP6  presentan dos inserciones y las líneas IP1, IP2, IP3, IP5, e IP7  presentan una 

única inserción, como se puede observar en la fig. R.22, con una segregación 3:1 

de resistencia a kanamicina en la T2. En todos estos casos, este resultado está 

acorde con el obtenido en el análisis de la segregación (Tabla R.4.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 Caracterización fenotípica de las plantas 35S:PYL8/RCAR3. 

 

Los análisis  de expresión previos  de PYL8/RCAR3 in silico  y su contraste con la 

expresión  de FsPP2C1, nos llevó a comprobar si la expresión constitutiva de 

PYL8/RCAR3 en Arabidopsis podría afectar a diferentes procesos del desarrollo y 

respuestas a estrés regulados por ABA. Para ello, primeramente  se realizaron 

ensayos de sensibilidad al ABA, dormición, respuestas a estrés salino y osmótico y 

Figura R.22. Análisis por Southern Blot de las líneas transgénicas (IP1-IP7) que 
sobreexpresan PYL8/RCAR3. El DNA genómico (10 µg) fue digerido con NcoI (panel 
inferior) e hibridado con cDNA de PYL8/RCAR3. M, marcadores de peso molecular en 
kb.  
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en tejidos vegetativos utilizando  en ocasiones como controles semillas de 

Arabidopsis thaliana de tipo silvestre Col-0, semillas del mutante abi1-1, que es 

insensible a ABA, y semillas que sobreexpresan FsPP2C1 (P1,P2,P3). 

 

2.4.1 Estudio de la germinación en semillas que sobreexpresan 35S:PYL8/RCAR3. 

 En este trabajo, hemos optado en primer lugar por un enfoque de ganancia de 

función  para aportar pruebas genéticas sobre la función del gen PYL8/RCAR3 en  

la señalización de ABA  durante los  procesos de dormición y germinación. 

Se estudió la germinación de las semillas en presencia de  tres concentraciones de 

ABA (0,5µM; 0,7 µM y 1 µM).  Como podemos observar en la fig. R.23 después de 

8 días, la emergencia radicular y el desarrollo de los cotiledones fueron inhibidos 

en las semillas  que sobreexpresan PYL8/RCAR3, mientras que las semillas de tipo 

silvestre (Col-0) fueron capaces de germinar y crecer bajo estas condiciones. Al 

analizar los porcentajes de emergencia radicular de las semillas a iguales 

concentraciones de ABA (0,5µM; 0,7µM y 1µM) se observa que las líneas 

transgénicas presentan  porcentajes de germinación menores del  5 % mientras 

que las de tipo silvestre (ecotipo Col-0) muestra valores altos, aún  en presencia de 

ABA 1µM. Estos resultados demuestran que las semillas que sobreexpresan el 

transgén PYL8/RCAR3  son hipersensibles al ABA. 
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Otro ensayo de germinación fue llevado a cabo en  presencia de paclobutrazol 

(PCB), un inhibidor de la síntesis de giberelinas (GAs), dado que las GAs y el ABA 

tienen papeles antagónicos en la germinación de semillas. Vemos que a diferencia 

de las semillas de tipo silvestre, nuestras líneas transgénicas  son incapaces de 

germinar,  corroborando de nuevo esta hipersensibilidad en la germinación. (Fig. 

R23). Lo mismo ocurre tras la adición de paclobutrazol,  siendo los porcentajes de 

las líneas transgénicas menores al 5% mientras que las semillas de tipo silvestre 

presentan valores mayores a estos, aún a altas concentraciones (PCB 10 µM) (Fig. 

R.24)  

De nuevo, estos fenotipos identificados contrastan fuertemente con la  

insensibilidad  a ABA  y paclobutrazol que muestran las plantas que sobreexpresan 

la FsPP2C1 (González-García et al; 2003). 

Figura R.23. A) Ensayo de germinación en MS y en presencia de diferentes 
concentraciones de ABA en semillas 35S:PYL8/RCAR3, comparadas con el 
tipo silvestre Col-0. B) Porcentaje de germinación de 3 líneas transgénicas 
35S:PYL8/RCAR3  en concentraciones crecientes de ABA. 
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          Col-0 35S:PYL8/RCAR3     35S:PYL8/RCAR3         35S:PYL8/RCAR3 

(1)                         (4)                               (6) 

Figura R.24. A) Ensayo de germinación  de  semillas 35S:PYL8/RCAR3 en  MS y en 
presencia de diferentes concentraciones de paclobutrazol (PCB), que es un inhibidor 
de la síntesis de giberelinas (GAs). B) Porcentajes de germinación de 3 líneas 
transgénicas 35S:PYL8/RCAR3 en presencia del inhibidor de la síntesis de giberelinas 
(PCB). 

 

 

 

 

 



 
 

 

                                                              RESULTADOS 

139 

2.4.2  Estudio de la dormición en semillas que sobreexpresan 35S:PYL8/RCAR3. 

 

El siguiente paso fue la realización de ensayos de dormición, en los que se 

analizaron los porcentajes de germinación en semillas de las líneas transgénicas 

seleccionadas (IP1, IP4 y IP6) y en los controles anteriormente mencionados (Col-

0, abi1-1) y  el ecotipo Emkheim, que presenta una fuerte grado de dormición (Fig 

R.24). Una vez recolectadas las semillas de la planta madre, primero fueron 

estratificadas durante 0, 24, 48 y 72 horas a 4C en oscuridad y posteriormente, 

mantenidas en una cámara de germinación con un fotoperiodo de 16 horas de luz 

a 21C. 

 Las semillas de Arabidopsis thaliana de tipo silvestre (Col-0) presentan dormición 

primaria cuando se recogen de la planta madre, son incapaces de germinar 

aunque las condiciones ambientales sean apropiadas y necesitan ciertos 

tratamientos que ayuden a eliminar la dormición como la estratificación o la 

aplicación de GAs (Koornneef y Karssen, 1994). Así, las semillas del ecotipo Col-0, 

si no se estratifican apenas van a germinar, mientras que  tras 72 horas de 

tratamiento frío se observan porcentajes de germinación cercanos al 90%.  (Fig 

R.24 B). 

El mutante abi1-1 presenta altos porcentajes de germinación, tanto en las 

muestras estratificadas como en las que no habían sido sometidas a ningún 

tratamiento previo. Las líneas transformadas 35S:PYL8/RCAR3 presentan 

porcentajes de germinación inferiores al 5% en las muestras no estratificadas y en 

las que habían sido sometidas a estratificación presentan porcentajes de 

germinación siempre inferiores al ecotipo silvestre, lo que indica que estas 

semillas presentan un mayor grado de dormición y sugiere que PYL8/RCAR3 

probablemente está relacionado con la señalización de ABA en este proceso 

fisiológico. 
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A) 

B) 

Figura R.25 A) Ensayo de dormición en las líneas transgénicas 35S:PYL8/RCAR3, a 0, 24, 
48 y 72 horas de estratificación, haciendo uso como controles Col-0 y Enkheim-2. B) El 
porcentaje de germinación se determinó a los 5 días de estratificación, se utilizaron como 
control semillas Col-0, el mutante abi1-1 y el ecotipo Enkheim-2, ecotipo que presenta 
mayor grado de dormición. 
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2.4.3 Hipersensibilidad al estrés salino y osmótico de 35S:PYL8/RCAR3. 

 

Por otra parte, dada la importancia que tiene el ABA en la adaptación a diferentes 

tipos de estreses ambientales, analizamos las respuestas de las plantas que 

sobreexpresan PYL8/RCAR3 al estrés salino y al estrés osmótico. Para el  ensayo  

de respuesta al estrés osmótico utilizamos dosis crecientes de manitol a 

concentraciones de 150 mM, 200mM y 250mM. Así, comprobamos  que  las 

semillas de las plantas sobreexpresoras 35S:PYL8/RCAR3 son incapaces de 

germinar, mostrando también que las  semillas de tipo silvestre (Col-0) presentan 

porcentajes de germinación  aún mayores que las transgénicas 35S: PYL8/RCAR3,  

mientras que los mutantes abi1-1, así como la línea transgénica 35S:FsPP2C1,  

presentan elongación de la raíz y cotiledones verdes perfectamente desarrollados 

(Fig. R.26 A).  

Estos resultados indican que la sobreexpresión de PYL8/RCAR3 confiere 

hipersensibilidad  al manitol, aún en concentraciones donde las semillas de tipo 

silvestre (Col-0) son capaces de germinar y desarrollarse. 
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La respuesta de las plantas transgénicas 35S:PYL8/RCAR3  a estrés salino, se 

analizó, en presencia de tres concentraciones de NaCl  (100mM, 125mM y 150 

mM). Se encontró que las transgénicas son hipersensibles al estrés salino de 

manera contraria a lo observado en las semillas que sobreexpresan FsPP2C1, que 

son capaces de germinar aún en presencia de concentraciones altas de NaCl (Fig. 

R.27). 

 

 

 

Figura R.26. A) Germinación y crecimiento inicial de plántulas en medio MS suplementado 

con manitol. En la fotografía se muestra 3 líneas transgénicas  35S:PYL8/RCAR3, como 

controles 35S:FsPP2C1 (González-García et al.,2003), Col-0 y abi1-1. B) Porcentajes de 

germinación de las semillas 35S:PYL8/RCAR3 en medio MS suplementado con manitol a 

concentraciones de 150, 200 y 250 mM. 
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2.4.4 Efecto de la sobreexpresión de 35S:PYL8/RCAR3 en tejidos vegetativos 

 

Para continuar determinando las características fenotípicas de nuestras líneas 

transgénicas y ver si la sobreexpresión de PYL8/RCAR3 afecta a procesos de 

desarrollo y respuesta a estrés en la planta entera, analizamos su sensibilidad al 

Figura R.27. A) Germinación en presencia de NaCl a concentraciones de 100, 125 y 150mM. 

En la fotografía se observa la hipersensibilidad de las líneas transgénicas 35S:PYL8/RCAR3, 

fenotipo contrario al que muestran las semillas 35S:FsPP2C1. B)  Análisis de los porcentajes 

de germinación de las semillas 35S:PYL8/RCAR3 en  condiciones  de estrés salino, usando 

como controles semillas 35S:FsPP2C1, abi1-1 y Col-0. 
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ABA en tejidos vegetativos, comparada con las plantas control (Col-0) y con 

mutantes insensibles al ABA. 

Se sabe que el ABA inhibe el crecimiento de la raíz y que los mutantes insensibles 

al ABA  y las plantas que sobreexpresan FsPP2C1 son resistentes a  este proceso 

(Himmelbach et al., 1998, González-García et al., 2003). Por ello, analizamos la 

sensibilidad de las raíces  de plantas  de 12 días a concentraciones  de ABA (3 µM y 

5 µM) en placas verticales. Comprobamos que la longitud de la raíz era menor en 

nuestras líneas 35S:PYL8/RCAR3  en comparación con  el tipo silvestre y aún mayor 

es la diferencia con lo observado en los mutantes abi1-1 (insensibles al ABA). 

Mostrando así una inhibición en el crecimiento de las raíces en las líneas 

transgénicas de PYL8/RCAR3 (Fig R.28). 

Así mismo, en el resto de los tejidos vegetativos de algunas de nuestras plantas 

transgénicas 35S:PYL8/RCAR3 se aprecia una mayor sensibilidad al ABA, como 

puede observarse por el amarilleamiento de las hojas, amarilleamiento que no 

aparece en los mutantes mutantes abi1-1.  
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Otra de las funciones fisiológicas del ABA, es el control del mecanismo de apertura 

y cierre estomático, produciendo el cierre de los estomas y, por tanto, reduciendo 

la pérdida de agua, en condiciones de sequía. Por eso, el siguiente paso en esta 

caracterización fenotípica, fue el análisis de la pérdida de humedad en nuestras 

líneas transgénicas en comparación con plantas de tipo silvestre (Col-0)  y con los 

mutantes abi1-1. Para ello, se realizó la prueba de transpiración en alveolos, en 

plantas previamente pesadas y  teniendo el peso húmedo con el cual se iniciaría la 

curva de pérdida de humedad (Fig. R. 29). 

 

 

Figura R.28.  A). Ensayos de crecimiento de raíz para estudiar la sensibilidad a ABA. 
Las plantas  35S:PYL8/RCAR3, abi1-1 y Col-0 de 5 días crecidas en MS se transfirieron 
a MS suplementado con ABA  3 y 5µM. La fotografía se realizó a los 12 días. B) Gráfica 
de crecimiento de raíces en  las tres líneas  35S:PYL8/RCAR3. Los datos son 
promedios de 3 experimentos independientes con 20 plantas por experimento. 
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Figura R.29 A) Gráfica de pérdida de humedad, medida de peso fresco de  plantas  
Col-0, 35S:PYL8/RCAR3. Los valores de desviación estándar representan el promedio  
de tres experimentos independientes. B) Ensayo de sequía en plantas 
35S:PYL8/RCAR3, Col-0 y abi1-1. Las plantas se crecieron en ausencia de irrigación 
durante 7 días. Los controles Col-0 y abi1-1 muestran  pérdida de turgencia, mientras 
que las plantas transgénicas son más tolerantes a condiciones de sequía. 
.. 
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El ensayo  se  realizó en un periodo de 7 días y la fotografía  corresponde al 7o día. 

Los  datos representan los valores de uno de los tres experimentos realizados 

independientemente con resultados similares. 

 El ABA provoca el  cierre de los estomas y la consiguiente reducción en la pérdida 

de agua en condiciones de sequía. Los mutantes de Arabidopsis  ABA-insensibles 

(abi1-1)  son incapaces de  cerrar sus estomas y pierden  grandes cantidades de 

agua ya que no son capaces de reducir su transpiración. Por el contrario, la 

sobreexpresión de PYL8/RCAR3 afectó a la regulación osmótica, ya que  las  

plantas 35S: PYL8/RCAR3 mostraron menores tasas de transpiración  con respecto 

a las plantas de tipo silvestre en condiciones de sequía (no regadas después de 7 

días), que perdió aproximadamente el 80% del peso en fresco (Fig R.29).  Estos 

resultados muestran también la hipersensibilidad de las plantas transgénicas en el 

cierre estomático. 

 

2.5 Análisis de la expresión génica en plantas 35S:PYL8/RCAR3. 

 

 Para examinar en mayor profundidad si el aumento de la sensibilidad al ABA en 

nuestras líneas transgénicas iba acompañada por una modificación en la expresión 

de genes de respuesta al ABA, comparamos  la inducción de varios genes 

marcadores de la respuesta al ABA (RAB18, P5CS1, RD29A y RD29B) en las líneas 

35S:PYL8/RCAR3 y también en Col-0 y el mutante abi1-1 (Fig. R.30). RAB18 (Lang y 

Palva, 1992; Parcy et al., 1994) presenta una fuerte inducción por esta hormona y 

su expresión está drásticamente inhibida en los mutantes abi1-1 y abi2-1 (Leung 

et al., 1997). P5CS1 es inducido por sequía, salinidad y ABA y se reduce en 

aproximadamente un 50% en el mutante abi1-1 en comparación con las plantas 

de tipo silvestre (Strizhov et al., 1997). Del mismo modo, RD29A y RD29B son 

genes regulados por frío, sequía, y contienen elementos de respuesta a ABA en sus 

promotores. RD29A contiene, además, el elemento de respuesta a la 

deshidratación (DRE), que participa en una respuesta rápida a las condiciones de 

deshidratación o  estrés salino (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1994). 
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Para llevar a cabo el análisis  molecular de la  respuesta a ABA se sembraron 

semillas de  tipo Col-0, el mutante abi1-1 y 3 líneas de PYL8/RCAR3 en placas de 

MS y se dejaron crecer durante 12 días. Transcurrido este tiempo, las plántulas 

fueron tratadas con ABA 10 µM y con H2O  como control durante 3 horas. 

Posteriormente, se extrajo el RNA de las plántulas tratadas y tras síntesis del cDNA 

correspondiente, se empleó la técnica de PCR cuantitativa (Q RT-PCR), para 

estudiar la sensibilidad a ABA. La adición de ABA  provoca una clara inducción de 

los genes  RD29A, RD29B,RAB18,P5CS1 en los genes de PYL8/RCAR3, los niveles de 

transcritos  correspondientes a estos genes en el mutante abi1-1 eran muy 

reducidos en respuesta al tratamiento. 

Todo indica que PYL8/RCAR3 está implicada en la ruta se señalización del ABA 

regulando positivamente la expresión de estos genes. 
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Figura R.30. Análisis de la expresión mediante Q RT-PCR  en 35S:PYL8/RCAR3. La imagen 
muestra los niveles de expresión de los genes RAB18, P5CS1, RD29A, RD29B en los 
controles Col-0 ,abi1-1. Para realizar este ensayo se empleó  10 uM de ABA durante  3 
horas. 
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2.6  Análisis de la pérdida de función de PYL8/RCAR3 

Como último apartado del estudio funcional de PYL8/RCAR3 también hemos 

llevado a cabo el análisis de  su pérdida de función, mediante la caracterización de 

un mutante por inserción de T-DNA  para el gen PYL8/RCA3. 

Para ello, se identificó el mutante SALK_033867, (Alonso et al., 1999) cuya 

inserción se localiza en la región UTR 3’ (Fig. R.32). 

 En primer lugar, se identificaron plantas homocigotas para la inserción mediante 

resistencia a kanamicina para continuar con los ensayos de caracterización  

fenotípica y molecular. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para comprobar si  existía expresión del gen en esta línea mutante realizamos  una 

RT-PCR. Como se observa en la fig. R.32 en dos líneas del mutante  no hay 

expresión del gen, comparado con el tipo silvestre. A pesar de que la inserción de 

T-DNA  recae fuera de la región codificante, no hemos  detectado expresión  en las  

líneas homocigotas para la mutación.  Con este análisis comprobamos que este 

mutante SALK es un mutante de perdida de función para  PYL8/RCAR3. 

 

ATGTAACTGGATAAATGATGATACTTTTTTTGCCTTGTCCATCCTCAAAG
AAACTCACCCACTCTCTCTTTTTCCCTTTGAGAGCTTCATCCATGGCAAC 
CAAAATCTCTCTGATTCAATAGTTTCTTACTCCTTTGATCTTTAGACTCT
CGATTCTGTCGTGTCTTGAACCGCAAGACGTTCAGAGATATCAGCTAAAG 
ATTTAAGATTGCATTTGATTAAAGCTGCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCG
TGCCCTATAGTGGAGTCGTAA  

Figura R.31. Localización de la inserción de T-DNA correspondiente a  la línea 
Salk-033867 en el gen PYL8/RCAR3. 
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2.6.1  Caracterización fenotípica del mutante de pérdida de función. 

 

Para la caracterización fenotípica realizamos ensayos de germinación en semillas 

del mutante y utilizando como  controles  semillas  35S: FsPP2C1, abi1-1 y Col-0 en 

presencia de ABA 0,5; 0,8; 1 µM,  a los 10 días después de  la siembra. Se observa  

que las semillas del mutante  presentan menor sensibilidad en cuanto a su 

emergencia radicular y desarrollo de cotiledones que los correspondientes tipos 

silvestres Col-0 (Fig. R.33 A). 

Comparando la capacidad de germinación del mutante con semillas que 

sobreexpresan FsPP2C1, con el mutante insensible a ABA (abi1-1)  y con el tipo 

silvestre (Col-0) en presencia de diferentes concentraciones de ABA 0,5; 0,8; 1 µM 

(Fig. R 33 B) comprobamos que las semillas del mutante de pérdida de función 

para PYL8/RCAR3 son capaces de germinar, pero en menor porcentaje que las 

semillas 35S:FsPP2C1 y abi1-1. 

 

 

 

RT-PCR

Ubiquitina

AT5G53160

1 2 WT

Salk 033867
 

Figura R.32. Análisis de la pérdida de función del gen PYL8/RCAR3 en la línea 
de inserción Salk-033867 mediante RT-PCR. 

 



 
 

 

                                                              RESULTADOS 

151 
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Figura R.33. A) Ensayo de germinación en presencia de ABA en semillas  del mutante 
Salk. En la fotografía se muestran las diferencias de germinación entre las semillas 
que sobreexpresan FsPP2C1 y las de tipo silvestre (Col-0) después de 10  días en 
presencia de ABA. B) Porcentajes de germinación de las  semillas que desarrollan 
cotiledones verdes y perfectamente desarrollados en presencia de ABA en 
concentraciones de 0,5 µM; 0,8 µM; 1µM. El recuento se realizó 10 días después  de 
la siembra. 
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2.6.2  Caracterización molecular en el mutante de pérdida de función. 

 

Según la base de datos públicos (http://www.genevestigator.ethz.ch), PYL8/RCAR3 

se induce por etileno, entre otros tratamientos, como lo demuestran ensayos 

realizados  con ACC, precursor de esta hormona (Fig. R.34). 

 Para comprobar si nuestro gen era inducido o reprimido por ACC, realizamos el 

ensayo en plantas de 10 días  crecidas en  medio líquido tras el tratamiento con  

ACC 10µM  durante 6 horas, para posteriormente recolectar material, extraer RNA  

y realizar una Q RT-PCR (Fig.R.34 B). 

A) 
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B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El gen PYL8/RCAR3  se induce claramente tras tratamiento con el precursos de 

etileno  ACC,  pero esta inducción no tiene lugar en el mutante insensible a etileno 

(ein 2-5), ni en la propia pérdida de función de este gen. 

Estos resultados muestran la posible implicación de otras hormonas, como el 

etileno, en la regulación transcripcional del gen PYL8/RCAR3. 

 

3.- GENERACIÓN DE DOBLES TRANSGÉNICAS 35S:PYL8/RCAR3; 35S:FsPP2C1. 

 

Para obtener una visión más profunda sobre la función que tiene PYL8/RCAR3 en 

la interacción con FsPP2C1, decidimos generar líneas dobles transgénicas. 

La sobreexpresión constitutiva de PYL8/RCAR3 confiere hipersensibilidad  a ABA 

en semillas de Arabidopsis y en consecuencia un mayor grado de dormición en las 

semillas. Además, semillas que sobreexpresan 35S:PYL8/RCAR3 son incapaces de 

Figura R.34.  A) Análisis “in silico” de la expresión de PYL8/RCAR3 en presencia de 
distintos tratamientos, obtenido de la base de datos Genevestigator. B) Análisis 
por Q RT-PCR de expresión de PYL8/RCAR3 regulada por etileno. Plántulas del 
tipo silvestre (Wt), del mutante insensible a etileno ein 2-5 y del mutante de 
pérdida de función para PYL8/RCAR3  se trataron con el precursor de etileno ACC 
(10uM) comparado con un control en agua. 
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germinar en bajas concentraciones de manitol, NaCl o paclobutrazol, estos 

fenotipos que presenta PYL8/RCAR3 son opuestos  a las que presentan semillas 

que sobre expresan FsPP2C1. Por último, las dobles transgénicas confirman el 

papel antagónico de PYL8/RCAR3 sobre FsPP2C1 demostrando que PYL8/RCAR3 

regula positivamente la señalización de ABA durante la germinación y respuestas 

de estrés abiótico (Fig. R.35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R.35. Ensayos de germinación en presencia de ABA en concentración 0,5µM  
se observa fenotipo de sensibilidad del doble transgénico 35S:FsPP2C1; 
35S:PYL8/RCAR3, se muestra como controles de hipersensibilidad  PYL8/RCAR3 y 
Col-0 y 35:FsPP2C1 como control de insensibilidad. Se sembraron (1-4) líneas 
independientes luego de 8 días se observó la germinación. 
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abi1-1 35S:FsPP2C1 35S:FsPP2C1 ; 35S:PYL8/RCAR3Col-0

35S:PYL8/RCAR3
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1.- DISCUSIÓN GENERAL 

 

Los reguladores del crecimiento son moléculas fundamentales en la 

modulación de diversos procesos del desarrollo de las plantas, desde la 

germinación hasta la senescencia y  las respuestas a factores bióticos y 

abióticos. 

La formación, maduración, dormición y germinación de semillas son 

algunos de los procesos más importantes y vulnerables por los que pasa 

una planta en su ciclo de vida, pues de ellos depende el desarrollo de 

nuevas plantas. La germinación, que comienza con la toma de agua por la 

semilla seca, implica la reactivación de procesos metabólicos y de expresión 

génica y termina con la elongación del eje embrionario, que se manifiesta 

con la emergencia radicular a través de las cubiertas que lo rodean (Bewley 

y Black, 1994).  

En muchas semillas, la dormición puede ser eliminada por un 

tratamiento a bajas temperaturas (estratificación), mediante 

iluminación o bien por la aplicación de distintos factores hormonales o 

agentes químicos (Schneider y Gifford, 1994; Finkelstein et al., 2002; 

Koornneef et al., 2002), pero los efectos de estos tratamientos difieren 

en las distintas especies, por lo que no parece probable que un único 

mecanismo o proceso sea el responsable de esta compleja respuesta. 

Es bien conocido que la germinación es una de las etapas del desarrollo 

más profundamente influenciada por la acción de las hormonas 

vegetales. De todas ellas, son las giberelinas (GAs) las que desarrollan un 

papel esencial en la regulación positiva de la germinación en Arabidopsis 

thaliana (Davies et al., 1985). Por el contrario, la germinación está 

influenciada de modo negativo principalmente por el ácido abscísico 

(ABA). 
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El ABA, además de regular la maduración y dormición de las semillas, 

juega un papel crítico en la respuesta a sequía y salinidad, 

acumulándose en las células vegetales bajo estrés hídrico, donde 

promueve el cierre estomático y regula la expresión de una gran 

cantidad de genes (Hirayama y Shinozaki 2007; Umezawa et al., 2010). 

Los procesos de fosforilación/desfosforilación de proteínas y la 

activación transcripcional son esenciales en las rutas de transducción de 

señales hormonales y más concretamente, en la señalización de ABA 

(Trewavas et al., 1988; Schweighofer et al., 2004, 2008).   

Las proteín-fosfatasas proporcionan reversibilidad a los mecanismos de 

fosforregulación, gobernando de este modo un amplio espectro de 

procesos en plantas. Así, regulan muchos aspectos del metabolismo 

celular y participan en la modulación de las rutas de señalización 

hormonal. De hecho, está ampliamente descrita la implicación de este 

tipo de proteínas en la transducción de los estímulos mediada por ABA. 

En Arabidopsis se han identificado 112 secuencias que presentan el 

dominio catalítico típico de las proteín-fosfatasas (Schweighofer et al., 

2004), dentro de las cuales las proteín-fosfatasas de tipo 2C (PP2Cs) han 

sido las más estudiadas. 

Alineamientos de las secuencias aminoacídicas realizados con 

anterioridad entre PP2Cs de Arabidopsis y otras especies vegetales, 

revelan una alta conservación del dominio catalítico de las PP2Cs a lo 

largo de la evolución. Las PP2Cs han sufrido numerosos eventos de 

duplicación que preceden a la especiación y diversificación de la función 

de las proteínas, sugiriendo que algunos miembros de esta familia 

tienen funciones específicas. 

En concreto, los mutantes de PP2C en Arabidopsis demuestran 

reacciones alteradas en los procesos regulados por el ABA. 

Anteriormente, hemos aislado y caracterizado una PP2C de haya 
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FsPP2C1 (Lorenzo et al., 2001; González - García et al., 2003 ), revelaron 

que plantas que sobreexpresan FsPP2C1 se comportan como los 

mutantes abi1-1 y abi2-1, ya que mostraron una severa reducción en la 

expresión de RAB18 tras el tratamiento con ABA. A partir de estos 

resultados, podemos concluir que FsPP2C1 funciona como un regulador 

negativo de la señalización de ABA en Arabidopsis, con un papel 

importante en la transducción de señales mediada por ABA tanto en la 

dormición, germinación y diferentes respuestas a estrés abiótico 

(Lorenzo et al., 2001; González-García et al., 2003).   

2.- EL RECEPTOR  DE ABA PYL8/RCAR3 INTERACCIONA CON FsPP2C1 E 

INHIBE SU ACTIVIDAD. 

Con esta información, iniciamos la búsqueda de posibles sustratos 

celulares de FsPP2C1 por medio del análisis de doble-híbrido en 

levadura (Fig. R.1). Así, hemos identificado tres proteínas diferentes que 

interactúan fuertemente con FsPP2C1 (PP2C-IPs) (Tabla. R.1). 

De las  tres proteínas que interaccionan fuertemente,  se ha elegido una de 

ella, PYL8/RCAR3 (Fig. R.2) la cual se ha caracterizado como 

perteneciente a la familia BetV I (Fig. R.4). Esta familia se caracteriza por 

la presencia de dominios bien conservados hallados en distintos 

alérgenos de plantas y particularmente en el caso del polen del abedul 

blanco. Sin embargo, una característica común entre los muchos 

componentes de esta superfamilia, es la unión a un compuesto 

hidrofóbico. Los datos que hemos obtenido para algunos miembros de 

la familia PYR / PYL indican que son parte de un mecanismo 

dependiente de ABA para regular la actividad PP2C1 , y por lo tanto, la 

señalización de ABA (Radauer et al., 2008).  

Comprender cómo el  ABA es percibido en la célula y cómo sus señales 

transducidas, era una parte fundamental para comprender mejor la vía 

de señalización de ABA. Hasta ahora, se han propuesto algunos 
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candidatos, a tener una función en la percepción de ABA en las células, 

se han planteado numerosas preguntas acerca de su implicación en la 

señalización de ABA. 

El primer receptor del ABA descrito fue FCA (Razem et al., 2006). Su 

identificación se basó en la similitud de su secuencia con ABAP1, una 

proteína de unión a ABA.  Desafortunadamente, el papel de FCA como 

un receptor del ABA se puso en duda cuando el ensayo  no pudo ser 

reproducido (Risk et al., 2008).  

ChlH / ABAR se definió como un receptor del ABA que reside en 

cloroplastos y media las respuestas a ABA en la germinación de semillas, 

el crecimiento post-germinativo y apertura de estomas. Además, la 

expresión de genes de respuesta a ABA también se vio afectada por 

cambios en la expresión de ChlH ( Shen et al., 2006 ) . Este receptor fue 

identificado como un homólogo del receptor del ABA (ABAR) de habas 

(Zhang et al., 2002 ). ChlH fue identificado como una subunidad de la 

magnesio protoporfirina IX quelatasa. Además de las dudas sobre la 

ChlH como receptor de ABA en Arabidopsis, ChlH de cebada fue incapaz 

de unirse a ABA y sus mutantes de pérdida de función mostraron una 

respuesta normal a ABA. Esto sugiere que la ChlH de cebada no funciona 

como un receptor de ABA o que las proteínas ChlH juegan un papel 

diferente, con respecto a la percepción y señalización de ABA, entre las 

plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas (Müller y Hansson, 2009). 

Sin embargo, a pesar de que se describe un modelo que relaciona los 

eventos de señalización primaria a ABA con la expresión de genes 

regulados por esta hormona, este modelo presenta algunas 

inconsistencias y preguntas pendientes. Una de las inconsistencias es la 

función de ABAR  que interactúa con las proteínas  WRKY. La 

caracterización de ChlH en mutantes de pérdida de función, parecía 

revelar que ChlH juega un papel en la regulación estomática (Shen et al., 

2006 ; Legnaioli et al., 2009; Tsuzuki et al., 2011). Sin embargo , a pesar 
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de que las dos proteínas se conectan en el modelo propuesto por Sheng 

et al., ( 2010 ), ninguno de los mutantes WRKY de pérdida de función 

presenta fenotipos en estomas (Chen et al., 2010; Shang et al., 2010). 

En el caso de GCR2, se identificó a través de aproximaciones “in silico” 

como un posible candidato a ser un receptor del ABA extracelular (Liu et 

al., 2007). La proteína G heterométrica (GPA1 y AGB1), quepresenta 

fenotipos de respuesta a ABA (Pandey et al., 2006 ), se predijo (GPCR) 

que podría funcionar como un receptor de ABA. GCR2 parecía encajar 

con todos los requisitos, ya que se preveía que era una proteína de 

membrana, y el mutante gcr2 presentaba fenotipo de insensibilidad a 

ABA. Sin embargo, trabajos publicados entre 2007 y 2009 han planteado 

interrogantes sobre la función de GCR2 en  la señalización de ABA (Gao 

et al., 2007; Johnston et al., 2007; Guo et al., 2008; Risk et al., 2009). 

Aparentemente, GCR2 no es una proteína transmembrana como se 

predijo. Los programas de predicción utilizados por Liu et al. (2007) eran 

conocidos por ser propensos a los falsos positivos y sin la incorporación 

de un filtro adecuado para evitar este problema, que se integró en la 

versión más reciente del software DAS. La nueva predicción de GCR2, 

usando este filtro, no la reconoció como una proteína 7TM. 

 

De una forma concluyente las proteínas PYR/PYL/RCAR se identificaron 

de  forma paralela en grupos de investigación con diferentes enfoques, y 

fueron descritas como receptores intracelulares de ABA, ya que se 

localizan  en el citosol y en el núcleo de la célula (Ma et al., 2009;  Park 

et al., 2009; Nishimura et al., 2010; Saavedra et al., 2010; Santiago et al., 

2009). La localización  intracelular de estos receptores de ABA reveló la 

importancia de la absorción del ABA en la célula, con el fin de que el 

proceso de señalización se produzca.  
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La caracterización biquímica y funcional de estas proteínas han 

proporcionando evidencias definitivas de su función como receptores de 

ABA.  

Ma et al. (2009) identifico una familia de 14 miembros, con el nombre 

RCAR, en ensayos de doble híbrido en levadura para proteínas que 

interactúan con PP2C de plantas y que regulan negativamente la 

señalización del ABA. Las proteínas RCAR se une al ABA y bloquean la 

actividad fosfatasa de PP2Cs. La afinidad del ABA al complejo de 

proteína RCAR-PP2C es mucho mayor que la del RCAR, la cual consiste 

en un complejo receptor heteromérico. Al mismo tiempo, Park et al. 

(2009) identificaron la misma familia de proteínas conformada por 14 

miembros nombrados PYR1 y PYL, los cuales son funcionalmente 

redundantes y producen respuestas múltiples en ABA. Además, 

utilizando métodos bioquímicos y genéticos encontraron que el ABA 

promueve la interacción de PYR1 con las PP2Cs de  grupo A, lo que 

conduce a la inhibición de la actividad enzimática de la PP2C. A la luz de 

estos resultados, se concluye  que las PYR1, PYL, y RCAR forman una 

gran subfamilia de receptores citosólicos del ABA que pertenecen a la 

familia BetV I y que actúan uniendose e inhibiendo a las proteín 

fosfatasas de tipo 2C, lo que desencadena una cascada de activación de 

proteínas que intervienen en la fosforilación reversible que produce las 

respuestas a ABA (Ma et al., 2009, Park et al., 2009b). 

El análisis filogenético  demuestra que la familia de genes PYR-PYL/RCAR 

ha sido objeto de varios eventos de duplicación génica, y estos eventos 

de duplicación son anteriores a la especiación de las dicotiledóneas, 

monocotiledóneas y musgos, y que conduce a los seis clados distintos 

(Figura R5). Los datos disponibles a partir de proyectos de 

secuenciación, han puesto de manifiesto la conservación de las PYR1-

PYL/RCAR en el musgo (Physcomitrella. patens) y en el helecho 

(Selaginella moellendorfii). Se distinguen diferentes subgrupos PYR1-
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PYL/RCAR, y están presentes en todas las especies vegetales analizadas 

en al menos un subgrupo, lo que sugiere la probable existencia de 

ortólogos en todos los genomas considerados, así como en el 

antepasado común de todas las especies examinadas. Uno de los clados 

contiene exclusivamente las secuencias de las plantas inferiores P. 

patens y S. moellendorfii, lo que sugiere que este linaje de plantas 

contiene una copia de proteínas BetV I con funciones especializadas. 

Además, se distinguen claramente tres clados, que incluyen la mayoría 

de los PYR1-PYL/RCARs de plantas superiores, donde están presentes 

duplicaciones, y otros dos clados que incluyen Arabidopsis y una o dos 

especies superiores.  

 

El lugar de acción de las PP2Cs del grupo A en las plantas no está todavía 

suficientemente aclarado. En diferentes trabajos se ha descrito la 

localización tanto nuclear como citoplasmática (Himmelbach et al., 

2002; Moes et al., 2008). El análisis de la localización subcelular de la 

proteína FsPP2C1 se ha llevado a cabo mediante transformación 

transitoria de células de epidermis de cebolla por biobalística, 

fusionándola al extremo C-terminal de la proteína GFP. Estos estudios 

han revelado la localización tanto nuclear como citosólica de la proteína 

(Fig. R.17). Asimismo, la expresión de PYL8/RCAR3 fusionada a la 

proteína GFP ha revelado que se distribuye en toda la célula (Fig. R.17). 

Tras la verificación individual de las interacciones en levadura entre las 

proteínas FsPP2C1 y  proteínas de la familia PYR1/PYL-RCAR,  decidimos 

comprobar la interacción “in vivo”, donde se localizaba esta interacción. 

El análisis se ha llevado a cabo mediante la técnica de complementación 

bimolecular fluorescente (BiFC), y la detección de fluorescencia, lo que 

indica la existencia de interacción entre  FsPP2C1 y PYL8/RCAR3. Así se 

ha comprobado que existe interacción y que esta interacción tiene lugar 

específicamente en el núcleo (Fig. R.10), lo que concuerda con lo 
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obtenido en los ensayos BiFC de PYL5/RCAR8, mostrando la 

especificidad de la interacción de FsPP2C1 con la familia PYR1/PYL-RCAR 

(Ma et al., 2009; Saavedra et al., 2010). 

Es importante señalar  que la mayor  parte de las PP2Cs del clado A no 

son proteínas nucleares ( Cherel et al., 2002 ; Guo et al., 2002 ; Ohta et 

al., 2003 ; Miao et al., 2006 ; Yang et al., 2006 ; Yoshida et al., 2006a ). 

Sin embargo la interacción se produce en el núcleo.  

Para comprobar la funcionalidad de PYL8/RCAR3 sobre FsPP2C1, se 

planteó analizar la actividad fosfatasa “in vivo” de FsPP2C1 tras la 

interacción. Para realizar con este ensayo, previamente las proteínas de 

fusión han sido expresadas, purificadas y renaturalizadas (Fig. R.16). El 

ensayo de actividad fosfatasa “SensoLyte FDP” está optimizado para 

detectar la actividad utilizando 3,6 fluorescein-bi-phosphate como sustrato  

fluorogénico. Durante la reacción el sustrato y las proteínas producirán 

un compuesto amarillo soluble en agua, el cual puede ser detectado y 

cuantificado  por un lector de placas de ELISA (Fig. R.17).  Este ensayo se  

basa en la hidrólisis del sustrato fluorogénico con liberación Pi, 

determinando el grado de hidrólisis espectrofotométricamente. 

La adición creciente de la proteína PYL8/RCAR3 inhibe la actividad 

fosfatasa de FsPP2C1 (Fig. R.17), lo que sugiere que PYL8/RCAR3 es un 

inhibidor de las PP2Cs. 

3.- EL ANÁLISIS FUNCIONAL DE PYL8/RCAR3 MUESTRA SU PAPEL 

COMO REGULADOR POSITIVO DE LA SEÑALIZACIÓN DE ABA. 

Era necesario tener evidencias genéticas para determinar si PYL8/RCAR3 

funcionaba como un regulador positivo o como un inhibidor de la 

señalización de ABA. Hemos abordado el presente estudio con el 

enfoque de ganancia de función de PYL8/RCAR3 con el promotor 

constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor en el sistema modelo 
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de Arabidopsis (Fig. R.19), utilizando el método floral dip para lograr la 

transformación de los gametos de la planta. 

La sobreexpresión de PYL8/RCAR3 da como resultado en una 

hipersensibilidad a ABA en semillas de Arabidopsis. A diferencia de los 

mutantes abi, las semillas de las plantas transgénicas 35S:PYL8/RCAR3 

mostraron mayor dormición (Fig. R.23), lo cual indica una mayor 

respuesta en semillas al ABA endógeno (Gosti et al., 1999). En efecto, 

mientras la germinación de las semillas de Arabidopsis tipo silvestre no 

fue reprimida por 0,5µM de ABA, las semillas transgénicas PYL8/RCAR3 

no fueron capaces de mostrar la aparición de radícula y desarrollo de 

cotiledones verdes bajo estas condiciones, como si lo hace el mutante 

ABA hipersensible hab1-1 (Sáez et al., 2006). Estos datos en conjunto 

son consistentes con el papel de PYL8/RCAR3 como un regulador 

positivo de la señalización de ABA en semillas. 

La función fisiológica del PYL8/RCAR3 se ve reforzada por el ensayo de 

germinación en presencia de paclobutrazol (PCB) (Fig. R.24), que es un 

inhibidor de a biosíntesis de GAs. Las GAs y el ABA tienen papeles 

antagónicos en la germinación de semillas, y los mutantes insensibles o 

deficientes en ABA necesitan menos GAs durante la germinación (Léon- 

Klossterziel et al.,1996). Es evidente que en las semillas 35S:FsPP2C1  el 

requerimiento de GAs se reduce claramente comparado con las de tipo 

silvestre, y lo mismo sucede en las semillas que sobreexpresan en gen 

HAB1 de Arabidopsis (Saéz et al., 2004), lo que sugiere que la expresión 

constitutiva de PYL8/RCAR3, inhibe la germinación de semillas. 

En contraste con la mayoría de los demás miembros PYR1-PYL/RCAR, 

PYL7/RCAR2 muestra un perfil de expresión génica opuesta, con 

incremento de la expresión en respuesta al ABA, sal, estrés osmótico o 

sequía. Una comparación de los niveles de transcripción de PYL8 versus 

PYL7 en distintos tejidos y etapas de desarrollo de la planta destaca 
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diferentes patrones de expresión en el desarrollo de semillas, semillas 

secas, embebidas, y  plántulas (Fig R.26,R.27), lo cual podría indicar 

distintas funciones para algunos miembros de esta nueva familia. 

Otro papel importante del ABA es impedir la germinación cuando el 

aporte de agua no es adecuado (González-Gúzman et al., 2002). 

Evidencias convincentes han demostrado que las condiciones de estrés 

retrasan la germinación de las semillas inhibiendo el comienzo del 

desarrollo de la plántula cuando las condiciones no son favorables. 

Varios estudios demuestran que el ABA  tiene un papel en estos 

procesos, ya que los mutantes insensibles y deficientes en ABA son 

capaces de resistir a estas condiciones a estrés (Werner and  Finkelstein, 

1995; López- Molina et al., 2001), mientras los mutantes  hipersensibles 

no son capaces (Sáez et al.,2006). Como previamente se había 

observado con hab1 (Sáez et al.,2004), las líneas de sobreexpresión del 

PYL8/RCAR3 no fueron capaces de germinar y desarrollar plántula en 

medio suplementado con manitol (200mM) (Fig R.26), así como en 

presencia de concentraciones bajas de sal (125mM NaCl) (Fig R.27) 

comparado con la capacidad germinativa de las plantas de tipo silvestre. 

Estos resultados indican que PYL8/RCAR3 produce hipersensibilidad 

general al estrés osmótico y están de acuerdo con la evidencia de que 

los transcriptos PYL8/RCAR3 están altamente afectados por la falta de 

agua en Arabidopsis. Por tanto, la sobreexpresión de PYL8/RCAR3 en 

Arabidopsis promueve la inhibición de la germinación de semillas 

cuando el aporte de agua no es adecuado y contribuye a la respuesta a 

estrés.hídrico. 

Entre las respuestas mediadas por ABA, otra de las más conocidas es la 

regulación del cierre estomático. En condiciones de carencia de agua, el 

ABA promueve el cierre de estomas reduciendo la pérdida de agua por 

transpiración para evitar la desecación de la planta. Varios mutantes de 
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Arabidopsis (abi1, abi2, gca2 y ost1), están afectados en el cierre 

estomático inducido por ABA y son incapaces de reducir la transpiración 

en condiciones de sequía (Pei et al.,2000). 

Se ha descrito que las proteínas PYR/PYL/RCAR regulan las respuesta no 

transcripcionales de la hormona en el control de cierre de estomas (Lee 

et al., 2009; Geiger et al., 2010), interactuando directamente e 

inhibiendo la actividad del clado A de PP2Cs, que conduciría  la 

activación de SnRK2, ya sea por autofosforilación o por la acción de 

otras quinasas activadoras (UAKs). Además SnRK2 regula el cierre de los 

estomas mediante la activación del canal de iones. Por otra parte, el 

complejo PYR/PYL/RCAR-ABA-PP2C también regula la activación de las 

proteína kinasa dependiente del calcio (CPK) y participan en la 

regulación de flujo de iones (Fuji et al., 2009; Geiger et al., 2009; 

Sirichandra et al., 2009). 

Para comprobar si PYL8/RCAR3  tiene alguna función que regule la 

transpiración, hemos examinado su efecto sobre la respuesta fisiológica 

de tolerancia a la sequía. De acuerdo con nuestros resultados, 

PYL8/RCAR3  induce el cierre de estomas, suprime la pérdida de agua y 

promueve la tolerancia a la sequía, respuesta que no presentan las 

plantas de tipo silvestre. En efecto, después de 7 días bajo condiciones 

de sequía (sin aporte de agua), las plantas 35S:PYL8/RCAR3 (Fig. R.27b) 

se mantuvieron verdes y turgentes, mostrando así una marchitez tardía 

durante la pérdida progresiva de agua, mientras que el mutante abi1-1 y 

del tipo silvestre (Col-0) demostraron  un marchitamiento irreversible. 

La sobreexpresión de PYL8/RCAR3 demostró que PYL8/RCAR3 confiere  

mayor resistencia a la sequía en Arabidopsis,  vinculando directamente  

a estas proteínas en la regulación de la respuesta a estrés hídrico en 

plantas (Santiago et al.,2009a). 
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Un análisis adicional de la respuesta al ABA en los tejidos vegetativos 

indicó que la inhibición del crecimiento de la raíz era mayor en las  

plantas 35S:PYL8/RCAR3 en medio suplementado con ABA en 

concentraciones de 3 a 5µM fue mayor en las plantas 35S:PYL8/RCAR3, 

demostrando una vez más que las plántulas que sobreexpresan esta 

proteína son más sensibles al ABA en esta etapa de desarrollo. El efecto 

inhibidor de altas concentraciones del ABA  sobre el crecimiento de las 

raíces ha sido atribuído a la activación de la vía de señalización al etileno 

(Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000). 

Aunque FsPP2C1 y los correspondientes ortólogos PP2C que pertenecen 

al clado A (Schweighofer et., 2004) han sido descritos como reguladores 

negativos de la señalización del ABA, son fuertemente inducidos  por 

ABA  como algún mecanismo de realimentación negativa (Lorenzo et al., 

2001; Merlot et al., 2001; González-García et al.,2003). Por el contrario, 

la expresión de PYL8/RCAR3 ha sido fuertemente muy inhibida por 

estrés salino y osmótico, así como por  el tratamiento con ABA (Fig. 

R.23). Por tanto, la expresión del clado A de las PP2Cs y la mayoría de los 

PYR-PYL/RCAR reflejan un patrón opuesto, que entraría en el 

mecanismo regulatorio de retroalimentación negativa, teniendo en 

cuenta que las proteínas PYR-PYL/RCAR inhiben la actividad de las PP2Cs 

(Ma et al., 2009; Park et al.,2009b; Santiago et al., 2009). 

Para analizar si el aumento de la sensibilidad al ABA en las líneas 

transgénicas PYL8/RCAR3 iba acompañada por una modificación en la 

expresión de genes de respuesta al ABA,  comparamos  la inducción de 

varios genes marcadores de la respuesta al ABA (RAB18, P5CS1, RD29A y 

RD29B) en las líneas 35S:PYL8/RCAR3 y también en el fenotipo silvestre 

(Col-0) y en el mutante abi1-1 (Fig. R.29). RAB18 (Lang y Palva, 1992; 

Parcy et al., 1994) presenta una fuerte inducción por esta hormona y su 

expresión está drásticamente inhibida en los mutantes abi1-1 y abi2-1 
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(Leung et al., 1997). P5CS1 es inducido por sequía, salinidad y ABA, se 

reduce en aproximadamente un 50% en el mutante abi1-1 en 

comparación con las plantas de tipo silvestre (Strizhov et al., 1997). Del 

mismo modo, RD29A y RD29B son genes regulados por frío y sequía, y 

contienen elementos de respuesta a ABA en sus promotores. RD29A 

contiene, además, el elemento de respuesta a la deshidratación (DRE), 

que participa en una respuesta rápida a las condiciones de 

deshidratación o estrés salino (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1994). 

 Para tener mas evidencias de la función de PYL8/RCAR3, abordamos la 

caracterización de un mutante de pérdida de función por inserción de T-

DNA para PYL8/RCAR3. Ensayos de germinación en presencia de ABA , 

encontramos que el mutante de pérdida de función  presenta menor 

sensibilidad que el correpondiente tipo silvestre, y difiere con la 

germinación que presentan las plantas que sobreexpresan PYL8/RCAR3  

Según datos ya descritos, PYL8/RCAR3 se induce por etileno. El gen 

PYL8/RCAR3 se induce claramente tras un tratamiento con el precursor 

de etileno (ACC), pero esta inducción no tiene lugar en el mutante 

insensible a etileno ein 2-5 ni en el de pérdida de función de este gen. 

Estos resultados muestran la posible implicación de otras hormonas, 

como el etileno, en la regulación transcripcional del gen PYL8/RCAR3. 

Las características de PYL8/RCAR3, esto es, su interacción con las PP2Cs 

relacionadas con las respuestas al ABA y su regulación por ABA en 

semillas, hacen de esta proteína un buen candidato para regular la 

señalización del ABA en semillas y, consecuentemente, un regulador de 

la dormición. Fue necesario obtener evidencias genética para 

determinar si PYL8/RCAR3 funciona como un regulador positivo o un 

inhibidor  de la dormición, la germinación de semilla y las respuesta a 

estreses. La sobre-expresión de PYL8/RCAR3 en Arabidopsis dio como 

resultado una hipersensibilidad al ABA en las semillas (Fig R.23) Basado 

en estos resultados, concluimos que PYL8/RCAR3 es un regulador 
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positivo de la dormición y de la señalización del ABA, ya que su 

expresión constitutiva en Arabidopsis lleva  a respuestas aumentadas al 

ABA en las semillas y consecuentemente, a una mayor dormición. 

En la búsqueda de más evidencias funcionales sobre PYL8/RCAR3 como 

regulador positivo de FsPP2C1, se obtuvieron dobles transgénicas 

PYL8;FsPP2C1 y se confirmó el papel de PYL8/RCAR3. La sobreexpresión 

de 35S:PYL8/RCAR3;35S:FsPP2C1 conduce a una sensibilidad a ABA con 

respecto a las semilas que sobrexpresan solo 35S:FsPP2C1, y el fenotipo 

de germinación de las semillas de las dobles transgénicas es similar a la 

que presenta  35S:PYL8/RCAR3, lo que confirma que PYL8/RCAR3 es un 

regulador postivo de las PP2C. 

 

4.- MODELO PROPUESTO DE LA INTERACCIÓN PYL8/RCAR3 CON 

FsPP2C1 Y OTRAS PP2Cs 

El modelo hipotético que se muestra en la Fig D.1, tiene en cuenta que 

las PP2Cs son reguladores negativos de la señalización de ABA y que la 

interacción con esta nueva familia de receptores PP2C ( PYR1-PYL/RCAR) 

daría lugar a la modificación de la percepción de ABA o la inactivación 

de la actividad PP2C. En cuanto a la interacción funcional, las diferencias 

en la sensibilidad a la hormona y la selectividad  entre diferentes 

miembros de las PYR1-PYL/RCAR dejan preguntas aún por responder. 

Los 14 miembros que pertenecen a la familia BetV I y pueden 

interactuar directamente con las PP2Cs del clado A de Arabidopsis 

(nueve miembros) formando diferentes complejos de percepción. 
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 Figura D.1 Modelo esquemático que describe la interacción de PP2C-

PYL/RCAR En ausencia de ABA las proteínas PYR1-PYL/RCAR pueden 

interaccionar con las PP2Cs, pero las PP2Cs permanecen activas. Tras la 

percepción del ABA, las proteínas PYR1-PYL/RCAR interaccionan con las 

PP2Cs, inactivándolas, y por consiguiente permitiendo la transcripción de 

genes de respuesta a ABA. 
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Los resultados obtenidos de la búsqueda de nuevos interactores de la proteín-fosfatasa 

de tipo 2C FsPP2C1 y del aislamiento y caracterización de uno de ellos, regulado por ABA 

y relacionado con la germinación de semillas, nos han permitido llegar a las siguientes 

conclusiones: 

 

1.- Se han identificado dos proteínas, denominadas PYL8 y PYL7, pertenecientes a la 

familia BetV I de receptores de ABA, que funcionan como interactores de FsPP2C1. 

 

2.- La expresión de PYL8/RCAR3 en E. coli y su utilización en ensayos de actividad 

fosfatasa in vitro ha permitido determinar que PYL8/RCAR3 actúa como inhibidor de la 

actividad fosfatasa de FsPP2C1. 

 

3.- Los ensayos de interacción proteína-proteína empleando la técnica de 

complementación bimolecular fluorescente (BiFC), muestran que la proteína FsPP2C1 es 

capaz de interaccionar in vivo con varios componentes de la familia de proteínas 

PYR1/PYLRCAR, descritas como receptores de ABA, y que la interacción se produce en el 

núcleo, concordando con lo observado en los ensayos de localización subcelular 

mediante transformación transitoria de tejido vegetal y el uso de plantas transgénicas 

sobreexpresoras de PYL8 y FsPP2C1. Por otra parte, la mutación hab1G245E impide la 

formación del complejo receptor de ABA entre la PP2C y las proteínas PYR1/PYL-RCAR, 

sin provocar cambios en la distribución subcelular de la proteína, lo que apoya la 

participación de PYL8 en la percepción de la hormona. 

 

4.- PYL8 codifica una proteína que participa en la regulación de la señalización del ABA 

durante los procesos de germinación y desarrollo temprano, así como en las respuestas 

a estreses. El mutante pyl8 presenta bajos niveles de dormición, es insensible a la 

adición exógena de ABA y Paclobutrazol durante la germinación y los primeros estadios 

del desarrollo, así como a la presencia de estreses abióticos por cloruro sódico y manitol. 

 

5.- La sobreexpresión de PYL8 en Arabidopsis produce un aumento de la dormición de 

semillas e impide la germinación en concentraciones inhibitorias de ABA, en presencia 

de paclobutrazol y en medios que provocan estrés osmótico, lo que significa que PYL8 

confiere una hipersensibilidad al ABA similar a la de los mutantes era y hab 
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(hipersensibles al ABA), indicando que PYL8 puede funcionar como regulador positivo en 

la señalización del ABA. Además, la capacidad germinativa de las semillas transgénicas 

en presencia de paclobutrazol, inhibidor de la síntesis de GAs, demuestra que el 

comienzo de la germinación no sólo requiere una acción positiva de las GAs, sino 

también una regulación negativa de la ruta del ABA. 

 

6.- Las plantas transgénicas que sobreexpresan PYL8 también muestran 

hipersensibilidad a la inhibición del crecimiento de la raíz provocada por el ABA en las 

primeras etapas del desarrollo de este órgano, sin embargo, esta proteína tiene también 

efecto en la pérdida de agua por transpiración regulada por ABA. Estos fenotipos de 

hipersensibilidad al ABA, junto con la inducción de PYL8 específicamente en semillas, 

nos permiten concluir que esta proteína ejerce su función reguladora 

fundamentalmente en las respuestas al ABA en las semillas, participando 

probablemente en el mantenimiento de la dormición y/o inhibición de la germinación, 

en las respuestas a estreses y en los primeros estadíos del crecimiento de la raíz, y tiene 

una función específica en la regulación por ABA de la pérdida de agua por transpiración. 

 

7.- La sobreexpresión de PYL8 aumenta la expresión de genes inducibles por ABA, lo que 

confirma que esta proteína participa en la cascada de señalización del ABA actuando 

como un regulador positivo de la señal hormonal, al igual que se ha descrito para otros 

receptores de esta hormona. Además, induce la expresión génica en condiciones de 

estrés que actúan por rutas dependientes de ABA, como estrés hídrico y salino, aunque 

no puede asociarse a una respuesta general a los estreses abióticos. La sobreexpresión 

simultánea de PYL8 y FsPP2C1 suprime la insensibilidad al ABA, confirmando el papel de 

PYL8 como regulador positivo del ABA. 

 

8.- Como conclusión final, podemos decir que los resultados presentados en esta 

memoria sobre los efectos del ABA en la germinación de semillas, así como en la 

regulación de estreses abióticos, nos han permitido demostrar la participación de la 

PYL8 como un regulador positivo de la ruta de señalización del ABA. La sobreexpresión 

de PYL8 en Arabidopsis thaliana y los análisis fenotípicos y moleculares realizados, nos 

han permitido comprobar la importancia de esta proteína en la señalización del ABA. 
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