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1. INTRODUCCION GENERAL

La semilla es el resultado de la maduracion de un 6vulo y consta de un embrion rodeado
por estructuras protectoras y un tejido de almacenamiento como el endospermo o el
perispermo en aquellas especies cuyos cotiledones no acumulan sustancias de reserva.
Tiene un papel fundamental en el ciclo de vida de las plantas, especialmente en la
supervivencia y dispersion de las distintas especies, permitiéndoles colonizar nuevas
localizaciones y sobrevivir a condiciones adversas.

Bajo las condiciones adecuadas, la semilla germinara y el embrion se desarrollara hasta
dar lugar a una nueva plantula. Dichas condiciones incluyen tanto factores ambientales
como internos y varian ampliamente de unas especies a otras. El factor interno méas
importante que regula la germinacion de las semillas es, posiblemente, la dormicién o
dormicion, que impide que la germinacion se lleve a cabo aunque las condiciones
ambientales sean adecuadas.

Desde hace tiempo, se tiene constancia de que el acido abscisico (ABA), hormona vegetal
implicada en diversos procesos durante el desarrollo y maduracion de la semilla,
desempefia un papel fundamental en la regulacién de la germinacion y la dormicién de las
semillas, blogueando la primera y promoviendo la segunda. Mientras otras hormonas como
las giberelinas (GASs) tienen un papel antagdnico en dichos procesos.

Aunque las condiciones requeridas para germinar no son las mismas en todas las especies
vegetales, todas ellas necesitan integrar las sefiales, tanto ambientales como hormonales,
que les indicaran si el momento es el adecuado. Para ello, las células deben percibir los
distintos estimulos, transmitir la informacion hasta el ndcleo y regular la expresion de
genes especificos. Dentro de este mecanismo general de transduccién de sefiales, los
procesos de fosforilacion/desfosforilacion tienen un papel clave en la regulacion de la
dormicion y la germinacion. El estudio de las proteinas implicadas en este mecanismo de
regulacién permitird una mayor comprension tanto de los procesos de germinacion y
dormicién como en otros en los que estén implicados.

2. DORMICION Y GERMINACION DE SEMILLAS

Por definicion, la germinacion incorpora los eventos que comienzan con la toma de agua
(imbibicion) por parte de una semilla quiescente seca y terminan con la elongacion del eje
embrionario, normalmente la raiz, hasta atravesar las estructuras que lo rodean (Bewley &
Black, 1994, Bewley et al., 2013). A partir de este momento comenzara el proceso de
establecimiento de la nueva plantula, que incluira la movilizacién de la mayor parte de las
reservas desde los tejidos de almacenamiento, la division celular y el crecimiento de la
plantula.

Debido al caracter sésil de las plantas, la regulacion de la germinacién adquiere vital
importancia. Germinar bajo condiciones ambientales y espaciales adecuadas determinara la
supervivencia o no de la nueva plantula, por ello, en las semillas se integra informacion de
diversa indole, endogena y ambiental. Cuando las condiciones sean las adecuadas, la
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semilla germinard. Sin embargo, no siempre es asi, la dormicién, definida como la
incapacidad de una semilla viable para germinar bajo condiciones ideales es una
caracteristica intrinseca de algunas semillas (Hilhorst, 1995; Bewley, 1997; Li & Foley,
1997).

La dormicion, en las semillas que la poseen, implica el blogueo de la germinacién por
medio de diferentes mecanismos. La salida de la dormicidén podré realizarse segin se
eliminen estos bloqueos, que no solo deberan tener lugar, sino que habran de suceder en el
orden adecuado. Teniendo esto en cuenta, podemos dar otra definicion adicional al
concepto de dormicién, la propiedad innata de la semilla que define las condiciones
ambientales que deben cumplirse antes de que la semilla pueda germinar (Finch-Savage &
Leubner-Metzger, 2006).

Existen varios tipos de dormicion, que incluyen la producida por las coberturas del
embrion, la incapacidad de germinar de un embrion inmaduro, o la represion por causas
metabolicas. La salida de la dormicion esta determinada por sefiales ambientales, que
incluyen la temperatura, luz, nitrato, y algunos componentes del humo. La ruptura de la
dormicion fisiologica y la induccién de la germinacién estan reguladas por vias de
sefializacion hormonal, principalmente por las rutas catabdlicas y biosintéticas de las
giberelinas (GA) y el acido abscisico (ABA). El balance ABA-GA es un nlcleo de
regulacion clave que integra diferentes sefiales ambientales (Finkelstein et al 2008;
Holdsworth et al 2008; Bentsink & Kornneeff, 2008).

2.1 Etapas de la germinacion y principales procesos celulares

Con la imbibicion de la semilla se inician una serie de complejos procesos, entre los que
cabe destacar la puesta en marcha del metabolismo y el restablecimiento de las actividades
celulares basales (Figura 11), que dardn como resultado la ya mencionada emergencia
radicular y con ella el final de la germinacién y el comienzo del desarrollo post-
germinativo. Durante la imbibicion se pueden distinguir 3 fases (Schopfer & Plachy, 1984;
Manz et al ., 2005), gracias a las cuales la semilla ganara entre un 60 y un 95 % de agua:

- Fase I: Fase inicial, la semilla toma agua rapidamente debido a la diferencia de
potencial hidrico con el medio. Es un proceso (principalmente) fisico y no tiene relacion
con el estado de la semilla ni su viabilidad, el agua entra en la semilla por sus cubiertas
permeables, si las tiene, o a través de regiones especificas (Hamly, 1932 Gama-Arachchige
et al., 2010; Turner et al., 2009). La hidratacion de los tejidos no s6lo permite la activacion
del metabolismo y la reanudacion de los procesos celulares, sino que también acarrea
perjuicios para la semilla, pues dependiendo de la permeabilidad de las cubiertas se puede
producir la pérdida de solutos como azucares, proteinas o iones al medio. Ademas, si la
imbibicion se produce de forma brusca, habitual en semillas de gran tamafio o en aquellas
con la testa dafiada, la tensidn fisica que se genera en el frente de humectacion entre las
células hidratadas e hinchadas y las secas/deshidratadas puede resultar en la rotura de
paredes celulares, dafio en la superficie de los cotiledones y extrusion celular.
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- Fase II: Fase meseta/estabilizacion/estancamiento, el potencial hidrico esta cerca
de igualarse con el del medio, por tanto, la toma de agua se ralentiza hasta casi detenerse.
Las células estan totalmente hidratadas, y el ligero aumento de contenido hidrico se debe a
la produccion de solutos osméticamente mas activos que sus precursores. Durante esta fase
tienen lugar importantes procesos metabdlicos, como el inicio de la respiracion celular, la
restauracion de la integridad celular, la reparacion del ADN o procesos relacionados con la
emergencia radicular, esto ultimo Gnicamente en semillas sin dormicion.

- Fase IlI: Fase final de la germinacion, el incremento en la toma de agua esta
relacionado con el crecimiento del eje embrionario, por lo tanto, no se trata del proceso de
imbibicion sensu stricto.

La duracion de cada una de estas fases es variable, dependiendo tanto de factores
inherentes a la semilla (contenido de agua inicial, morfologia, composicion de las
cubiertas, etc.), como de factores externos como la temperatura o la fuente de agua.

Germinacion sensu stricto Post-germinacion

T ;
Fase | Fasell H Fase Il

Crecimiento de la plantula

Movilizacionde reservas en tejidos de almacenamiento |

H
Emergenciaradicular debido a la elongacion celular - s

i
i H s Ly

i Movilizacionde reservas (oligosacaridos, :MOV"'ZaClOn de reservas
i muy limitada en el embrion) i masiva
! o

| i

Transcripciontraduccion de nuevos ARNms ; }

: Traduccion o degradacion Division celular s —
— R
de ARNms de reserva i

Contenido hidrico de la semillay la plantula

Sintesis de AND >
Reparacion del/iDN
—ERespiracién. reparacion mitocondrial y multiplicacién ' >
;é Imbibicion H
Tiempo

Figura I1. Esquema de la relacion temporal de la toma de agua por la semilla durante la germinacién donde
se indican los principales procesos celulares que tienen lugar durante la misma (Nonogaki et al., 2010).

Como ya se ha mencionado anteriormente, la imbibicion va acompafiada del inicio de la
respiracion. Se han descrito tres vias respiratorias en semillas imbibidas, la glicolisis, la via
de las pentosas fosfato y la del acido citrico (ciclo de Krebs o éacido tricarboxilico). En
semillas secas (aquellas con humedad <15%) la respiracion es extremadamente baja, sin
embargo, a los pocos minutos de la imbibicion se produce un fuerte aumento del consumo
de O, debido a la activacion e hidratacion de las enzimas mitocondriales. La respiracion
aumenta paulatinamente hasta que la hidratacién de la semilla es total, momento en el cual
se estabiliza o en el que incluso disminuye el consumo de oxigeno, se producira un nuevo
aumento con la proliferacién de las mitocondrias y la mayor disponibilidad de oxigeno
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cuando las cubiertas seminales sean perforadas. No es hasta que la emergencia radicular ha
tenido lugar, que se produce la mayor parte de la movilizacion de las sustancias de reserva,
sin embargo, la respiracion requiere de sustratos para llevarse a cabo, y estos proceden de
la hidrolisis de diversas moléculas, como los triacilglicéridos o los RFOs (Raffinose-
Family Oligosaccharide) (Downie & Bewley, 2000; Bewley et al., 2013).

El paso de un metabolismo latente a uno activo requiere de la sintesis de ARN y nuevas
proteinas que lleven a cabo los humerosos cambios bioquimicos y estructurales que seran
necesarios. Las semillas maduras de arabidopsis contienen mas de 10.000 ARNms
distintos, que reciben el nombre de ARNms residuales o de almacenamiento y se asocian
en complejos de mensajeros ribonucleoproteicos (MRNPs). La mayor parte de estos
transcritos pertenecen a las reservas de almacenamiento, proteinas de choque térmico,
LEASs y enzimas biosintéticas de las reservas de almacenamiento, siendo un reflejo de la
transcripcion imperante en las ultimas etapas de la maduracion de la semilla. La mayor
parte de estos transcritos seran degradados en las primeras etapas de la imbibicidn, sin
embargo, algunos serén traducidos a proteinas, aunque la necesidad de este suceso adn
permanezca sin esclarecerse. Es posible que la degradacion de mensajeros relacionados
con la represion de la germinacion sea necesaria para que ésta se produzca.

Pero en las primeras etapas de la germinacion, no s6lo encontramos transcritos existentes
en semillas secas, sino que tiene lugar la sintesis de transcripcion de novo, principalmente
de genes relacionados con el metabolismo basal y la recuperacion de la actividad celular
basica, como la respiracion. Genes que tienen una alta tasa de transcripcion durante la
imbibicion son los relacionados con la movilizacion de las sustancias de reserva, que
tendran un papel fundamental en las primeras etapas post-germinativas. Sin embargo, no
esta claro que esta sintesis de novo sea necesaria para la germinacion, pues ain en ausencia
de transcripcion, ya sea por inhibidores quimicos o por dafio masivo en el ADN (inhibe la
replicacion celular, no la transcripcion), ésta tiene lugar, tal vez debido a la traduccién de
ARNM residuales (Bassel et al., 2011; Howell et al., 2003; Rajjou et al., 2004) .

Aunque la transcripcion no es esencial para la germinacion, si lo es la traduccion. La
inhibicion de la sintesis de proteinas bloquea la expansion del embrion y con ello la
germinacion, lo que nos indica que en la semilla seca ya se encuentra toda la maquinaria
necesaria para que se produzca la sintesis de proteinas de novo. Las nuevas proteinas
suelen estan relacionadas con la movilizacion de reservas (aunque este proceso es escaso)
y con la expansion celular, como la tubulina o las expansinas, éstas Gltimas relacionadas
con la relajacion de las paredes celulares para permitir su expansién. Otras enzimas
relacionadas con modificaciones de la pared celular son las xiloglucanasas, celulasas,
poligalacturonasas y pectinmetiltransferasas, cuya expresion en el endospermo micropilar
facilitara la protusion de la radicula al debilitar las cubiertas que se oponen a la expansion
celular del eje embrionario (Nonogaki et al., 2007; Chen et al., 2001; Ogawa et al., 2003).

La replicacion del ADN durante la germinacion se produce en dos etapas. La primera de
ellas tiene lugar durante las primeras etapas de la germinacion y tiene por objeto reparar el
material genético dafiado durante la desecacion de la semilla y la imbibicion. La segunda



INTRODUCCION

tiene lugar con posterioridad, casi al final de la germinacion, siendo la antesala de la
division celular que seguird a la germinacion (Sliwinska et al., 2009).

2.2. Tipos y causas de la dormicién

Existen diferentes criterios para diferenciar los tipos de dormicion, uno de los mas
aceptados es el que hace referencia al momento en el que se induce la dormicion,
diferenciando la dormicion primaria de la secundaria.

La dormicién primaria es aquella que poseen las semillas maduras, permeables y recién
recogidas de la planta madre. Se induce durante la maduracion de la semilla en la planta
madre y requiere la implicacion del ABA (Hilhorst, 1995; Kucera et al., 2005). La
eliminacién de esta dormicion puede producirse por el after-ripening (almacenamiento
seco) en el propio suelo tras la dispersion o a diferentes factores que afecten a la semilla
hidratada, como la temperatura (frio o calor), la luz, hormonas (giberelinas...),
componentes del humo y diferentes compuestos como el éxido nitrico (Kucera et al .,
2005; Krock et al., 2002; Flematti et al ., 2004; Bailly, 2004; Bethke et al ., 2006).

La dormicion secundaria puede inducirse en semillas con dormicion fisiologica no
profunda después de su dispersion. Normalmente esta asociada con ciclos de dormicion en
el seed bank (reserva de semillas en el suelo) (Baskin & Baskin, 1998, 2004; Hilhorst,
1998; Fenner & Thompson, 2005). La induccion de esta dormicion tendra lugar si las
condiciones para terminar la dormicion primaria e iniciar la germinacion no han terminado
de llevarse a cabo, por ejemplo la luz o la temperatura (Finch-Savage y Leubner-Metzger,
2006). La dormicién secundaria puede perderse e inducirse repetidamente hasta que las
condiciones ambientales sean las adecuadas para que la germinacion tenga lugar. Este es
un proceso dinamico, en el que la semilla puede encontrarse en estadios intermedios de
dormicion, ya sea porque esta perdiendo la dormicién o porque ésta es inducida de nuevo.
La induccion de la dormicién secundaria no requiere que la semilla haya perdido por
completo la dormicion, sino que podra volver a inducirse aun cuando la semilla se
encuentre en el proceso de salida de la misma si las condiciones ambientales varian.

Otro criterio de clasificacion establece los distintos tipos de dormicién basandose en las
diferentes propiedades morfoldgicas y fisiologicas de la semilla (Nikolaeva, 1967, 2004,
Baskin & Baskin, 1998, 2004). Atendiendo a este criterio tenemos las siguientes
categorias: Dormicion Fisiologica (DF), Dormicion Morfoldgica (DM), Dormicion
Morfofisioldgica (DMF), Dormicion Fisica (DI) y Dormicion Combinada (DF + DI).

Dormicidn Fisiologica (DF): es el tipo méas frecuente y la tienen las semillas gimnospermas
y la mayor parte de las angiospermas. Es la dormicién mas comun en las especies presentes
en los seed banks templados. Se puede dividir en 3 niveles: profunda, intermedia y no
profunda (Baskin & Baskin, 2004).

- DF profunda: Los embriones separados de estas semillas no crecen o producen plantulas
anormales. Los tratamientos con GAs no rompen su dormicion, y son necesarios varios
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meses de estratificacion con frio (subtipo A) o calor (subtipo B) antes de que puedan
germinar (Baskin & Baskin, 2004; Baskin et al ., 2005).

- DF no profunda: La mayor parte de las semillas tienen este tipo de dormicién (Baskin &
Baskin, 2004). Los embriones separados de las semillas dan lugar a plantulas normales.
Tratamientos con GAs pueden romper su dormicion y, dependiendo de la especie, la
dormicion puede romperse por escarificacion, after-ripening en seco, o estratificacién con
frio o calor. Se han definido 5 subcategorias segun los patrones de cambios en las
respuestas fisioldgicas a la temperatura. La mayor parte de las semillas pertenecen a los
tipos 1y 2, en los que el rango de temperatura en el cual la semilla puede germinar varia
progresivamente durante el proceso de la pérdida de dormicién no profunda de menor a
mayor (tipo 1) o de mayor a menor temperatura (tipo 2). Ademas, la sensibilidad de las
semillas a la luz y a las GAs aumenta a medida que la DF no profunda va disminuyendo
progresivamente.

Dormicién Morfologica (DM): la DM es evidente en semillas con embriones que estan
subdesarrollados, en términos de tamafio, aunque diferenciados (ej: en cotiledones,
hipocotilo-radicula...). Estos embriones no son durmientes (fisiolégicamente) pero
necesitan tiempo para crecer y germinar.

Dormicién Morfofisioldgica (DMF): se da en semillas con embriones subdesarrollados que
ademas tienen un componente fisiolégico en su dormicién (Baskin & Baskin, 2004). Estas
semillas, por tanto, requieren un tratamiento de ruptura de la dormicién, por ejemplo una
combinacion determinada de calor y/o frio (estratificacion), que en algunos casos se puede
reemplazar por la adicion de GAs. Hay 8 niveles conocidos de DMF.

Dormicion fisica (DI): es la causada por las cubiertas impermeables del parénquima en
empalizada en la semilla o la cubierta del fruto que controla el movimiento del agua. La
escarificacion mecéanica o quimica puede eliminarla. Sin embargo, algunos autores como
Torbjgrn Rage Paulsen (2013), defienden que las cubiertas impermeables servirian para
evitar la emision de volatiles y por tanto esconderse de los depredadores, y no serian un
mecanismo de dormicion.

Dormicién Combinada (DF + DI): es caracteristica de semillas semi-impermeables (como
en DI) combinada con dormicién fisioldgica del embrién (Baskin & Baskin, 2004).

2.3. Regulacién Hormonal de la dormicién

La germinacion de una semilla, al ser un evento nico en su existencia, es un proceso clave
para su supervivencia. La dormicion establece las condiciones que han de cumplirse antes
de que dicha semilla pueda germinar. Entre ellas, encontramos requerimientos de
temperatura, luminicos, hidricos u hormonales, que no solo deberan acontecer antes de que
la semilla pueda germinar, sino que deberan suceder en un orden determinado (Baskin &
Baskin, 1998).

Las hormonas juegan un papel fundamental en el mantenimiento o eliminacion de la
dormicidn en respuesta a las condiciones ambientales. Sera tanto a través del metabolismo
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como de la percepcion y posterior sefializacion como las hormonas regulen la dormicion.
Algunos factores externos, como la luz (Hayes & Klein, 1974) o la temperatura (Kendall et
al., 2011), actuaran en parte a través de dichas rutas hormonales, y junto a la interaccion
existente entre las propias rutas se dibuja una compleja red de sefiales externas e internas
que determinardn cuando la semilla pueda germinar.

Cuando se habla de dormicion y hormonas, se habla de ABA y GA, y aunque otras
hormonas, como el etileno o los brasinoesteroides, también tiene un papel en el proceso,
quedan relegadas a un papel secundario ante las primeras (Ali-Rachedi et al., 2004).

El balance entre los niveles de ABA, GA y su percepcion se consideran clave en la
regulacion de la dormicién/germinacion. EI ABA induce y mantiene la dormicion,
mientras las GAs promueven la germinacion (Figura 13). La cantidad de estas hormonas en
la semilla esta regulada por sus tasas de sintesis y desactivacion (Martin et al., 2010).

Acido Abscisico

El ABA se sintetiza por la via de los carotenoides siendo el paso limitante la conversion de
9’-cis-neoxantina y 9-cis-violaxantina a xantoxina por la 9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasa (NCED). Por tanto, se considera a NCED la principal responsable de la
sintesis de ABA en la regulacion de la dormicion (Schwartz et al., 1997) (Figura I3).

El gen NCED, descubierto en maiz (Schwartz et al., 1997), es un gen ampliamente
representado en el reino vegetal. Es més, se conocen numerosos genes que forman parte de
la familia NCED, lo que abre un amplio abanico de posibilidades de expresion espacio-
temporal. En arabidopsis, se identificaron dos miembros de esta familia, NCED6 y
NCED9, esenciales en la sintesis de ABA en el embrion y el endospermo durante la
induccion de la dormicién (Lefebvre et al., 2006). Experimentos con inhibidores de la
sintesis de novo de ABA, como el norfluorazon, demuestran que la sintesis de ABA es
necesaria para el mantenimiento de la dormicién al inducir la germinacién de las semillas
(Debeaujon & Koornneef, 2000; Ali-Rachedi et al., 2004).

Es I6gico pensar que la cantidad de ABA en la semilla no solo depende de la sintesis de la
misma sino también de su catabolismo. En arabidopsis, la enzima responsable de esta
disminucion en los niveles de ABA durante el final de la maduracion y la imbibicion de la
semilla es una 8'-hidroxilasa codificada por un miembro del citocromo P450, la
CYP707A2 (Kushiro et al., 2004; Okamoto et al., 2006).

La ruta de sefializacién del ABA se inicia con la percepcion de la hormona por las
proteinas PYR/PYL (Park et al., 2009), a las cuales se une iniciando una cascada de
modificaciones postraduccionales de varias proteinas. En ausencia de ABA, las protein
fosfatasas tipo 2C del grupo A (PP2Cs) estan reprimiendo a las Sucrose non-fermenting-
Related Protein Kinase 2 (SnRK2), reguladores positivos de la respuesta a ABA. La
conformacion de las proteinas PYR/PYL cambia tras su union a la hormona permitiendo su
union a las PP2Cs, liberando a las SnRK2s de su inhibicion. Las SnRK2s fosforilaran
entonces a los Factores de Union a ABRE (ABRE BINDING FACTOR , ABF), que
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induciran la respuesta a ABA (Kobayashi et al., 2005; Umezawa et al., 2010; Finkelstein,
2013).

Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son una familia de 136 diterpenos tetraciclicos, la mayoria son
moléculas inactivas de la ruta de sintesis y solo un pequefios grupo son hormonas activas
en plantas, dependiendo de la especie serd una u otra molécula de GA la mayoritaria
(Thomas et al., 2005) (Figura 13).

La ruta de sintesis de las GAs consta de numerosos pasos, teniendo como punto de partida
el geranil-geranil difosfato (GGDP), que comparte con la ruta de sintesis del ABA, y como
altimo paso de la ruta, y limitante, el catalizado por la GA3-oxidasa (GA30x) que
transforma GAs inactivas en activas, como GA9 a GA4 en arabidopsis 0 GA20 a GA1 en
lechuga (Hedden et al., 1997; Nakaminami et al., 2003). En arabidopsis, hay 2 genes que
codifican para GA3ox principalmente en semilla, AtGA3oxl y AtGA3oxl, ambos
relacionados con la expansion celular en la zona de transicion hipocotilo-radicula (Ogawa
etal., 2003).

Cuando la cantidad de GA activa es excesiva 0 ya no es necesaria se convierte en una
forma inactiva. Este paso se realiza en gran medida gracias a la GA-2-oxidasa (GA20x),
que reduce la cantidad de GA activa en semilla y tiene un papel muy importante en la
regulacion de la germinacion por luz (Rieu et al., 2008). Otra enzima que puede catalizar
este proceso es la GA metiltransferasa, aunque ésta Gltima actla principalmente en durante
el desarrollo de la semilla (Varbanova et al., 2007).

La ruta de transduccion de las giberelinas se encuentra bloqueada por las proteinas
DELLA, que en ausencia de la hormona inhiben la transcripcion de los genes de respuesta
a GAs. En concreto, RGA-LIKE2 (RGL2) es la responsable de la inhibicion de la
germinacion. Pero en presencia de GAs activas éstas se uniran a su receptor, GA-
INSENSITIVE DWARF (GID1), que interaccionara entonces con RGL2 permitiendo que
sea reconocida por SLEEPY1 (SLY1), una E3-ubiquitin-ligasa que forma parte del
complejo SCF (Skp, Cullin,and F-box), que afiadira residuos de ubiquitina a RGL2. La
degradacion de RGL2 por el proteosoma es un paso clave en la eliminacion de la
dormicidn y la induccién de la germinacion (Tyler et al., 2004).

Etileno

El etileno es una hormona promotora de la germinacion y regula negativamente la
dormicion, muy posiblemente por medio de su interaccion con el ABA (Corbineau &
Come, 1995; Beaudoin et al., 2000; Matilla & Matilla-Vazquez, 2008; Linkies & Leubner-
Metzger, 2012) (Figura 13). Se forma a partir de S-adenosilmetionina (SAM) gracias a la
accion de la ACC sintasa (ACS) que convierte la SAM en acido 1-aminociclopropano
carboboxsilato (ACC), y la ACC oxidasa (ACO) que transforma este ultimo en etileno.
Mutantes de arabidopsis afectados en estos pasos, como aco, tienen reducida su capacidad
germinativa (Lin et al., 2009), mientras las semillas tratadas con etileno ven ésta inducida.
Ademas, se ha observado que la transcripcion de genes que codifican para proteinas ACC

10



INTRODUCCION

y ACO se ve incrementada durante la germinacion de forma paralela a la expresion de
GA3ox (Bewley et al., 2012).

Cuando las moléculas de etileno se unen a sus receptores, las proteinas ETR o ETS, éstos
liberan a CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1 (CTR1), una protein-kinasa que
estando unida a ETR inactiva a ETHYLENE INSENSITIVE 2 (EIN2), pero que al ser
liberada permite a EIN2 inducir la sintesis de los Factores de Respuesta a Etileno (ERFS),
que a su vez induciran la transcripcion de genes asociados con la respuesta a etileno y la
induccidn de la germinacion (Wang et al., 2002; Liu & Zhang., 2004; Rzewuski & Sauter,
2008; Yoo et al., 2008; Stepanova & Alonso, 2009). Los mutantes etrl y ein2 muestran
mayor dormicion que el ecotipo silvestre, relacionada con mayor sensibilidad al ABA en
germinaciéon y mayor sintesis de ABA (Beaudoin, et al., 2000; Chiwocha et al., 2005.;
Ghassemian, et al., 2000).

Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides (BRs) son otra de las hormonas vegetales que afectan a la
dormicion/germinacion de las semillas ademas de estar implicados en otros procesos
(Clouse, 2001). Mutantes afectados en la sintesis y sefializacion de BRs muestran mayor
sensibilidad a la inhibicién de la germinacién por ABA, sin embargo son capaces de
germinar sin problemas, lo que indica que estas mutaciones afectan al potencial
germinativo pero que los BRs no son estrictamente necesarios para la germinacion (Clouse
& Sasse, 1998; Steber & McCourt, 2001). Ademas, los BRs pueden inducir la germinacion
del mutante sleepy (Steber & McCourt, 2001), lo que también les relacionaria con las GAs,
sin embargo, en tabaco se ha descrito que la induccion de la germinacion por ambas
hormonas se debe a mecanismos diferentes (Leubner-Metzger, 2001) (Figura 13).

Ambas hormonas (etileno y brasinoesteroides) inducen la expresion de genes relacionados
con la elongacion, lo que podria promover la germinacion gracias al crecimiento del eje
embrionario en ambos casos, sin embargo, lo hacen afectando a distintas familias de
expansinas (Goda H et al., 2002).

Auxinas

Recientemente se ha descrito que las auxinas mantienen la dormicién gracias a la
interaccion con la ruta del ABA. Liu et al., (2013) describen que semillas con la ruta de
sefializacion de las auxinas no funcional debido a diferentes causas (sobreexpresion,
silenciamiento, mutantes deficientes en la percepcién o en la sintesis de la hormona)
muestran pérdida de dormicion muy acusada, mientras el aumento en la sintesis de auxina
0 en su transduccién produce el efecto contrario. Esto se debe a la regulacién de ABI3, un
factor de transcripcion de la ruta del ABA implicado en el mantenimiento de la dormicion
por parte de AUXIN RESPONSE FACTOR 10 (ARF10) y ARF16. Con niveles bajos de
hormona, ARF10 y ARF16 son inactivados por los represores Aux/IAA AXR2 y AXR3y
la expresion de ABI3 se ve interrumpida promoviendo la salida de la dormicion. sin
embargo, en presencia de la hormona, ésta se une a su receptor formando el complejo
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TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1l (TIR1)/ADDITIONAL F BOX PROTEIN
(AFB)-AUX/INDOLE-3-ACETIC ACID (IAA)-AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF)
(Vanneste & Friml, 2009; Chapman & Estelle, 2009) y degrada a IAA7/AXR2 y
IAAL17/AXR3 dejando libres a ARF10 y ARF16, que se unirdn al promotor de ABI3
promoviendo su expresion y manteniendo la dormicion (Figura 13)..

Oxido nitrico

El Oxido nitrico es una hormona gaseosa implicada en distintos procesos del crecimiento y
desarrollo de las plantas, entre ellos en la eliminacién de la dormicion (Batak et al., 2002;
Bethke et al., 2004: 2006a, b, 2007). Dicha afirmacién se sustenta en que usando el
secuestrador de NO 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-0xido
(cPTIO) se promueve el mantenimiento de la dormicion (Bethke et al., 2006). Ademas el
NO induce la expresion de CYP707A2, gen implicado en el catabolismo del ABA (Liu et
al., 2009), y recientemente se ha descubierto que es capaz de nitrar a varios miembros de la
familia de receptores del ABA PYR/PYL/RCAR, desactivandolos (Castillo et al., 2015) y
promoviendo asi la salida de la dormicién (Liu et al., 2009) (Figura 13)..

GA3ox ACO

Metabolismo l l
GA BR --+» ETH

YAZOX

Percepcion GID1 ETR

.

SLy1 E

1

Sefalizacion v
DELLA ERF

Genes asociados a germinacion
Respuesta (EXP, XTH, MAN, 8-GLU, CHI)

:

Germinacion

Figura 12.. Interacciones y cross-talk entre las rutas de sintesis, percepcidn, sefializacion, y respuesta de GA,
ABA, Etileno, BR y NO. Las lineas azules indican activacion/induccidn y las lineas rojas reflejan represion.
Las lineas discontinuas indican que el mecanismo de la interaccion es desconocido. Adaptado de Bewley et
al., (2013).
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2.4. Metabolismo y expresion génica durante la dormiciéon

Aunque durante mucho tiempo se considerd a la semilla como una estructura inerte, la
presencia de cavidades hidratadas (hidrated pockets), descubiertos por resonancia
magnética nuclear (RMN, Bewley et al., 2013), permitiria un metabolismo activo en
algunas regiones muy concretas de las células (Bentsink & Koorneef, 2008), como puede
ser la transcripcion activa de algunos genes (Bove et al., 2005, Leubner-Metzger, 2005) o
la acumulacion de proteinas (Chibani et al., 2006). Por tanto, durante la dormicion se
podria estar regulando la expresion y transcripcion de algunos genes, sin embargo, estos
resultados deben analizarse en profundidad pues, si bien es cierto que ahora disponemos de
evidencias de que en semillas durmientes hay metabolismo activo, los resultados obtenidos
por RMN pueden ser engafiosos al detectar como agua acumulos de lipidos (Bewley et al.,
2013).

En estudios transcriptomicos realizados en el ecotipo Cabo Verde de arabidopsis,
realizados con semillas durmientes y semillas con diferentes periodos de after-ripening, se
obtuvieron datos que respaldan la existencia de una transcripcion activa en semilla seca,
revelando que el balance hormonal ABA-GA que regula la dormicién depende de las rutas
de sintesis y degradacion de ambas hormonas (Cadman et al., 2006). En estudios
posteriores se revelé que durante la pérdida de dormicién la semilla es capaz de responder
con una expresion cuantitativa a diferentes estimulos externos, como las bajas temperaturas
o la luz (Finch-Savage et al., 2007).

Estudios realizados en semillas post-maduras indican que el numero de transcritos cuya
expresion disminuye es menor que el de aquellos que aumentan (Bove et al., 2005;
Leymarie et al., 2007). Uno de los genes cuya transcripcion disminuye es DELAY OF
GERMINATION 1 (DOG1), gen que codifica para una proteina de actividad desconocida
(Alonso-Blanco et al., 2003; Bentsink et al., 2006) con un papel clave en la induccion y
mantenimiento de la dormicién de la semilla, como demuestra su mutante de pérdida de
funcién de arabidopsis dogl, que carece de dormicion (Bentsink et al., 2006; Graeber et
al., 2012).

Gracias a aproximaciones de genética reversa se han identificado en arabidopsis dos
nuevos genes relacionados estrechamente con la dormicion. El primero de ellos,
DESPIERTO (DEP), codifica para un dedo de zinc C3HC4 de tipo RING (Really
Interesting New Gene), que presenta su maxima expresion en las Gltimas etapas de la
maduracion de la semilla y su pérdida de funcién produce la perdida de dormicién (Barrero
et al., 2010). El segundo de estos genes es ATHB20, un gen que codifica para un factor de
transcripcion de tipo homeodominio-Zip. El mutante de insercién athb20-1 presenta mayor
grado de dormicion que el ecotipo silvestre (Barrero et al., 2010). Ambos genes modulan
la sensibilidad a ABA.

2.5. Tratamientos y mecanismos de eliminacion de la dormicion

A continuacion se describiran algunos de los factores externos mas importantes que
intervienen en la eliminacion de la dormicién. No debe olvidarse que, aunque se presenten
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por separado, cada uno de ellos por si mismo puede no ser suficiente para suprimir la
dormicidn.

Temperatura: after-ripening

El after-ripening es el periodo de almacenamiento en seco durante el cual la dormicion
disminuye progresivamente (Finkelstein et al., 2008). En general, aunque no siempre, el
after-ripening tiene lugar en plantas anuales de invierno, en las cuales la dormicion se
pierde con las altas temperaturas del verano para que puedan germinar a su término,
mientras la estratificacion con frio hUmeda se da en plantas anuales de verano para romper
la dormicion durante los meses frios de invierno (Probert, 2000).

El contenido de agua de la semilla debera ser de entre un 5 y un 15 %, pues si la semilla
estd demasiado seca (menos de un 5 % de contenido hidrico) el after-ripening no se
producira (Probert, 2000), y si tiene demasiada agua (> 40 %) se podria inducir dormicion
secundaria. En el rango entre el 20 y el 40 % el after-ripening puede verse afectado, asi
como la viabilidad de la semilla.

Semillas de varias especies experimentan un descenso del contenido en ABA durante el
after-ripening. Por ejemplo, en el ecotipo Cabo Verde (Cvi) de arabidopsis, se observa un
descenso del 10 % tras 6 meses de almacenamiento en semillas con dormicion profunda
(Ali-Rachedi S et al., 2004), que es suficiente para eliminar por completo la dormicién
sugiriendo que la percepcion del ABA también se ve modificada. Otro ejemplo se
encuentra en Nicotiana plumbaginifolia, cuyas semillas almacenadas durante 10 meses
pierden/disminuyen un 40 % de su contenido de ABA inicial, conjuntamente con una
reduccién en su tiempo de germinacion y de la percepcion de ABA tras la imbibicion
(Grappin P et al., 2000). Pero no solo la percepcion del ABA se ve afectada durante el
after-ripening, en semillas imbibidas de Sisymbrium officinale almacenadas en seco se
observa mayor sensibilidad a GAs, lo que les permite una germinacion mas rapida que las
no almacenadas o las no tratadas (Iglesias-Fernandez & Matilla, 2009 ).

Temperatura: Estratificacion a baja temperatura

Como ya se ha comentado, algunas especies, normalmente anuales de verano, pierden la
dormicion si la semilla sufre un periodo de hidratacion y bajas temperaturas (estratificacion
fria, Probert, 2000). Normalmente la temperatura para que dicha pérdida de dormicién
tenga lugar esta entre 1y 10 °C, sin embargo, puede llegar hasta los 15 °C en algunos casos
(Bewley et al., 2013).

La estratificacion es efectiva en semillas con dormicion del embridn (fisioldgica), impuesta
por las cubiertas, primaria y secundaria. En semillas de manzano, por ejemplo, se puede
ver como los distintos componentes de la dormicion son eliminados diferencialmente por
la estratificacion. Para eliminar la dormicion del embrion se necesitan 50 dias de
estratificacion a 5 °C, este tiempo se incrementa hasta los 60 dias con el endospermo, y ain
requiere mas tiempo en semillas intactas (Visser, 1956).
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Aunque se acepta que la temperatura mas adecuada para la estratificacion son
aproximadamente 5 °C, Toterdell y Roberts (1979) demostraron que puede ser menor,
como en el caso de Rumex obtusifolius que se sitda en torno a los 1°5 °C.

El mecanismo por el cual la estratificacion regula la dormicién todavia no se ha
desentrafiado por completo y algunos puntos permanecen por completo desconocidos, por
ejemplo, cudl es el mecanismo por el cual las plantas perciben la temperatura, sin embargo,
si se tienen algunos datos. Por ejemplo, que los factores de transcripcion SPT (SPATULA)
y PIL5 tienen un papel en la estratificacion fria (Penfield et al. 2005). SPT es un regulador
negativo de la germinacion que pierde su papel represor tras la estratificacion, mientras
PIL5 no responde a bajas temperaturas pero inhibe la germinacion en oscuridad tras un
tratamiento con frio. Ambos Factores de transcripcion inhiben la biosintesis de GAs
reprimiendo la expresion de GA3 OXIDASE 1 (GA30X1) y GA30X2 (Penfield et al.
2005). Ademas, PIL5 también promueve la expresion de GA20x2 (Oh et al., 2006) y de
REPRESSOR OF GA1-3 (RGA) y GA-INSENSITIVE (GAl), 2 proteinas DELLA a través
de la union directa a su promotor en el caso de las dos tltimas (Oh et al., 2007).

En algunas semillas también se ha encontrado un efecto del after-ripening sobre el ABA,
aunque no parece estar tan extendido como en el caso de las GAs. Por ejemplo, el
contenido de ABA disminuye en semillas de Pinus monticola Douglas ex D.Don vy
Fraxinus americana L. durante la estratificacion, reduccion que no tiene lugar en las
semillas no estratificadas (Sondheimer et al., 1968, Feutado et al., 2004). En otros casos,
como en semillas de Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco estratificadas a 5 °C durante 15
semanas, la disminucion del contenido de ABA de la semilla tras su cambio a temperaturas
mas elevadas va acompafiada de la disminucion en la percepcion de la hormona
(Corbineau et al., 2002). En semillas de haya estratificadas se produce la induccion de una
protein-fosfatasa tipo 2C (PP2C) cuya sobreexpresion en arabidopsis reduce la dormicion y
la percepcion del ABA en las semillas, lo que ademas indica que la
fosforilacion/desfosforilacion de proteinas es un proceso implicado en la pérdida de
dormicion durante la estratificacion (Reyes et al., 2006).

En otros casos no son las elevadas o bajas temperaturas prolongadas, si no la alternancia
entre ellas, por ejemplo las oscilaciones de temperatura que se pueden producir por el ciclo
dia-noche, la que disminuye la dormicién, normalmente en semillas con dormicion
impuesta por las cubiertas. En semillas de Rumex obtusifolius L. es la alternancia frio-
calor la que rompe la dormicién (Totterdell & Roberts, 1980). en estos casos es importante,
a parte de la alternancia entre altas y bajas temperaturas, que ambas superen un umbral
limite, el tiempo en que las semillas estan expuestas a cada una de ellas y el numero de
ciclos.

Luz

La luz es un factor muy importante para eliminar la dormicion de las semillas. Casi todas
las semillas con dormicion impuesta por cubiertas tienen requerimientos de este tipo,
algunas especies necesitan dias largos o cortos para eliminar la dormicion, y en muchos
casos las necesidades luminicas dependen de la temperatura.
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En la naturaleza es la luz blanca, como la del Sol, la que rompe la dormicion, siendo las
longitudes de onda del rojo/naranja las més efectivas, en concreto las ondas de 660 nm
(Borthwick et al., 1954). Por el contrario, también existen longitudes de onda que inhiben
la germinacién, éstas se encuentran por encima de los 700 nm, en el rojo lejano, siendo 730
nm la longitud de onda con efectos mas acusados (Borthwick et al., 1954). Ademas,
Borthwick et al., (1952) descubrieron que la luz roja (R) y la roja lejana (FR) son
antagonistas, pues en semillas de lechuga irradiadas alternativamente con ambas luces solo
se eliminaba la dormicién cuando el Gltimo pulso era de luz roja. La explicacion molecular
de este fendbmeno se encuentra en los fitocromos, proteinas que actian como
fotorreceptores gracias a la posesion de un croméforo. En arabidopsis se han encontrado 5
genes que codifican para estos pigmentos, denominados PHYA, PHYB, PHYC, PHYD y
PHYE. Cada una de las proteinas PHY codificadas por estos genes tienen sus propias
caracteristicas y patrones de acumulacion diferenciales. Los fitocromos pueden encontrarse
en dos formas, inactiva y activa. La primera tiene su rango de absorcion a una longitud de
onda de luz en el rojo y un pico a 660 nm, se designa Pr y podemos encontrarla en semillas
durmientes. La segunda tiene su rango de absorcion en la luz roja -lejana, con un maximo a
730 nm, y se denomina Pfr. Cuando cada uno de ellos es irradiado con luz en su rango de
absorcion cambia de forma, pasando de inactiva a activa alternativamente y determinando
si la germinacion podré tener o no lugar.

Aparte de esta fotorreversion, existe otra, denominada reversion por oscuridad, descubierta
en lechuga. En ella, semillas puestas en oscuridad con temperatura relativamente elevada
tras haber sido irradiadas con luz roja no eran capaces de germinar (Scheibe & Lang,
1969). Esta inhibicion de la germinacion se debe al paso del fitocromo activo (Pfr) a
inactivo (Pr) causado por la elevada temperatura y a la degradacién de Pfr, mucho mas
1&bil que Pr.

Por supuesto, en la naturaleza las semillas son irradiadas con ambos tipos de luz al mismo
tiempo (los espectros de absorcion se solapan, asi que no hay 2 tipos de luz), por tanto,
encontraremos fitocromo en forma Pr y Pfr al mismo tiempo, siendo la proporcion entre
ambas formas la que determinard la salida de la dormicién bajo unas condiciones
ambientales determinadas y en una cada especie en concreto.

La percepcion de la luz a través de los fitocromos produce cambios en los niveles de las
GAs y del ABA, regulando asi la dormicién/germinacion. Esta regulacién de los niveles
hormonales no podria llevarse a cabo sin los genes phytochrome-interacting factors (PIFs).
En concreto, la proteina PHYTOCHROMEINTERACTING FACTORS3-LIKES (PIL5)
desempefia un papel fundamental en el proceso que nos ocupa. En el caso de las GAs, PIL5
reprime la transcripcion de los genes GA3ox1 y GA3ox2, impidiendo la sintesis de GAs
activas e induce la transcripcion de GA20x2, promoviendo la degradacion de GAs activas.
Sin embargo, cuando el fitocromo se encuentre en su forma Pfr se unira PIL5 promoviendo
su degradacion (Oh et al., 2006) y con ello la acumulacion de GAs activas. Por ultimo,
PIL5 también induce la expresion de los genes DELLA a través de la unidn directa a sus
promotores, afectando asi tanto a la acumulacién de la hormona como a su sefializacion.
En lo referente al ABA, la regulacion de su metabolismo por PIL5 también incluye la
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induccion de genes implicados en la sintesis de la hormona, como AtNCED6 en
arabidopsis, y la represidn de otros implicados con su degradacion, como CYP707A2 (Oh
et al. 2007).

Nitrato

El nitrato es otra molécula con repercusion en la dormicion. Experimentos en Sisymbrium
officinale demuestran que, junto con la luz, son los dos factores indispensables para romper
la dormicién. Es maés, aun inhibiendo completamente la actividad nitrato reductasa en
dicha especie, el nitrato es capaz de romper la dormicion, indicando que el nitrato en su
forma no-reducida es la propia sefial para eliminar la dormicion (Hilhorst, 1990).

En el ecotipo Cabo Verde de arabidopsis, el nitrato es capaz de sustituir periodos largos de
almacenamiento seco o varios dias de estratificacion fria, existiendo evidencias de que la
sefializacion por nitrato afecta a las rutas de sefializacion del ABA y las GAs. La adicion
de nitrato a semillas de arabidopsis produce la reduccion de la cantidad de ABA, asi
mismo, induce la expresion del gen CYP707A2, que codifica para el citocromo P450 que
cataliza la degradacion del ABA (Matakiadis et al., 2009).

3. EL ACIDO ABSCISICO EN LA DORMICION, GERMINACION Y
RESPUESTAS A ESTRES

3.1. El ABA en ladormicion

Durante la maduracion de las semillas se producen 2 picos en los niveles de ABA. El
primero tiene su origen en los tejidos maternos (Karssen et al., 1983; Kanno et al., 2010),
mientras el segundo, responsable de la induccion de la dormicion en la fase de desecacion
de la semilla, tiene origen embrionario (Karssen et al., 1983; Frey et al., 2004).

Se ha demostrado que en la regulacion de los niveles de ABA en la semilla, que regularan
la dormicion y germinacion en respuesta a las condiciones ambientales, tienen un papel
fundamental la sintesis de novo de proteinas NCED vy la degradacion de la proteina
CYP707A (Nambara & Marion-Poll, 2005; Seo et al., 2009; Nambara et al., 2010). De los
5 genes NCED de arabidopsis, dos de ellos tienen elevados niveles de expresion en la
semilla, NCED6 que se expresa en el endospermo y NCED9 que se expresa en testa y
endospermo, contribuyendo ambos a la induccién de la dormicion (Lefebvre et al., 2006;
Frey et al., 2012). La degradacion de ABA por CYP707A durante la maduracién de la
semilla también regula los niveles de ABA en semilla seca y el grado de dormicién, como
demuestra el analisis del mutante cyp707a (Okamoto et al., 2006).

Tras la imbibicion, el mantenimiento de la dormicién también esta regulado por la sintesis
y el catabolismo del ABA. Durante la imbibicion se ha observado una disminucién en los
niveles de ABA tanto en semillas durmientes como en no durmientes de varias especies. A
pesar de ello, las semillas con dormicion mantienen niveles de ABA mas elevados Yy tiene
menor cantidad de transcritos de CYP707A. Dichos resultados se han observado tanto en
arabidopsis como en cebada (Millar et al., 2006).
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La dormicion secundaria debida a los ciclos estacionales también esta relacionada con el
metabolismo del ABA vy su sefializacion. La dormicidn profunda inducida en invierno se ha
relacionado con niveles elevados de ABA y la expresion de NCED6 y DOG1 (DELAY OF
GERMINATION 1), y MFT (MOTHER OF FLOWERING LOCUS T). MFT codifica una
proteina de union a fosfatidiletanolamina, la cual esté4 regulada por ABI3 y ABI5, y a su vez
regula negativamente a ABI5 reprimiendo la sefial del ABA (Xi et al., 2010). De forma
opuesta, la dormicion suave establecida en verano esta relacionada con niveles reducidos
de ABA vy regulacién positiva de CYP707A2 y ABI2, reguladores negativos de la
sefalizacion de ABA (Footitt et al., 2011).

Pese a que en arabidopsis el endospermo esta formado por una sola capa de células, en
semillas maduras desempefia un papel fundamental en el control de la dormicién y la
germinacion regulados por ABA. En primer lugar, asi como la retirada de la cubierta
completa de la semilla (endospermo vy testa) libera de las restricciones mecanicas y permite
el desarrollo a embriones diseccionados a partir de semillas durmientes, el mantenimiento
del endospermo tras la retirada de la testa mantiene la dormicion (Bethke et al., 2007a). En
segundo lugar, utilizando un lecho de cubiertas de semillas (coat bedding) se demostré que
la difusion del ABA endospérmico de semillas durmientes previene el crecimiento de
embriones no durmientes incluso de mutantes aba2, deficientes en la sintesis de ABA (Lee
et al. 2010). En embriones aislados, el ABA procedente de estas cubiertas fue capaz de
inducir la acumulacién de ABI5, cuyos niveles estan relacionados con el mantenimiento de
la dormicion. La especificidad tisular de la sensibilidad a ABA probablemente también
esté regulada por la expresion espaciotemporal de las proteinas PYR/PYL/RCAR y otros
elementos de la ruta de sefializacion principal, como las PP2Cs o las SnRKs (Gonzalez-
Guzman et al., 2012M; Korneef et al., 1984; Kim et al., 2013; Fujii y Zhu., 2009;
Nakashima et al., 2009).

Ademas de la sintesis de ABA y los elementos de su ruta de sefializacion principal, existen
otras proteinas que participan en la regulacién de la dormicion de la semilla mediada por
ABA. EI factor de transcripcién ABI4, de tipo APETALA/ETHYLENE RESPONSE
FACTOR (AP2/ERF), es un regulador positivo de la dormicion, al inducir la biogénesis
del ABA y reducir la de las GAs en semilla (Penfield et al., 2006; Shu et al., 2013). Otros
genes implicados en la maduracion de las semillas son ABI3, FUSCA3 (FUS3) y
LEAFYCOTYLEDON 2 (LEC2), que codifican factores de transcripcién tipo B3, que
controlan el almacenamiento de reservas y las proteinas LEA en la maduraciéon de la
semilla. Mutantes de estos genes presentan intolerancia a la desecacion y germinacion
precoz debida probablemente a defectos durante la maduracién (Gutierrez et al., 2007;
Finkelstein et al., 2008; Santos-Mendoza et al., 2008; Graeber et al., 2012). Ademas, la
mutacion fus3 altera los niveles de ABA en semillas en desarrollo (Gazzarrini et al., 2004).

Los principales factores que afectan a la dormicion relacionados con el ABA se recogen en
el esquema de la figura 13.

3.2. EI ABA en la germinacion
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La transicion desde la maduracion de la semilla y la dormicion a la germinacion refleja un
cambio en el balance hormonal. Evidencias genéticas del antagonismo ABA-GA en el
control de la germinacion fueron encontradas gracias al aislamiento de mutantes
deficientes en ABA (Koornneef et al., 1982), y el mutante de respuesta a GAs sleepy como
represor de abil-1 (Steber et al., 1998).

El mantenimiento de la dormicion esta relacionado con la sintesis de ABA durante la
imbibicidn, principalmente en el endospermo (Lee et al., 2010), mientras en la salida de la
dormicion se produce un aumento en el catabolismo del ABA en el embrion y el
endospermo mediado por CYP707A2 (Okamoto et al., 2006) y el aumento de la sintesis de
GAs dependiente del aumento en la transcripcion de GA3ox1 y GA30x2 y la disminucion
de la expresion de enzimas que inactivan las GA como GA20x (Seo et al., 2009). Los
cambios en los niveles relativos de ABA y GA se acentdan gracias a la intervencién de
cada una de estas hormonas en la regulacion del catabolismo de la otra. Por ejemplo, en
arabidopsis los genes de biosintesis de GAs se encuentran sobreexpresados en mutantes
deficientes en ABA y reprimidos en mutantes que acumulan mas ABA que el ecotipo
silvestre (Seo et al., 2009). De forma contraria, en ausencia de GA, las proteinas DELLA,
como RLG2 inducen a XERICO, que codifica una proteina de tipo RING-finger (Really
interesting New Gene) que promueve la sintesis de ABA, lo que a su vez incrementa la
expresion de RGL2 y proteinas de sefializacion del ABA como ABI5, las GAs interrumpen
el ciclo con la degradacion de las proteinas DELLA (Piskurewicz et al., 2008).

El balance ABA-GA refleja y de este modo media la regulacion ambiental de la
germinacion. Dos de las principales sefiales para romper la dormicion son el frio y la luz
(Holdsworth et al., 2008). Tanto la luz como el frio promueven la acumulacion de GA
incrementando los niveles de GA3ox y la represion de PHYTOCHROME INTERACTING
FACTORS3-LIKES5 (PIL5) y SPATULA, ambos factores bHLH que inhiben la expresion de
GA3ox. PIL5, que es reprimido por luz, también promueve la expresion de enzimas de la
sintesis de ABA, como NCED y SDR1, e inhibe la sintesis de CYP707A por medio de la
activaciéon de SOMNUS, un factor de transcripcion de tipo dedo de Zinc, uniéndose a su
promotor con la intervencion de ABI3 (Park et al., 2011), manteniendo niveles elevados de
ABA en oscuridad. La luz también induce al factor de transcripcion ATHB20 en el
endospermo micropilar y el apice de la raiz, lo que parece disminuir la sensibilidad a ABA
en estos tejidos (Barrero et al., 2010). Estudios de campo realizados recientemente
sugieren que los elementos reguladores de la dormicion varian con las estaciones:
temperaturas frias se corresponden con estados elevados de dormicion debidos al
incremento en la expresion de genes implicados en la sintesis de ABA, catabolismo de GA,
miembros de la familia de kinasas SnRK2, y DELAY OF GERMINATION1 (DOG1),
mientras en condiciones de temperaturas elevadas la dormicion es menos profunda debido
a PIL5 y a las proteinas DELLA, que pueden reprimirse rapidamente por exposicion a la
luz (Footitt et al., 2011). Variaciones en la sensibilidad al frio durante la imbibicion
pueden achacarse a las diferencias de expresion de FLOWERING LOCUS C (FLC) durante
la maduracion; grandes cantidades de FLC promueven el catabolismo del ABA y la
sintesis de GAs durante la imbibicion en frio (Chiang et al., 2009). Sin embargo, otro
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regulador de la floracion, FY, activa la dormicion aparentemente inhibiendo la sintesis de
GAs y promoviendo la expresion de ABI5 (Jiang et al., 2012).

Los niveles de ABA también participan en la regulacion de la germinacion por
disponibilidad de nutrientes. La adicion de nitrato, tanto exdgena en la germinacion o via
materna durante el desarrollo de la semilla, conlleva el incremento de la expresion de
CYP707A2, y con ello la disminucién del ABA y de la dormicion (Matakiadis et al., 2009).
Por otro lado, un amplio rango de concentraciones de azucar (5-300 mM) retrasan la
germinacion de forma mas prolongada que otros estreses osmaticos comparables y su
efecto inhibidor del crecimiento en plantula es sinérgico con el del ABA (Laby et al., 2000;
Price et al., 2003; Dekkers et al., 2004). EI mecanismo de inhibicion por azlcares incluye
la participacion del ABA por aumento de su sintesis y disminucion de su catabolismo
(Xing et al., 2009; Zhu et al., 2011) y la induccion y estabilizacion de reguladores de su
ruta, como los factores de transcripcion ABI (Arroyo et al., 2003; Bossi et al., 2009;
Finkelstein et al., 2011).

La relacion del ABA con los nutrientes durante la germinacion también incluye la
inhibicion de la movilizacion de los lipidos de reserva, aunque no la bloguea del todo, lo
que conlleva la acumulacion de sacarosa derivada del triacilglicerol (Pritchard et al.,
2002). Bajo condiciones de estrés, el catabolismo de los lipidos estd limitado al
endospermo debido a la represion del ABA por medio de ABI4, que sblo se expresa en el
embrion, induciendo la quiescencia del embrion (Penfield et al., 2006). De la misma
forma, la induccion de ABI5 por bajos niveles de sacarosa y ABA esta estrechamente
relacionada con el mantenimiento de la tolerancia a la desecacion de plantulas con
desarrollo bloqueado (arrested seedling) (Lopez-Molina et al., 2001). EI ABA, ABI5 y
posiblemente otros factores de transcripcion prevengan la pérdida de la tolerancia a la
desecacion retrasando la salida de la fase dos de la germinacion (el periodo tras la
imbibicion cuando el metabolismo se incrementa pero el crecimiento se detiene) en
condiciones de baja humedad. A diferencia de ABI4, ABI5 se expresa en la region del
endospermo micropilar, donde puede inhibir la expresion de enzimas requeridas para el
ablandamiento de las cubiertas y limitar la emergencia radicular.

Se han identificado numerosos reguladores de la expresion, de la estabilidad y de la
actividad de ABI5 que contribuyen a la regulacion negativa de la sefializacién del ABA
(revisado en Fujita et al., 2011). Entre ellos encontramos varias E3 ligasas (KEG, DWAL,
DWA?2 y SIZ1) implicadas en la ubiquitinacion y sumoilacion de ABI5, la proteina MFT
(MOTHER OF FT AND TFL1), que esta inducida por las proteinas DELLA y por ABI5 y
que, sin embargo, reprime la expresion de ABI5, y un grupo de proteinas de funcion
desconocida (AFPs) que se cree que estabilizan ABI5 interaccionando con la proteina
TOPLESS para inhibir la expresion de genes regulados por ABI5 (Lopez-Molina et al.,
2003; Garcia et al., 2008; Pauwels et al., 2010). Aunque KEG se localiza en la red del
aparato de Golgi, donde no deberia tener acceso a proteinas nucleares como ABI5, en
estudios recientes se ha demostrado que KEG tiene un papel importante en la degradacion
de ABI5 en el citoplasma, ya sea antes de la entrada al ndcleo o tras su posterior salida
(Liu & Stone, 2013).
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En la regulacion de la germinacion también intervienen otras hormonas que interaccionan
con el ABA, como los brasinoesteroides (BR), el etileno, las auxinas o las citokininas.

Una de las mayores evidencias de la interaccion del ABA con los BR fue el
descubrimiento de que lineas deficientes en BR e insensibles a BR eran hipersensibles al
ABA (Li et al., 2001; Steber & McCourt, 2001). Desde entonces se ha descubierto que el
ABA vy los BR regulan cientos de genes conjuntamente, con efecto similar o contrario
(Nemhauser et al., 2006). Al menos parte de la convergencia en la sefializacion se debe a
que el ABA regula componentes de la sefializacion de los BR por debajo de su percepcion
(Zhang et al., 2009).

Fue en la basqueda de supresores y activadores del efecto del ABA en la germinacion
donde se vio su interaccién con el etileno, al aislarse nuevos alelos de genes de respuesta a
etileno como ETHYLENE INSENSITIVE 2 (EIN2) y CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE
1 (CTR1) (Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000). Estudios en Lepidium sativum
muestran que el etileno producido principalmente en la radicula induce genes de
ablandamiento de las cubiertas seminales en el endospermo micropilar, actuando
antagonicamente al ABA en este proceso (Linkies et al., 2009). Estos efectos antagonicos
se acenttan por la represion de la ACC oxidasa por parte del ABA (Cheng et al., 2009;
Linkies et al., 2009) o por la represion de la familia de proteinas NCED y la induccion de
varios miembros de la familia CYP707A en plantulas (Cheng et al., 2009) aunque este
efecto no se ha corroborado en la germinacion (Linkies et al., 2009).

La interaccion entre el ABA y las auxinas en la germinacion se puso de manifiesto debido
a que la aplicacion exdgena de auxinas incrementa el efecto inhibidor del ABA, y a que el
factor de respuesta a ABA 10 (ARF10) aumenta la sensibilidad a ABA (Liu et al., 2007).

Las citokininas activan la germinacion, aunque el ABA inhibe la sintesis de citokininas
reduciendo la expresion de los genes isopentetil transferasa expresados en semilla (Wang
et al., 2011). Las citokininas, por su parte, contrarrestan esta inhibicion aumentando la
expresion represores de la transcripcion tipo A ARR (Arabidopsis Response Regulators),
que reducen la expresion de elementos de la sefalizacion del ABA como ABI5
(Finkesltein, 2013).

En la figura 13 se muestran esquematicamente algunas de las interacciones hormonales y
ambientales que regulan la dormicion y la germinacion de las semillas.
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FIGURA 13. Representacion esquemaética de algunas de las interacciones hormonales y ambientales que
regulan la dormicién y la germinacion de las semillas. Los receptores de ABA indicados son los mas
expresados en semillas secas e imbibidas. Los tridngulos rojos representan la acumulacion de ABA durante el
mantenimiento de la dormicion o en respuesta a estreses tras la salida de la dormicién. Las flechas indican
regulaciones positivas y las lineas rojas representan represion, ilustrando las distintas interacciones que
controlan el balance ABA-GA y su feedback. Tomado de Finkelstein (2013).

3.3. El ABA en las respuestas de los tejidos vegetativos a estreses abidticos

Una funcion crucial del ABA durante el crecimiento vegetativo es mediar en la respuesta a
los estreses medioambientales como la sequia, la salinidad y el frio (Yamaguchi-Shinozaki
& Shinozaki, 2006; Qin et al., 2011; Huang et al., 2012). Estos estreses tienen en comun
causar estrés oxidativo y osmético en las células, aunque se diferencian en otros efectos vy,
por tanto, la respuesta de la planta frente a ellos no es la misma. EI ABA también esta
implicado en la respuesta a hipoxia por inundacion, lo que conduce a la reduccion de los
niveles de ABA en los tejidos sumergidos y a incrementar sus niveles en la parte aérea de
las plantas sumergidas (Hsu et al., 2011). Esto puede explicar las observaciones donde la
aplicacién exdgena de ABA aumentaba la tolerancia al estrés por hipoxia en raices, pero
no en tallos/brotes (Ellis et al. 1999), donde los niveles de ABA ya deberian ser elevados.

A nivel de planta entera, ligeros incrementos en los niveles de ABA (caracteristicos del
estrés hidrico moderado) promueven el crecimiento de la raiz pero inhiben el de la parte
aérea incrementando la relacion raiz-parte aérea. Estas raices responden a los gradientes de
humedad por "hidrotropismo” positivo (Moriwaki et al., 2012). El ABA regula esta
respuesta a través de su ruta de sefializacion principal (Antoni et al., 2013). Sin embargo,
el estrés hidrico severo inhibe el crecimiento tanto de las raices como de los tallos/brotes,
pero promueve la formacion de raices laterales, como en la rizogénesis inducida por
sequia (“drought rhizogenesis™) (Vartanian et al., 1994). Gracias a estudios genéticos
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sabemos que la rizogénesis inducida por sequia esta regulada por ABA, auxinas y algunas
giberelinas, y que no existe en el mutante abil-1 insensible a ABA, pero si en los mutantes
abi2-1 o abi3.

El flujo de agua a través de las membranas celulares esta regulado por las acuaporinas.
Estas proteinas pueden localizarse en la membrana plasmatica (PIPs, Plasma Membrane
Intrinsic Proteins) o en el tonoplasto (TIPs, Tonoplast Intrinsic Protein) y su abundancia y
actividad estd regulada por diversos factores (revisado en Maurel et al., 2008). En
arabidopsis hay varios representantes de cada una de estas familias con expresion
diferencial en oOrganos y tejidos y diferente respuesta a tratamientos con ABA 0 estrés
(Jang et al., 2004 ; Alexandersson et al., 2005). La expresion de la mayor parte de las
acuaporinas esta inhibida durante el estrés hidrico y el salino, lo que limitaria las pérdidas
de agua. La desfosforilacion de las acuaporinas mediada por ABA limitaria el flujo de agua
tanto a nivel celular como en el sistema vascular de la planta (Kline et al., 2011; Shatil-
Cohen et al., 2011). Sin embargo, dos de las PIPs de arabidopsis (EtPIP1;4 y AtPIP2,5)
son inducidas por sequia y altamente expresadas en las células guarda (Alexandersson et
al., 2005; Winter et al., 2007; Yang et al., 2008), lo que facilitaria la oclusion estomaética.

Dentro de las células, el ABA induce la acumulacion de protectores osmaticos, como
pequefias proteinas hidrofilicas, azucares y prolina, o activa mecanismos de
destoxificacion que confieren tolerancia al estrés, regulando el balance redox o
modificando el transporte de iones para restablecer la homeostasis celular. El estudio de la
expresion de genes inducidos por ABA vy estrés durante el crecimiento vegetativo nos ha
seflalado que existen 2 respuestas, una temprana y temporal, y una tardia y duradera. La
respuesta temprana incluye la transcripcion de genes que codifican para proteinas
reguladoras como factores de transcripcion, protein-kinasas y fosfatasas y un surtido de
genes de respuesta temprana a deshidratacion (erd, early response to dehydration), muchos
de los cuales codifican proteinas de funcion desconocida (Yamaguchi-Shinozaki &
Shinozaki, 2006; Fujita et al., 2011). Los genes de la respuesta tardia reciben su nombre
dependiendo del estrés en el que fueron identificados originalmente, por ejemplo los genes
rd (Responsive to Dehydration) de respuesta a deshidratacion o los cor (cold-regulated)
regulados por frio. Entre estos genes encontramos algunos que codifican, entre otras,
proteasas, chaperoninas, canales de agua e iones, enzimas que destoxifican especies
reactivas de oxigeno, o proteinas con semejanzas estructurales con las proteinas LEA, que
se acumulan durante la fase de adquisicién de resistencia a la desecacion en semillas y que
podrian estar implicadas en aspectos adaptativos de tolerancia inducida (Ingram & Bartels,
1996).

Estudios transcriptomicos a gran escala han revelado que el 25-50 % de los genes
regulados por ABA estan también regulados por salinidad o sequia, cuya comparacion
entre ellos devuelve resultados incluso mejores (30-70 %), sin embargo en las
comparativas con estrés por frio los resultados no sefialan un nivel de solapamiento mucho
menor, en parte porque hay muchos menos genes regulados por frio (Nakashima et al.,
2009; Matsui et al., 2008; Zeller et al., 2009).

23



INTRODUCCION

Teniendo todos estos datos en cuenta, se han propuesto tres rutas de sefializacion para
canalizar la respuesta al estrés por sequia y al salino y otro adicional para el estrés por frio
(‘Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2006; Nakashima et al., 2009 ; Zhou et al., 2011)
(Figura 14). La ruta dependiente de ABA estd controlada principalmente por factores de
transcripcion bZIP, regulados por la ruta de sefalizacién principal, aunque también
intervienen los factores de transcripcion NAC y MYC/MYB. La ruta independiente de
ABA depende de los factores DREB, dedos de Zinc, homeodominios y NAC. Algunos de
los miembros de la familia DREB1 también son conocidos como CBFs (Cold Response
element binding Factors, factores de union a elementos de respuesta a frio), reflejando su
papel en la respuesta a frio, mientras otros miembros intervienen en la respuesta a
salinidad.

Estreses salino, Estré bai
hidrico y osmético stres por baja

temperatura
1 N

NCED3 Rutas l
l independientes
Rutas dependientes de ABA l

de ABA

DREB2s
Respuestatemprana CoH,ZF DREB 1/
) AB F/AREBs \ NACs
(0.5-6 horas) bZIP HD-ZIPs CBFs
SnRK2s
ABF/AREBs
bZIP

Figura 14. Esquema de las rutas dependientes e independientes al ABA en respuesta a estreses abidticos.
Adaptado de Finkelstein (2013).

4. SENALIZACION DEL ABA. MECANISMOS DE RESPUESTA
4.1. Percepcién de la sefal

Durante los ultimos 50 afios se han realizado grandes esfuerzos para identificar las
moléculas receptoras del acido abscisico, identificando mas de 200 genes implicados en el
metabolismo y la respuesta a ABA (Finkelstein, 2013). Sin embargo, ha sido durante los
Gltimos afios cuando se han descrito 3 clases de receptores de ABA, cada uno de ellos con
una localizacion celular diferente, lo que concordaria con los estudios que han demostrado
que la percepcion del ABA sucede tanto a nivel intracelular como extracelular (Allan et al.,
1994; Schwartz et al., 1994; Jeannette et al., 1999).

Los receptores mejor caracterizados son los miembros de una familia de proteinas
denominada PYR (pyrabactin resistant), PYLs (PYR-Like) o RCARs (Regulatory
component of ABA receptor), que constituyen el nucleo de la ruta de sefializacion de ABA
(Ma et al., 2009; Park et al., 2009). 13 miembros de los 14 de los que consta esta familia
funcionan como receptores de ABA (Fujii et al., 2009). EI ABA se une a estas proteinas,
localizadas en nucleo y citoplasma (Ma et al., 2009; Cutler et al., 2010; Saavedra et al.,
2010), cambiando su conformacién y permitiendo su unién a las protein-fosfatasas de tipo
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2C (PP2Cs), conocidas como reguladores negativos de su ruta de sefializacion, inhibiendo
su actividad. La union del ABA a estas proteinas no solo se ha descrito sino que gracias a
estudios de cristalografia se conocen cuales son los residuos clave para que se lleve a cabo
y qué cambios conformacionales tienen lugar en los receptores tras la union (Yin et
al.,2009) (Figura I5).

Otro receptor de ABA es la subunidad H de la Mg-quelatasa (CHLH), proteina requerida
en la sintesis de protoporfirina (Shen et al., 2006). Dicha proteina se encuentra localizada
en los plastos y su papel como receptor de ABA ha sido puesto en entredicho por varios
trabajos posteriores (Milller y Hansson, 2009; Tsuzuki et al., 2011). Esta discrepancia
puede deberse a la complejidad para llevar a cabo los experimentos expuestos en el articulo
inicial. En cualquier caso su método de actuacion incluye la union a varios factores de
transcripcion de la familia WRKY en presencia de ABA, evitando que éstos migren al
nacleo y repriman la expresion de genes de respuesta a ABA, incluyendo la represion de
varios factores de transcripcién ABI (Shang et al., 2010; Liu et al., 2012).

Por altimo, gracias a una aproximacion bioinformatica, se ha descrito que dos proteinas
GTG (G-protein coupled receptor (GPCR)-type G-proteins), GTG1 y GTG2, pueden unir
ABA (Pandey et al., 2009). Este resultado ha sido corroborado por estudios realizados en
levadura e in vitro (Kharenko et al., 2013). Experimentos de localizacion subcelular la
sitlan en la membrana plasmatica (Pandey et al., 2009), en el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi (Jaffé et al., 2012). Aunque en los estudios de Pandey et al., (2009) el
doble mutante de pérdida de funcion de los genes GTG mostraba un fenotipo de
insensibilidad parcial a ABA, nuevos estudios realizados con otros alelos mutantes gtg no
corroboran dichos resultados (Jaffé et al.,, 2012), con lo que se requieren mas
investigaciones para confirmar o negar el papel de ambas proteinas GTG como receptores
de ABA.
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Figura 15. Modelo de interaccion del ABA con las tres clases de receptores descritos en la actualidad:
PYR/PYL/RCAR (Pyrabactin resistant/PYR-Like/Regulatory component of ABA receptor), CHLH
(subunidad H de la Mg-quelatasa) y GTG (G-protein coupled receptor (GPCR)-type G-proteins). Todos
participan en la respuesta génica y el control de las células guarda (indicado como A-channel). Las lineas
continuas indican interacciones directas y las lineas discontinuas interacciones desconocidas. Las flechas
indican interacciones positivas y las barras negativas. Tomado de Cutler et al., (2010).

4.2. Transduccién de la seiial

La sefializacion del ABA comienza con la percepcion de la hormona por parte de los
receptores PYR/PYL/RCAR (Ma et al., 2009; Park et al., 2009) e implica a un amplio
abanico de componentes, entre los que podemos encontrar segundos mensajeros (Ca",
NO, IP3, GMPc...), fosfatasas, kinasas, factores de transcripcion... (Finkelstein, 2013)

Mensajeros secundarios

Entre los segundos mensajeros del ABA se encuentran derivados de fosfolipidos, Ca?*,
oxido nitrico (NO), ADP-ribosa ciclico, GMP ciclico y especies reactivas de oxigeno
(ROS). Varios de estos mensajeros produciran cambios en la concentracién de Ca®* del
citosol, ya sea por liberacién de Ca®* desde compartimentos intracelulares, como los

fosfoinositidos o el propio Ca®*, o activando los canales de la membrana plasmatica, como
sucede con los ROS.

La produccion de IP3 en plantas se debe a la actividad de la fosfolipasa C (PLC), que se
convierte rapidamente en IP6 y contribuye a la inhibicion de la apertura estomatica por
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ABA promoviendo la liberacién de Ca’y la inhibicién de los canales de entrada de K*
(Berridge, 1993). El diacilglicerol (DAG), el otro producto de la actividad de PLC, puede
ser fosforilado para producir acido fosfatidico (PA) (Lee &Assmann, 1991). Por otra parte
el PA se produce también por la actividad de la fosfolipasa D (PLD) (Fan et al., 1997).
Ademas de las multiples rutas metabdlicas que interconectan estas sefiales potenciales, la
mayoria de estas enzimas pertenecen a familias génicas. Muchas de las PLD se inducen
por estreses (Wang et al., 2000) pero solo la expresion y actividad de la PLDal y PLDd
aumentan por ABA (Urajiet al., 2012). Las lineas mutantes de estos genes son insensibles
al cierre estomatico y la inhibicion de la germinacion inducidos por ABA. Ademas el PA
se une a ABI1 (PP2C-ABI1) reteniéndolo en la membrana plasmaética y blogueando su
capacidad para interferir en la respuesta a ABA. Otro ejemplo del efecto del PA es la
produccion de NO y ROS promovida por ABA, que resulta en el cierre estomaético a través
de los canales idnicos (Jacob et al., 1999; Zhang et al., 2009).

El ABA puede inducir el cierre estomatico por aumento del Ca®" citosélico, por un
aumento en la sensibilidad de la sefializacion del calcio o por una ruta independiente
(Siegelet al., 2009). Existen diferentes proteinas de unién a calcio, calmodulinas (CaM),
protein-kinasas dependientes de calcio (CDPK/CPKSs) y calcineurina B-like proteins
(CBLs), que permiten a este mensajero secundario participar de forma especifica en
diferentes procesos (Luan, 2009; Weinl & Kudla, 2009).

El cierre estomatico inducido por ABA también depende, parcialmente, de la
alcalinizacion que precede a la produccion tanto de ROS como de NO (Irving et al.,1992).
En este proceso es fundamental la SnRK2 OST1 (SNF1 related protein kinase 2 OST1),
que pertenece a la ruta de sefializacion principal del ABA. Este proceso de alcalinizacion
es necesario aungue insuficiente para que tengan lugar los cambios en la expresion génica
inducidos por ABA (van der Veen et al.,1992).

Ruta principal de sefializacién

Durante afios las PP2Cs del cluster A fueron conocidas como reguladores negativos de la
sefializacion del ABA tanto en semillas como en tejidos vegetativos (Koornneef et al.,
1984, 2002; Leung et al., 1994, 1997; Meyer et al., 1994; Rodriguez et al.,1998a, 1998b).
Posteriormente, se descubrié que las proteinas PYR/PYL/RCAR eran las responsables de
la percepcion del ABA (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). Este hecho permitié describir
un modelo mediante el cual en ausencia de ABA, las PP2Cs inactivaban de forma continua
a SnRK2, un regulador positivo esencial de la ruta del ABA, por desfosforilacion (Yoshida
et al., 2006; Vlad et al., 2009; Umezawa et al., 2009). Por su parte las PYR/PYL/RCAR se
encuentran en el nacleo y el citoplasma como monémeros o formando homodimeros o
heterodimeros (Yin et al., 2009; Zhao et al., 2013). En presencia de ABA, los receptores se
unen a las PP2Cs inhibiendo su actividad y permitiendo la autofosforilacion y consecuente
activacion de SnRK2. Una vez activadas, las SnRK2s fosforilan a sus sustratos, elementos
posteriores de la ruta del ABA, entre los que se encuentran las proteinas AREB (ABA
Responsive Element-Binding), los ABF (ABA Responsive Element-Factor) y los factores
de transcripcion B-zip que activan la transcripcion de los genes de respuesta a ABA y los

27



INTRODUCCION

procesos regulados por ABA (Kobayashi et al., 2005; Umezawa et al., 2010; Finkelstein,
2013) (Figura 16)

Estimulos medioambientales
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%

®
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N 2
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Figura 16. Esquema resumen de la ruta de sefializacion principal del ABA. Adaptado de Umezawa et al.,
(2010).

Mediante estudios in vitro Fujii et al. (2009) demostraron que combinando PYR1, ABI1,
SnRK2.6 y ABF2 se conseguia la fosforilacion de ABF2 inducida por ABA, demostrando
asi que estas 4 proteinas son los componentes principales de la ruta de sefializacion
fundamental del ABA.

Gracias a estudios de cristalografia se descubri6 que la unién del ABA induce un cambio
conformacional en las proteinas PYR/PYL/RCAR que permite su union a las PP2C-A de
manera estable. Las proteinas PYR/PYL son l&minas beta con 7 cadenas que forman una
cavidad central. La superficie de dicha cavidad contiene hélices alfa que junto con la parte
interna de la lamina beta forma el sitio de union a ABA. Dos bucles beta altamente
conservados hacen las veces de tapa de la cavidad, los cuales en ausencia de ABA estan
abiertos y permiten al ABA acceder a la cavidad. Cuando se produce la union del ABA, los
bucles adquieren la conformacién de tapa cerrada, creando en su exterior el sitio de unién a
las PP2Cs. La interaccion resulta en las hélices beta cubriendo el sitio activo de las PP2Cs
inactivandolas. Esto sugiere que los receptores de ABA actian como inhibidores de PP2Cs
de manera dependiente de ABA (Nishimura et al., 2009; Miyazono et al., 2009; Melcher et
al., 2009; Yin et al., 2009).

4.3. Regulacion de la expresién génica
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La respuesta al ABA incluye cambios en la expresion génica, que pueden incluir desde
cambios en la transcripcion a cambios en el procesamiento del transcrito y su estabilidad.
Los cambios especificos dependen del tipo celular y de su estadio de desarrollo. No existe
un conjunto universal de genes regulados por ABA, pero normalmente incluye aquellos
que contribuyen a la adquisicion de tolerancia a la deshidratacion. La deshidratacion puede
estar determinada por el desarrollo, como en la desecacion de la semilla o el polen, o en
respuesta a estreses ambientales, tales como sequia, salinidad o bajas temperaturas (Cutler
et al., 2010).

El ABA altera de manera sustancial la expresion génica, como se ha demostrado mediante
analisis transcriptomicos (Sekiet al., 2002). Mediante secuenciacion masiva de transcritos
de Arabidopsis se identificaron mas de 1300 genes regulados por ABA, de los cuales la
mitad tenian la expresion reducida por ABA (Hothet al., 2002). En el mutante abil-1 la
expresion del 90% de estos 1300 genes esta afectada, lo que indica la importancia del locus
ABI1, una PP2C del complejo receptor, en la transduccion de la sefial inducida por ABA.
Entre los intermediarios de las respuestas inducidas por ABA se encuentran el regulador
transcripcional VIVIPAROUS1 (VP1)/ABI3 y los factores de transcripcion tipo (AP2)
bZIP y APETALAZ2 (Finkelsteinet al., 2002).

Los elementos reguladores responsables de mediar los cambios inducidos por ABA en la
expresion génica se han identificado mediante aproximaciones genéticas y bioquimicas.
Las clases méas comunes de secuencias reguladoras en el genoma que confieren
inducibilidad por ABA son los G-box ABA response elements (ABRES) a los que se unen
factores de transcripcion de la familia de cremalleras béasicas de leucina (bZIP). Ademas,
muchos genes regulados por ABA tiene sitios de union para las proteinas de las familias
MYC y MYB. Las secuencias ricas en guanina y citosina que se encuentran en los Drought
Response Elements (DRES) o los Coupling Elements (CEs) a los que se unen las proteinas
de la familia Apetala 2, como las Drought Response Element Binding (DREBSs), o los
motivos RY/Sph a los que se unen proteinas con dominio B3 como ABA-
INSENSITIVE3/VIVIPAROUS1 (ABI3/VP1).

Las proteinas de unién a elementos ABRE (AREB o ABF) se aislaron mediante técnicas de
hibrido simple usando como cebo las secuencias ABRE. Las bZIP forman una subfamilia
con 9 homadlogos en arabidopsis con un dominio bZIP altamente conservado y 3 regiones
terminales en la region N-terminal denominadas C1, C2 y C3 (Jakobi et al., 2002). Estos 9
homologos se pueden dividir en 2 grupos, la familia ABI5 (ABI5, EEL, DPBF2, DPBF4 y
AREB3), que se expresan principalmente en semillas y estan implicados en el desarrollo y
la germinacién de las semillas (Bensmihen et al., 2005; Bensmihen et al., 2002; Kim et al.,
2002), y la familia AREB/ABF (ABF1, AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 y ABF3), cuyos
miembros se expresan principalmente en tejidos vegetativos bajo estreses abioticos.

Los factores de transcripcion bZIP interaccionan con los elementos cis ABRE (ABA-
Responsive Elements), que son G-boxes con el motivo ACGT en zonas promotoras (Hattori
et al., 2002). Sin embargo para que se produzca una respuesta dptima a ABA es necesario
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un segundo elemento cis, el coupling element (CE), que es similar a los elementos ABRE y
DRE (Dehydration-Responsive Element) (Kizis & Pageés, 2002; Narusaka et al., 2003).

AREBL requiere de la presencia de ABA para conseguir una activacion total que se regula
por la fosforilacién mdaltiple del dominio conservado AREB1 de manera dependiente de
ABA por las SnRK2.2, 2.3 y 2.6 (Furihata et al., 2006). Mutantes de pérdida de funcion de
SnRK2.2 y 2.3 ven reducida la fosforilacion de ABF y el triple mutante SnRK2.2, 2.3 y
2.6. carece de respuesta génica inducida por ABA.

ABI3, ABI4 y ABI5 son factores de transcripcion fundamentales de la respuesta a ABA,
ABI4 es del tipo AP2-like, ABI5 es de tipo bZIP y ABI3 es de tipo B3 (Finkelstein et al.,
1998; Finkelstein et al., 2000; Lopez-Molina et al., 2000).

ABI4 es un factor de transcripcion AP2 que participa en la sefalizacion de ABA durante el
desarrollo de la semilla y la germinacién (Finkelstein et al., 1998) y en la respuesta a
azucar. Las plantas mutantes abi4 son mas tolerantes que el genotipo silvestre a estrés
osmotico y salino durante la germinacion y el desarrollo temprano de la plantula (Quesada
et al., 2000). ABI4 se une directamente a la region promotora CE de tres genes activando
su expresion: ABI5 y SBE2.2 en la ruta de respuesta a azucar y ABI4 autoregulandose
(Bossi et al., 2009). ABI4 también regula la dormicion positivamente induciendo la sintesis
de ABA (Shu et al., 2013).

ABI3, también llamado ViviParousl (VP1), se une a elementos cis RY/Sph y actla como
intermediario de la respuesta a ABA en semilla. Promueve la deposicion de sustancias de
reserva, la adquisicion de tolerancia a la desecacion y la dormicion (McCarthy, 1995).

ABI5 es un factor de transcripcion bZIP que se une a la G-box CACGTG (Lee et al., 2012)
y se induce fuertemente por ABA pero no por otros estreses durante una ventana de
desarrollo muy concreta, dos dias después de la estratificacion (Brocard et al., 2002). ABI5
regula de forma individual o mediante interaccion la dormicion, la germinacion y otros
procesos de desarrollo (Finkelstein et al., 2000; Lee et al., 2012; Brocard et al., 2002;
Lépez-Molina et al., 2001; Cheng et al., 2014; Reeves et al., 2011).

Ademas, existen otros factores de transcripcion que participan en las respuestas a ABA,
como algunos miembros de las siguientes familias: Cremallera de homeodominio de
leucina  (HD-ZIP) (Ariel et al.,, 2007), No Apical Meristem/ATAF/CUP-Shaped
Cotyledons (NAC) (Fujita et al., 2004), WRKY (Jiang & Yu, 2009; Xie et al., 2005), non-
MY C basi helix-loop-helix (bHLH) (Li et al., 2007) y dedos de Zinc.

Como muestra de la complejidad del sistema se han encontrado mas de 200 factores de
transcripcion regulados por ABA que forman parte de 20 familias en un solo estadio de
desarrollo (Nemhauser et al., 2006).

5. PROTEIN-FOSFATASAS DE TIPO 2C (PP2C)
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La fosforilacion reversible de proteinas es un mecanismo universal en la regulacion de la
mayoria de los procesos celulares y rutas de transduccion (Moorhead et al., 2009; Uhrig et
al., 2013). El proceso de fosforilacion y su complementario de desfosforilacion lo llevan a
cabo las protein-kinasas y las protein-fosfatasas, respectivamente, de manera coordinada y
supone un medio general para la transduccion de sefiales desde el exterior al interior
celular (Rodriguez, 1998).

Pese a que en un principio los estudios acerca de la fosforilacion se enfocaron en su papel
en la modificacion de la actividad enzimatica, se ha ido viendo que también desempefia un
papel fundamental en la localizacion de proteinas, su turnover y la generacion de sitios
especificos para la interaccion con otras proteinas (Cohen, 2000).

Resulta en primer lugar sorprendente el nUmero de genes dedicados en plantas a estos
procesos de sefializacion y regulacion: en arabidopsis se han identificado més de 1000
genes correspondientes a protein-kinasas (Wang et al., 2003), mientras que este nimero es
mucho menor en otros organismos como levadura (130), mosca (251), raton (561) o
humanos (518) (Bogre et al., 2003).

En cuanto a la abundancia de fosfatasas, en arabidopsis se han identificado 112 secuencias
correspondientes al dominio catalitico de estas enzimas (Kerk et al., 2002). Por el
contrario, se han identificado solo siete en levadura, diez en mosca, ocho en gusano y 15
en humanos. Como se puede ver, el nimero de kinasas supera en gran medida al de
fosfatasas, 1o que llevd a pensar que las primeras eran mucho mas especificas, aunque
actualmente esto parece no estar tan claro.

Clasificacion

Las protein-fosfatasas se dividen en dos clases principales segln los aminoacidos sobre los
que acttan: protein-tirosin-fosfatasas (PTPs) y protein-serin/treonin-fosfatasas.

Las PP2C pertenecen a este Gltimo, son enzimas monoméricas, que requieren Mn?*/Mg?*
para su funcionamiento, y no estan reguladas por subunidades o proteinas inhibidoras. Son
insensibles a acido okadaico y cantaridina.

Las PP2C son la familia mas amplia de fosfatasas en plantas, con 76 enzimas descritas en
Arabidopsis thaliana. Por el contrario, se han identificado s6lo 15 en humanos, 8 en
gusano, 10 en mosca y 7 en levaduras. Esto sugiere que estas fosfatasas tienen una
diversidad funcional mas amplia en plantas que en otros organismos eucariotas
(Schweighofer et al., 2004).

Todas ellas presentan 11 subdominios caracteristicos en el sitio catalitico (Bork et al.,
1996). Este puede aparecer situado bien en el extremo N-terminal o bien en el extremo C-
terminal, y contener extensiones implicadas en su regulacién, especificidad de sustrato y
localizacion subcelular (dominios MAPK, dominios bipartitos de localizacién nuclear,
dominios FHA (Fork-Head Associated domain) de interaccion con fosfoproteinas, regiones
ricas en serina o en lisina o dominios de unién a ATP/GTP (Schweighofer et al., 2004).
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Mediante estudios filogenéticos han sido agrupadas en 10 grupos (A-J), con 6 fosfatasas no
incluidas en ninguno de ellos (Schweighofer et al., 2004).

El grupo A engloba la mayoria de PP2Cs implicadas en la ruta sefializacion del &cido
abscisico (ABA), como ABI1, ABI2 (Gosti, et al., 1999; Merlot et al., 2001), HAB1,
HAB2 (Saez et al., 2004) y AtPP2CA (Sheen, 1998).

El grupo B se caracteriza por presentar homologia con MP2C, una PP2C de alfalfa que
regula la sefializacion de MAPK (Meskiene et al.,1998).

En cuanto al grupo C, en él se incluyen las fosfatasas 2C de tipo POL (POLTERGEIST),
implicadas en el desarrollo floral. EI gen POL es una fosfatasa con accion reguladora sobre
los receptores kinasa CLV1 (Yu, Miller et al., 2003).

5.1. Regulaciéon de PP2Cs

Pese a que las PP2Cs no tienen homologia de secuencia con otras fosfatasas, las
semejanzas en su estructura tridimensional indican un mecanismo catalitico semejante
(Das et al., 1996), debido posiblemente a mecanismos de convergencia evolutiva
(Schweighofer et al., 2004).

Como ya se ha mencionado, las PP2Cs son enzimas monoméricas, no reguladas mediante
proteinas inhibidoras o subunidades propias. Sin embargo, se ha propuesto que estas
enzimas pueden ser reguladas mediante interaccion con sustratos especificos u otros
componentes de las rutas sefializacion en las que estén implicadas. Asimismo, la actividad
de estas enzimas también puede regularse mediante regulacion de su expresion,
compartimentalizacion, protedlisis o segundos mensajeros (Schweighofer et al., 2004).

El balance redox celular también podria desempefiar un papel en la regulacion de las
PP2Cs. De hecho, se ha descrito la inactivacion reversible de ABI1 y ABI2 por peroxido
de hidrogeno in vitro, debido al parecer a la oxidacion de residuos de cisteina
fundamentales (Meinhard et al., 2002).

También se ha descrito la regulacion por medio del complejo Ca®*/calmodulina de la
fosfatasa PCaMPP de Physcomitrella patens (Takezawa, 2003).

Otro posible mecanismo de regulacion podria ser el llevado a cabo por mensajeros
lipidicos, ya que se ha demostrado que MP2C y ABI2 son muy sensibles a la presencia de
acidos grasos insaturados (Baudouin et al., 1999). Esto contribuye a la activacion de
MAPKSs, dado que la produccion de &cidos grasos libres aumenta en respuesta a heridas
mecénicas, asi como también lo hacen el Ca* y las propias MAPKS.

5.2. Funciones de las PP2Cs en eucariotas

En eucariotas, uno de los papeles principales de las PP2C es actuar como antagonistas en la
cascada de protein-kinasas de respuesta a estrés, desfosforilando las RLKs y MAPKK
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kinasas.

Uno de los procesos mas importantes en los que realizan su funcion es en la regulacion del
ciclo celular desfosforilando las kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) tanto en
levaduras como en humanos. La CDK de levadura, CDC28, se activa por fosforilacion en
el residuo Thrl61, siendo desfosforilada por la PP2C Ptc2p y Ptc3p, que la inactivan
(Cheng et al., 1999). En humanos, la PP2Ca y la PP2Cb2 desfosforilan la kinasa
Cdk2/Cdké. En ratones se ha descrito el efecto regulador de las PP2C en ciclo celular, ya
que una de ellas, FIN3, se expresa al final de G1 inhibiendo el paso de G1 a S (Guthridge
et al., 1997), habiéndose descrito fosfatasas similares en anfibios y mamiferos, lo cual
indicaria que es una funcién evolutivamente conservada (Menges et al., 2002).

5.3. Funciones de las PP2Cs en plantas
PP2Cs en respuesta a estrés abidtico

En plantas, las PP2C son componentes muy importantes de la transduccion de sefiales de
estrés.

Las PP2C del grupo A (PP2C-A) forman parte del complejo receptor del ABA como
elemento inhibidor de la respuesta, como se ha comentado en capitulos anteriores (Ruta
principal de la sefializacion de ABA).

Varios miembros de las PP2C-A regulan la sefializacion del ABA inducida por estrés
abiotico. ABIL y ABI2 son dos de las PP2C mas estudiadas y conocidas, se han
caracterizado como las principales fosfatasas en respuesta a estrés abiotico y durante el
desarrollo (Fuchs et al., 2013; Singh & Pandey, 2012). Los mutantes dominantes abil y
abi2 tienen un residuo de glicina sustituido por aspartato muy cerca del sitio de unién a
Mg®* de la proteina, reduciendo draméticamente la actividad de la proteina y provocando
fenotipos de insensibilidad a ABA, pérdida de dormicion, cierre estomatico irregular y
poca tolerancia a la desecacion (Leung et al., 1997). La mayoria de las PP2C-A se inducen
por ABA y estrés (Fujita et al., 2011). Su papel fundamental es el de regular la actividad
kinasa de SnRK2s (SnRK2.2, SnRK2.3 y SnRK2.6), que son reguladores positivos de la
ruta del ABA (Umezawa et al., 2009; Soon et al., 2012). También se ha descubierto que
las PP2C-A, ABI1 y PP2CA, regulan a SNRK1s en condiciones de estrés relacionado con
sacarosa por la ruta del ABA (Rodrigues et al., 2013). Esto indicaria que las PP2C-A
regulan respuestas a estrés inducidas por ABA en dos vias diferentes.

Las PP2Cs también regulan rutas de sefializacion de MAPKSs en plantas de forma similar a
como ocurre en mamiferos (Danquah et al., 2014), desactivandolas via desfosforilacion y
bloqueando asi la ruta de sefializacion aguas abajo (Smékalova et al., 2014). Por ejemplo,
MP2C (Medicago Truncatula Phosphatase 2C) controla la actividad de la MAPK inducida
por estrés (SIMK) desfosforilando el residuo pThr del motivo de activacion pTEpY.

PP2Cs en respuesta a estrés hioético
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Las PP2Cs también colaboran en la respuesta al ataque de patogenos. Uno de los
mecanismos de respuesta es el cierre estomatico en respuesta a patdgenos, que también
esta regulado por ABA (Zeng et al., 2011). Recientemente se ha descubierto que RCAR3 'y
PP2CA participan en la respuesta mediada por ABA a Pseudomonas syringae pv. Tomato
DC3000 (PstDC3000) (Li et al., 2014). Al inocular Pst DC3000, la expresion de RCAR3
desciende, mientras que la de PP2CA y otras PP2C como HABl1 y AHG1 aumentan
gradualmente desde las 12 a las 24 horas tras producirse la inoculacion. PP2CA
interacciona con RCAR3 y el nivel de sensibilidad al ABA de diversas lineas de mutantes
de pérdida y ganancia de funcion se puede correlacionar con con el cierre y apertura
estomatico en respuesta a Pst DC3000.

AP2C1, una de las pocas PP2Cs del grupo B bien caracterizada, regula respuestas a
patdégenos y a herida desfosforilando e inactivando a MAPK4 y MAPKS®6, conocidos
reguladores positivos de estas sefiales. La sobreexpresién de AP2C1 provoca una baja
actividad de MAPK, una baja respuesta a herida y bajos niveles de etileno (Schweighofer
et al., 2007). AP2C1 es por tanto, un regulador negativo de la sefializaciéon de MAPKs y
controla el nivel de defensa de la planta.

Otra fosfatasa, PIA1 (PP2C induced by AvrRpm1l), que pertenece al poco caracterizado
grupo F, también participa en la respuesta a Pst DC3000. Pial se induce en respuesta a
AvrRpm1 (efector bacteriano de tipo Ill) (Widjaja et al., 2010). La linea de pérdida de
funcion de PIAL es resistente a infecciones de Pst DC3000 pero no a otras cepas de
Pseduomonas syringae, Ademas, los niveles de etileno y &cido salicilico, fundamentales en
la respuesta a patdgenos, se encuentran drasticamente reducidos en la linea mutante. Todo
esto sugiere que PIAL participa en la respuesta a estrés y regula también la sintesis de
hormonas de respuesta a patégenos.

PP2Cs en funciones de desarrollo

Aunque las PP2Cs se asocian con procesos de estrés, hay varias que se han relacionado con
procesos de desarrollo, las méas conocidas son KAPP and POL (POLTERGEIST). Ambas
participan en la ruta de sefializaciéon de CLAVATAL (CLV1, un Receptor Like Kinase)
que regula el desarrollo floral en arabidopsis (Luan, 2003). KAPP, mediante su dominio
FHA (forkhead-associated domain), interacciona con CLV1. Por su parte, POL participa en
el proceso modulando la actividad del factor de transcripcion WUSCHEL (WUS), aunque
se han descrito efectos de POL de manera independiente a WUS (Yu et al., 2003).
Ademas, POL no s6lo esta implicado en desarrollo floral sino también en meristemo apical
y radicular, asi como en el desarrollo embrionario (Song & Clark, 2005; Wang et al.,
2007), participando en la division asimétrica de las células madre de los meristemos,
controlando tanto a WUS como a CLE40 (CLV3/ESR (endosperm surrounding region-
related 40)/WOX5 (WUSCHEL-related homeobox 5) (Gagne & Clark, 2010; Song et al.,
2008), que participan en la division asimétrica de células madre y en el mantenimiento de
su polaridad (Fuchs et al., 2013).
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Recientemente, se ha descubierto un nuevo mecanismo de accion de las PP2Cs del grupo
D (PP2Cs-D), hasta entonces no caracterizado, como intermediarios en desarrollo vegetal.
Spartz et al en 2014, describieron que PP2Cs-D interaccionaban con la proteina SAUR19
(SMALL AUXIN UP RNA 19), inducida por auxinas. SAUR19 aumenta la actividad de la
H*-ATPasa, localizada en la membrana plasmatica, promoviendo su fosforilacion en el
dominio autoinhibitorio que posee en la zona C terminal. La activacion de la H*-ATPasa
promueve la expansion celular al activar el flujo de protones hacia el apoplasto y facilita la
toma de solutos y agua. Las PP2Cs-D actian de forma contraria a SAUR, ya que
interaccionan desfosforilando e inactivando las H*-ATPasas. Consecuentemente, lineas
mutantes de pérdida de funcion de PP2C-D y plantas sobreexpresoras de SAUR19
muestran fenotipo de hipocotilos elongados, mientras que la sobreexpresion de PP2C-D
provoca hipocotilos reducidos y plantulas enanas. Asi pues, las PP2C-D son moduladoras
de la expansidn celular regulada por auxinas en el crecimiento vegetal.

Otra fosfatasa recientemente caracterizada es AtPP2CF1, perteneciente al desconocido
grupo E. AtPP2CF1 activa la proliferacion y expansion celular acelerando el desarrollo de
la inflorescencia, de manera que las lineas con sobreexpresion de AtPP2CF1 generan
niveles superiores de biomasa (Sugimoto et al., 2014).
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Durante mucho tiempo, la linea principal de investigacion de nuestro laboratorio ha sido
desentrafiar los procesos que subyacen en la transicion de dormicidn a germinacion de la
semilla de haya (Fagus sylvatica), centrandose en la importancia del balance ABA-GAs y
en los procesos de fosforilacién-desfosforilacion que lo regulan. Como resultado se
aislaron dos fosfatasas inducidas por ABA, FsPP2C1 (Lorenzo et al., 2001) y FsPP2C2
(Lorenzo et al., 2002). FsPP2C1 fue descrita como uno de los componentes de la ruta de
sefalizacion del ABA, actuando como regulador negativo, gracias al desarrollo de lineas
transgénicas que presentaron fenotipos de insensibilidad a la hormona (Gonzélez-Garcia et
al., 2003; Saavedra et al., 2010). Sin embargo, FSPP2C2 se describié como un regulador
positivo del ABA, ya que plantas de Arabidopsis thaliana transformadas con dicha
proteina bajo el control de un promotor constitutivo presentaron mayor sensibilidad a la
hormona que el ecotipo silvestre Col-0 (Reyes et al., 2006).

FsPP2C1 pertenece al cluster A de fosfatasas tipo 2C, del que también son miembros las
fosfatasas ABI1, HAB1 o PP2CA de arabidopsis (Schweighofer et al., 2004), y como tal,
es capaz de interaccionar con las proteinas PYR/PYL/RCAR, mas concretamente con
PYL8 y PYL7, interacciones descubiertas gracias a un escrutinio de doble hibrido en
levadura. El estudio posterior de PYL8 con lineas sobreexpresoras de esta proteina reveld
que era clave en la regulacion de la dormicion y la germinacién en Arabidopsis thaliana y
en las respuesta a estrés salino y osmético durante estos procesos (Saavedra et al., 2010).
Ademas, plantas capaces de sobreexpresar al mismo tiempo FsPP2C1 y PYL8 mostraron
fenotipos de sensibilidad al ABA similares a los mostrados por las plantas 35S:PYL8 y
lejos de los fenotipos de insensibilidad de las lineas 35S:FsPP2C1, sirviendo como
evidencia funcional de la interaccion y del papel antagénico que estas proteinas
desempefian en la sefializacién del ABA, ademas de demostrar que el mecanismo de
percepcion y transduccion de la sefial del ABA estad conservado en distintas especies
(Saavedra et al., 2010).

Por su parte, FSPP2C2 presenta un alto porcentaje de similitud con las fosfatasas del
cluster D de arabidopsis, sin embargo ningun estudio realizado hasta el comienzo de esta
Tesis Doctoral relacionaba a estas proteinas con la sefializacion o la respuesta al ABA, ni
se habian descrito proteinas interactoras.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo general fue proseguir con el estudio de
estas fosfatasas de haya, sus ortdlogos en arabidopsis y las proteinas con las que
interaccionan. A tal efecto se plantearon los siguientes objetivos:

1) Estudio del metabolismo de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y su relacion
con la sefializacién del ABA a nivel de percepcion (PP2Cs del cluster A y PYR/PYL/
RCAR), gracias al estudio de sus distintos mutantes, al analisis de la interaccién mediante
Y2H y la medicion de las actividades de varias enzimas relacionadas con el metabolismo
de ROS (Superoxido Dismutasa, Glutation Reductasa y Catalasa) durante la germinacion.
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2) Bulsqueda de proteinas interactoras de D-PP2Cs (FsPP2C2 y ortélogos de
Arabidopsis thaliana) mediante la técnica de doble hibrido en levadura (Y2H) y su
posterior confirmacion in planta mediante Complementacion Bimolecular Fluorescente
(BIFC).

3) Caracterizacién bioquimica in vitro de las interacciones, mediante el analisis de
la actividad fosfatasa de FsPP2C2, para determinar su funcionalidad como sustratos o
modificadores de la actividad protein-fosfatasas.

4) Caracterizacion fisioldgica de mutantes de pérdida de funcion de los ortologos de
FsPP2C2 en arabidopsis y molecular mediante analisis transcriptomico utilizando
microordenamientos de oligonucle6tidos del genoma completo de arabidopsis.
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1. MATERIALES
1.1 Material Vegetal

Para la realizacion del presente trabajo se ha empleado la planta modelo Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh ecotipo Columbia (Col-0) y Landsberg erecta (Ler-0) en los diversos
estudios fenotipicos y enzimaticos llevados a cabo.

Los ensayos de localizacion subcelular y complementacion bimolecular fluorescente
(BIFC) se realizaron en hojas de tabaco (Nicotiana benthamiana Domin).

Las diferentes lineas de ambas especies empleadas se recogen, junto con algunas de sus
caracteristicas, en la tabla M. 1.

Tabla M.1. Lineas vegetales empleadas en la realizacién de la presente memoria. Sul: sulfadiazina, Kan:
kanamicina, BASTA: glufosinato de amonio.

Especie (linea vegetal) Caracteristicas Referencia
A. thaliana

(Columbia 0, Col-0;

Landsberg erecta, Ler-0) Ecotipos silvestres Rédei, 1992

A. thaliana
(SALK 118712)

Insercién de ADN-T en
AT5G66080, Kan®

Alonso et al., 2003

(SAIL_171 HO3.v1)

AT3G51370, BASTAR

A. thaliana Inserciéon de ADN-T en
(GABI-Kat 330E08) AT4G38520, Sul? Kleinboelting et al., 2012
A. thaliana Inserciéon de ADN-T en

Sessions et al., 2002

A. thaliana 35S::FsPP2C1

35S::FsPP2C1, Kan", Insensible
a ABA

Gonzalez-Garcia et al., 2003

A.thaliana ein 2.5

Mutacién en AT5G03280,
Insensible a etileno

Guzman & Ecker., 1990

N. benthamiana

Ecotipo silvestre

Domin, 1921

N. benthamiana
(H2B::RFP)

Histona H2B marcada con
proteina roja fluorescente (RFP)

Martin et al., 2009

1.2 Microorganismos

La bacteria Escherichia coli (Castellani y Chalmers, 1919) se empled para la clonacion y
amplificacion rutinaria de fragmentos de ADN y vectores plasmidicos, asi como para la
obtencion de proteinas recombinantes.

La bacteria Agrobacterium tumefaciens (Sawada et al., 1993) se utiliz6 en los ensayos de
transformacion, transitoria en tabaco y estable en arabidopsis.

Los estudios de doble hibrido en levadura se llevaron a cabo en la especie Saccharomyces
cerevisiae (Hansen, 1883).

La tabla M.2 muestra las diferentes cepas de cada uno de los microorganismos utilizados.
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Tabla M.2. Microorganismos empleados, principales caracteristicas, uso y referencia de cada uno de ellos.

mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 nupG recA1
araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(Str?)
endA1 A

y subclonacion de
fragmentos de ADN en
células competentes

Microorganism | Caracteristicas Uso Referencia
0y cepa
E. coli F— ompT gal dcm lon Sobreexpresion de Studier y
BI21(DE3) hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl proteinas para su Moffatt, 1986
lacUV5-T7 gene 1indl purificacion
sam7 nin5])
E. coli DB3.1 F- gyrA462 endAl ginv44 Amplificacién de Bernard y
A(sr1-recA) mcrB mrr plasmidos que contienen Couturier, 1992;
hsdS20(rg, mg) arald el gen ccdB Miki et al., 1992
galK2 lacY1 proA2
rpsL20(SmF) xyl5 Aleu mtl1
E. coli DH5a F- endAl ginV44 thi-1 Amplificacion de vectores | Hanahan, 1983
recAl relAl gyrA96 deo” y subclonacion de
nupG ®80dlacZAM15 fragmentos de ADN en
A(lacZYA-argF)U169, células competentes
hsdR17(rK- mK+), A
E. coli F' {proAB+ laclq lacZAM15 Amplificacion de vectores | Life
OmniMAX2 Tn10(Tet") A(ccdAB)} mcrA | derivados de pDONR/Zeo | Technologies
A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
¢80(lacZ)AM15 A(lacZYA-
argF) U169 endAl recAl
SupE44 thi-1 gyrA96 relAl
tonA panD
E. coli TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS- Amplificacion de vectores | Life

Technologies

E. coli XL1-Blue

recAl endAl gyrA96thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac
[F" proAB lacl'ZAM15 Tn10
(Tet")]

Mutagénesis dirigida de
plasmidos

Stratagene

A. tumefaciens
C58C1

RifY, contiene el plasmido
binario pGV2260 cb®

Transformacioén
transitoria de N.
benthamiana y estable de
A. thaliana

Deblaere et al.,
1985

gal80A LYS2::GAL1-HIS3
GAL2-ADE2 met2::GAL7-
lacZ

S. cerevisiae MATa leu2 his3 trplade2 Busqueda de interactores | Baumgartner et
L40AGal4 GAL4 gal80 mediante doble hibrido al., 1999
(MATa) LYS2::(lexAop)4-HIS3 en levadura

URA3::(lexAop)s-lacZ
S. cerevisiae MATa trp1-901 leu2-3,112 Ensayos dirigidos de James et al.,
pJ694 (MATa) ura3-52 his3-200 ga14A doble hibrido en levadura | 1996

S. cerevisiae

MATa, ura3-52, his3-200,

Busqueda de interactores

Fromont-Racine

A512 gal80-A538 tyr1-501
ade5::hisG

Y187 (MATa) ade2-101, trp1-901, leu2-3, mediante doble hibrido etal., 1997
112, gal4A, met—, gal80A, en levadura
MEL1,URA3::GAL1UAS -
GAL1TATA-lacZz
S. cerevisiae MATa ura3-52 his3-200 Ensayos dirigidos de Liu et al., 1993
YM4271 ade2-101 lys2-801 ade5 doble hibrido en levadura
(MATa) trp1-901 leu2-3, 112 gal4-
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Los vectores empleados para la realizacion de las distintas construcciones y sus
caracteristicas mas relevantes se indican en la tabla M.3.

Tabla M.3. Vectores plasmidicos empleados, caracteristicas méas relevantes, uso y
referencia de los mismos. AD: dominio de activacion, Amp: ampicilina, BASTA:
glufosinato de amonio, BD: dominio de union a ADN, BIiFC: complementacion
bimolecular fluorescente, Cm: cloranfenicol, Euc: eucariota, Gm: gentamicina, GW:
tecnologia Gateway (Invitrogen™), His: histidina, Hyg: higromicina, Kan: kanamicina,
MBP: proteina de union a maltosa, MCS: sitio de clonacién multiple, Prc: procariota, Spt:
espectinomicina, YFP(C/N): proteina amarilla fluorescente (extremo carboxilo/amino),

Zeo: zeocina.
Resistencia/Auxotrofia/Ep
Plasmido itopos/Regiones de Uso Referencia
interés
Derivado de
Amp"® (Prc), Triptéfano Blsqueda de interactores | pBTM116
pB27 (Euc), MCS, LexA-BD en por doble hibrido en (Vojtek y
amino levadura Hollenberg,
1995)
. — —
PCRS®/GW/TO Spt _(Prc), GW, T|m|na§ Subclonacion de _ N
terminales para clonacion fragmentos de ADN en Invitrogen
PO® A
de productos de PCR células competentes
Amp~ (Prc), Cm" (Prc), Expresion y purificacion . N
PDESTLY GW, 6xHis en amino de proteinas en E. coli Invitrogen
Amp~ (Prc), Cm® (Prc), o
pDEST22 Tript6fano (Euc), GW, Gala- | ENSayos de doble hibrido | 400w
. dirigido en levadura
AD en amino
Gm" (Prc), Cm" (Prc), o
pPDEST32 Leucina (Euc), GW, Gala- | Ensayos de doble hibrido |\ o0
) dirigido en levadura
BD en amino
Subclonacion de
pDONR/Zeo Zeo" (Prc), Cm® (Prc), GW | fragmentos de ADN en Invitrogen™
células competentes
Kan" (Prc), Cm" (Prc),
EarlvGate203 BASTAR (Euc), GW, Transformacion de A. Earley et al.,
prarly promotor 35s, cMYC tag en | thaliana 2006
amino
Kan" (Prc), Cm" (Prc), iy Curtis y
pMDC163 Hng (Euc), GW, B- Trapsformauon de A. Grossniklaus,
. . thaliana
glucuronidasa en amino 2003
Kan" (Prc), Cm" (Prc), GW, | Ensayos de localizacion Curtis y
pMDC43 promotor 35s, GFP en subcelular mediante Grossniklaus,

extremo amino

fluorescencia.

2003
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AmpR (Prc), cm® (Prc),GW,

. . Expresion y purificacion Busso et al.,
PMGWA MBP en amino, 6xHis en de proteinas en E. coli 2005
carboxilo

R ; Blsqueda de interactores Derivado de

P6 Amp™ (Prc), Leucina (Euc), or doble hibrido en pGADGH
P MCS , GAL4-AD en amino P (Bartel et al.,

levadura
1993).

VEPCA3 Kan® (Prc), Cm® (Prc),GW, | Ensayos de BiFC en Derivado de

P YFPN en amino tabaco pMDC43
YEPN43 Kan® (Prc), Cm" (Prc), GW, | Ensayos de BiFC en Derivado de

P YFPC en amino tabaco pMDC43

1.4 Medios de cultivo
Medio Lysogeny Broth (LB, Bertani, 1951, 2004)
Empleado para el cultivo de E. coli y A. tumefaciens.

- Triptona 1 % p/v, extracto de levadura 0.5 % p/v, NaCl* 1 % p/v, agar bacterioldgico 1.5
% plv.

Ajustar a pH 7 con NaOH y autoclavar 20 min a 121 °C.

Cuando fue necesario se afiadio antibiotico al medio segln las concentraciones siguientes:
ampicilina 100 pg/ml, cloranfenicol 30 pg/ml, espectinomicina 100 pg/ml, gentamicina 30
pg/ml, kanamicina 50 pg/ml, rifampicina 50 pg/ml y zeocina* 50 pg/ml.

Algunos ensayos requirieron la adicién de hormonas vegetales, como pueden ser ABA,
IAA, GAs, etc. 0 compuestos quimicos como PAC, MV, ACC, etc. En tales casos el
compuesto se afiadi0 después de autoclavar a partir de una solucion esterilizada por
filtracion, la concentracion de cada uno de ellos se detalla en el ensayo correspondiente.

*Para la seleccion de E. coli con zeocina se emple6 LB bajo en sales (NaCl 0.5 % pl/v,
pH 7.5).

Medio Murashige & Skoog (MS, Murashige y Skoog, 1962)
Empleado para el cultivo in vitro de arabidopsis.

- MS comercial (con MES) 0.4905 % p/v, sacarosa 2 % p/v, agar bacteriologico* 0.6 %
p/v.

- Ajustar a pH 5.7 con KOH y autoclavar 20 min a 121 °C.

Las concentraciones de los antibioticos o herbicidas que se afiadieron al medio, segun los
requerimientos del ensayo, fueron las siguientes: BASTA (glufosinato de amonio)
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20 pg/ml, higromicina 40 pg/m (Phytagel™ al 0.3 % p/v como agente solidificante)l,
sulfadiazina 5.25 pug/ml y kanamicina 50 pg/ml.

MS Root growth
Utilizado en los ensayos cuantitativos de crecimiento de raiz.

- MS comercial (con MES) 0.23 % p/v, sacarosa 0.75 % p/v, agar bacterioldgico 1.5 %
piv.

-Ajustar a pH 5.8 con KOH y autoclavar 20 min a 121 °C.
YPD/YPDA-Broth (Yeast Extract Peptone Dextrose medium, Sambrook et al., 1989)
Empleado para el cultivo de S. cerevisiae.

- Peptona 2 % plv, extracto de levadura 1 % p/v, glucosa* 2 % p/v, agar bacterioldgico 1.8
% plv.

El medio YPDA consiste en medio YPD suplementado con adenina 0.004 % p/v.
-Ajustar a pH 5.8 con HCI y autoclavar 10 min a 121 °C.

*Anadida después de autoclavar a partir de una solucion esterilizada por filtracion.
NZY" Broth

Empleado para la transformacion de E. coli en la mutagénesis dirigida de plasmidos.

- NZ amina (caseina hidrolizada enziméaticamente) 1 % p/v, extracto de levadura 0.5 % pl/v,
NaCl 0.5 % p/v, MgCl,* 12.5 mM, MgSO,* 12.5 mM, glucosa 0.4 % p/v.

- Ajustar a pH 7.5 con NaOH y autoclavar 20 min a 121 °C.

*Afadido a partir de soluciones concentradas esterilizadas por filtracion antes de usar.

Medio Drop Out Base (DOB) con aminoacidos (CSM, Complete Supplement
Mixture)

Utilizado para la seleccion por auxotrofia de S. cerevisiae transformado y en los estudios
de doble hibrido en levadura. La mezcla de aminoacidos (CSM, MP Biomedical) se afiadié
en la proporcion indicada por el fabricante para cada uno de los "drop outs" especificos.

- DOB 2.7 % plv, mezcla especifica de aminoacidos CSM (-W 0.074 % pl/v; -L 0.069 %
p/v; -L-W 0.064 % plv; -H-L-W 0.062 % p/v), agar 1.8 % plv.
- Autoclavar 10 min a 121 °C.

1.5 Oligonucleétidos

En la tabla M.4 se detallan los oligonucledtidos empleados junto a su region de
anillamiento y su secuencia.
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Tabla M.4. Oligonuclettidos empleados, se especifica la finalidad, el amplicdn o region de anillamiento, la
orientacion (Sentido: S o Antisentido: A) y la secuencia de nucleétidos.

Amplicén o regién de

APD9 (AT5G66080)

Finalidad anillamiento Orientacion y secuencia 5°--3’
APD3 (At3g51370) (S) ATGTTATCAACGTTAATGAAACTC
(A) GGAGTATCTTAGATTTTCTTGGGG
APDG (At4g38520) (S) ATGCTATCTGGGTTGATGAATTTTC
(A) TCAGGAGGCGCCAGCAGCAG
(S) GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG
BRUTUS (A918290) (3 CC e G aCCACTTTGTACAAGARAGETGG
GTCTCAGGATGAGGTTGAAGCAGTCC
Clonacion BRUTUS SID (At3g18290) (S) CCTTTCCAGCATTCATTAAGCC
(A) GCGTCTGTTCCATGCACGAGTAGG
FSPP2C2 (AJ277744) (S) ATGTTTTCGGAGTTGATGAAC
(A) TTAGGTGCTGCCAACTTCCA
p2Kb::SAUR16 (S) GAAGGAGGCAAGAGTAACATGGG
(At4g38860) (A) TCTGATCATGGATGTTAGAGAGAG
SAURLG (At4g38860) (S) ATGGCGGTAAAGAGATCTTC
(A) CTCTCTATTATTTTCTCATCTG
APD3 (At3g51370) (S) TGTTTACACATCAGCTACTCC
(A) TGCATATATCATTCAGTTTCC
APD6 (Al4g38520) (S) TTCTGAAACATAACGTCTGGC
(A) CTAGTAGTACAAACAGAGTGG
Genotipado (S) AAAGGTCATCAAGGCCACAGG

(A) AGGAAGAGGACGACCACAGTG

LB-GABI (LB-GABI)

(S) ATATTGACCATCATACTCATTGC

LB-SAIL (LB-SAIL)

(S) GCTTCCTATTATATCTTCCCA

LB-SALK (LB-SALK)

(S) CTGTTGCCCGTCTCACTGGTG

Mutagénesis
dirigida

APD3 (At3g51370)

(S)
CTATGATGGCCATGACGGGCCTGAGACGT

(A)
ACGTCTCAGGCCCGTCATGGCCATCATAG

FSPP2C2 (AJ277744)

(S) ACGACGGGCATGAGGGCCCTGAGAC

(A) GTCTCAGGGCCCTCATGCCCGTCGT

Secuenciacion

"nosT"

(A) CATCGCAAGACCGGCAACAGG

BRUTUS (At3g18290)

(S) ACTTCTGTTAGCCAGCACTTG

(S) TAAATCGGATGTTGCTCTCG

(S) GGAAAGCTCATTGATTGCGA

(S) TGTGGGTCGTATAATCGGAA

(S) GCTTCGAGCTGCTTGTTGTG

(S) CATTTTCTGAAGAGCACGATG

(A) CCGGCTTTGCGTCCTTTGC

GAL4-AD (S) TATAACGCGTTTGGAATCACT
GAL4-BD (S) GACAGCATAGAATAAGTGCGAC
GFP (S) ATTACCTGTCCACACAATCTGCCC
GUS (A) CACCAACGCTGATCAATTCCAC
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M13F (S) TGTAAAACGACGGCCAGT
MBP (S) GCTTTCTGGTATGCCGTGCG
p2Kb::SAUR16 (S) GGGAAGCTCGAGATCGTGAGAC
(At4g38860) (A) GAGGCATGTGACAGTGTGGG
pDEST22/32 (A) AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC
pYFC43-YFP® (S) CCTGCTGGAGTTCGTGACC
PYFN43-YFP" (S) CGACGGCAACTACAAGACCCG
TOPO-F (S) GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC
TOPO-R (A) CGTTGCAACAAATTGATGAGCAATTA

2. TECNICAS
2.1 Manipulacién y cultivo de plantas

2.1.1 Esterilizacion, cultivo in vitro, crecimiento en tierra'y cruzamiento de
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Las semillas de Arabidopsis thaliana (L.) Heiynh se almacenaron en sobres de papel a una
temperatura de 20-22 °C.

Todas las semillas utilizadas para ensayos/cultivos in vitro se esterilizaron 5 min con una
solucion de hipoclorito sédico comercial al 75 % v/v y Triton X-100 al 0.01% v/v. Tras lo
cual se lavaron 3 veces con agua esteéril y se estratificaron 2-3 dias a 4 °C para eliminar la
dormicion. A continuacién se sembraron con ayuda de agarosa 0.15% p/v en placas de MS
suplementado segun los requerimientos del experimento y se cultivaron a 22 °C con un
fotoperiodo de 16 h de luz (80-100 pE/m2/s) y 8 h de oscuridad durante el tiempo
especificado segun los casos.

En los ensayos de germinacién no se utilizd6 medio MS, en su lugar las semillas se
sembraron sobre papel de filtro estéril y hmedo.

El cultivo en invernadero se realizd en un sustrato de tierra y vermiculita (3:1). A las 3-6
semanas las plantas se tutoraron para facilitar la recogida de las semillas.

Para obtener los cruces de arabidopsis se procedio a la polinizacion de flores emasculadas
antes de la antesis con polen maduro del parental masculino. En la generacion F2 se
analiz6 la segregacion mediante genotipado (PCR) de las distintas plantas y en la
generacion F3 se recomprobd por resistencia a antibidtico/herbicida los resultados
obtenidos de la F2.

2.1.2 Cultivo de Nicotiana benthamiana Domin

Las semillas de Nicotiana benthamiana Domin se conservaron en sobres de papel a
temperatura ambiente.
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Las semillas de tabaco fueron embebidas en agua y estratificadas 3 dias a 4 °C, tras lo cual
se sembraron directamente en tierra y se cultivaron en el invernadero hasta su uso o
recoleccion.

2.2 Manipulacion y cultivo de microorganismos

2.2.1 Preparacion y transformacion de células competentes de Escherichia
coli

Para la preparacion de células competentes de E. coli se sigui6 el protocolo establecido por
Lederberg y Cohen (1974), tras lo cual se afiadid glicerol hasta una concentracion del 20 %
v/v y se hicieron alicuotas de 50 pl que se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

La transformacion de células competentes con ADN plasmidico se realiz6 mediante
choque térmico (Sambrook et al., 1989).

E. coli se conservd a corto plazo en estrias a 4 °C mientras su conservacion a largo plazo
fue en LB-glicerol 20 % a -80 °C.

2.2.2 Preparacion y transformacion de células competentes de
Agrobacterium tumefaciens

La preparacion de células competentes de A. tumefaciens se llevo a cabo realizando un
preindculo a partir de una colonia individual en un volumen de 10 ml de LB-Rif y se dej6
crecer toda la noche a 28 °C con agitacion (200 rpm). Se inoculé un cultivo de 200 ml de
LB-Rif con el preindculo, cuando la DOgg fue de 0.7-0.9 se centrifugd el cultivo 5 min a
4000 rpm y 4 °C y se resuspendio el sedimento en 100 ml de TRIS-HCI 10 MM a pH 8 y
frio. Se centrifug6 de nuevo 5 min a 4000 rpm y 4 °C y se resuspendio el sedimento en 2
ml de LB-Glicerol 10 % v/v, se hicieron alicuotas de 200 pl que se congelaron en
nitrogeno liquido. La conservacion de estas alicuotas a -80 °C permite el almacenamiento
durante largos periodos de tiempo sin pérdidas significativas de viabilidad ni competencia.

La transformacion de A. tumefaciens se realizé de acuerdo con An et al. (1988).

La bacteria se conservé en estrias a 4 °C para periodos cortos de tiempo o LB-glicerol
20 % v/v a -80 °C para un almacenamiento prolongado.

2.2.3 Preparacion y transformacion de células competentes de
Saccharomyces cerevissiae

La transformacion de S. cerevisiae se realizd siguiendo un protocolo simplificado del
establecido por Schiestl y Gietz (1989). Se cultivaron 10-15 ml de levadura en YPDA a 28
°C con agitacion (250 rpm) durante una noche y se centrifugaron 0.5 ml de cultivo a 11000
rpm durante 5 s por cada transformacion a realizar. Se resuspendio en un volumen de
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acetato de litio 100 mM, se incubd 5 min a 40 °C, se centrifugd de nuevo y se resuspendio
en un volumen de acetato de litio 0.1 M, 34.3 % p/v PEG-4000, 143 pg/pl ssADN. Se
afiadieron 250 pg de la construccién, se agitd 1 min en vortex y se incubd 20 min a 42 °C.
Se dejo toda la noche a temperatura ambiente, se centrifugd y resuspendié en 0.2
volimenes de agua estéril antes de plaquear en medio selectivo. Se incubd a 28 °C hasta la
aparicion de colonias (24-48 h).

S. cerevisiae se conservd en YPD-glicerol 20 % v/v a -80 °C (periodos largos de tiempo) o
en estrias a 4 °C (periodos cortos de tiempo).

2.3 Manipulacion y anélisis de acidos nucleicos
2.3.1 Aislamiento, purificacion y analisis de ADN

El ADN de A. thaliana se obtuvo conforme al protocolo propuesto por Doyle y Doyle
(1990), con la salvedad del uso de acetato de litio en lugar de acetato de amonio.

El ADN plasmidico de E. coli se extrajo con el kit NucleoSpin® Plasmid de
MACHEREY-NAGEL de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El ADN plasmidico de Saccharomyces cerevissiae se purificé con el kit Zymoprep™
Yeast Plasmid Miniprep 1l (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Debido a la baja cantidad de ADN obtenido, para su estudio posterior fue necesaria la
amplificacion en E. coli.

La purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizd con el Kit
GENECLEAN® Turbo Kit de Qbiogene.

Todas las muestras fueron analizadas para comprobar su calidad y concentracion tanto en
gel de agarosa (agarosa 1 % p/v en tampon TBE, 1 pg/ml bromuro de etidio. Tampén de
Carga 10x: 50% v/v glicerol, 0.25 % p/v azul de bromofenol, TBE 10x. Resueltos a 80-100
V), como por espectrofotometria.

Todo el ADN aislado se almacen6 a -20 °C.

2.3.1 Aislamiento, purificacién y analisis de ARN

El ARN de A. thaliana se aisl6 con el método de TRI Reagent® (Ambion) segun sus
indicaciones. Cuando la aplicacion lo requirid, el ARN obtenido fue sometido a un paso
adicional de purificacion por columna (RNeasy Mini Kit de QIAGEN).

Todos los ARNs extraidos fueron comprobados y cuantificados en geles de agarosa
(agarosa 1 % p/v en tampon TBE, 1 pug/ml bromuro de etidio. Tampon de Carga 10x: 50%
v/v glicerol, 0.25 % p/v azul de bromofenol, TBE 10x. Resueltos a 80-100 V) y mediante
espectrofotometria

Las diferentes muestras de ARN se almacenaron a -80 °C.
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2.3.2 Amplificacion de fragmentos de ADN por PCR

Para la amplificacion de fragmentos de ADN se empleo la técnica de la PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) desarrollada por Mullis y Faloona (1987). Como ADN molde se
empled ADN gendémico o ADN copia (ADNCc) sintetizado a partir de ARN de arabidopsis.
Las condiciones de la PCR estuvieron determinadas por el fabricante de la enzima
empleada, Tag ADN Polymerase (Roche), utilizandose una temperatura de anillamiento
estandar de 55 °C y 29 ciclos de amplificacion.

Los oligonucle6tidos empleados se recogen en la tabla M.4.

2.3.4 Sintesis de ADN copia mediante RT-PCR

Para la obtencién del ADNCc se utiliz6 ARN de A. thaliana y el kit First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR (AMV, Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El ADNc obtenido se emple6 en la cuantificacién de la expresion génica (QRT-PCR),
como molde para la amplificacion de fragmentos de ADN para su clonacion en vectores de
entrada y para la comprobacion de la segregacion en lineas mutantes de insercion de
ADN-T.

2.3.5 Construccion de vectores plasmidicos

Para la realizacion de las diferentes construcciones empleadas en esta memoria se utilizd,
siempre que fue posible, la tecnologia GATEWAY (Life Technologies).

Para la obtencion de los vectores de entrada (pENTR) se emplearon 3 estrategias
diferentes:

- Kit PCR®8/GW/TOPO® TA Cloning (Invitrogen) para la ligacion de un producto
de PCR y un vector lineal (PCR®8), obteniendo los vectores de entrada de los CDSs de los
genes FsPP2C2, APD6, APD3 y SAUR16 a partir de ADNc sintetizado utilizando ARN de
arabidopsis, y el promotor de 2 K pgsb de SAUR16 a partir de ADN gendmico.

- Reaccion de recombinacion de un producto de PCR con un vector donor
(pDONR™/Ze0) para la obtencién de pENTR-BRUTUS, la recombinacion se realizo con
kit Gateway® BP Clonase® Il Enzyme mix (Invitrogen).

- Los vectores pENTR_FsPP2C2%¢ y pENTR_APD3®*'® se obtuvieron por
mutagénesis dirigida de los vectores pPENTR_FsPP2C2 y pENTR_APD3 gracias al kit
QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies).

Los vectores de expresion se generaron a partir de la recombinacién de los vectores de
entrada (pENTR) y los vectores de destino (pDEST) usando el kit Gateway® LR
Clonase® Enzyme mix (Invitrogen).
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Todas las ligaciones y recombinaciones se llevaron a cabo conforme a las instrucciones del
fabricante, los oligonucledtidos empleados para las amplificaciones de fragmentos de ADN
por PCR, los vectores empleados y las distintas cepas de E. coli utilizadas se muestran en
las tablas M.4, M.3 y M.2, respectivamente.

Todas las construcciones, tras su amplificacion y purificacion fueron comprobadas
mediante analisis de restriccidn y secuenciacion.

2.3.6 Digestién de ADN con enzimas de restriccién

El analisis de restriccion de los distintos vectores de entrada y de expresion se realizé con
endonucleasas de restriccion de tipo Il, de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Roche).

Las reacciones de restriccion se resolvieron en geles de agarosa al 0.8-1.2 % p/v en tampon
TBE, 1 pg/ml bromuro de etidio. Tampon de Carga 10x: 50 % glicerol v/v, 0.25 % p/v
azul de bromofenol, TBE 10x. Resueltos a 100 V.

2.3.7 Secuenciacién de ADN

La determinacion de la secuencia de nucledtidos de los diferentes vectores se llevd a cabo
en el servicio de secuenciacion de ADN de la Universidad de Salamanca, que emplea para
ello un secuenciador automatico capilar 3100 Genetic Analycer (Applied Biosystem). La
preparacion de las muestras por parte del usuario solo requiere del envio de 100-500 ng de
ADN vy 3.2 pmol de oligonucle6tido cebador en un volumen de 8 pl de agua estéril.

Los cebadores empleados se detallan en la tabla M.4.

2.3.8. Andlisis de la expresion génica
MICROARRAY (Microordenamientos de ADN)

En el estudio de la expresion génica por microarray se utilizaron plantas dias de
arabidopsis de 10 crecidas en medio MS agar en dia largo. Los ARNs se extrajeron de
plantas completas de acuerdo al apartado 2.3.1, procediéndose después a su purificacion
por columna (RNeasy Mini Kit de QIAGEN).

Previamente a la hibridacion de los arrays, se comprobo la integridad y pureza de los
ARNSs con el Bioanalyzer2100 disponible en la Unidad de Genémica del Centro Nacional
de Biotecnologia (CNB).

El marcaje del ARN con biotina y la hibridacién de los arrays (GeneChip Arabidopsis
ATH1 Genome Array de Affymetrix) se llevo a cabo el CNB, que cuenta con una Estacion
de fluidos 450 asi como con un Scanner 3000 7G para la captura de imégenes.
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Los resultados se suministraron mediante una carpeta del visualizador FIESTA (Oliveros,
2007) desarrollado en el CNB.

2.4 Transformacion de arabidopsis

Para la transformacion de A. thaliana Col-0 mediante inmersion floral (Clough y Bent,
1998) se emplearon plantas de 4-6 semanas de edad, sumergiéndose los meristemos
apicales en una suspension de A. tumefaciens con la construccion de interés en MS con
sacarosa 5 % p/v, BAP 11 ng/ml y Silwet L-77 0.02 % v/v. La seleccion de plantas
transformadas (T1) se hizo en MS con el antibidtico/herbicida correspondiente. En la
generacion T2 se contd la proporcion de plantas sensibles frente a resistentes para
determinar el nimero de inserciones (prueba estadistica Chi cuadrado) y en la generacion
T3 se seleccionaron las lineas homocigotas.

2.5 Transformacion transitoria de N. benthamiana: visualizacion de GFP y
BiFC

Para la visualizacion de proteinas fluorescentes en hojas de tabaco se utiliz la técnica de
agroinfiltracién segin se describe en Voinnet et al. (2003) y Santiago et al. (2009),
infiltrandose la suspensidn de A. tumefaciens a una DOgo de 0.5.

Para determinar la localizacion de las distintas proteinas estudiadas se opt6 por su fusion a
la proteina verde fluorescente (GFP, Shimomura et al., 1962) en amino con el vector
pMDCA43 (detalles en tabla M3, Curtis y Grossniklaus, 2003).

La complementacién bimolecular fluorescente (BiFC, Hu et al., 2002) se emple6 para la
confirmacion de la interaccién in planta de los positivos obtenidos mediante Y2H.
Ademas, gracias a ella, se pudo determinar la localizacion subcelular de la interaccion
entre las proteinas objeto de estudio. Las caracteristicas de los vectores empleados,
PYFPN/C (Curtis y Grossniklaus, 2003) se detallan en la tabla M3.

Las muestras de GFP y BiFC se analizaron en un microscopio confocal Leica TCS SP2,
que dispone de un laser de argdn y objetivos de 10, 20, 40 y 63 aumentos. Las
preparaciones con GFP se observaron empleando filtros de emision de 500-570 nm con
una fuente de excitacion de 488 nm. Las preparaciones con YFP se excitaron a 514 nm y se
registro la emision comprendida entre 520 y 580 nm. Las muestras con RFP se excitaron a
488 nm y se registro la emisién comprendida entre 600 y 670 nm.

2.6 Analisis de proteinas
2.6.1 Extraccion, purificacion y cuantificacion de proteinas
La extraccidon de proteinas vegetales para su analisis por western blot se realizd segun

Fernandez-Marcos et al. (2011).
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Para los ensayos enzimaticos, las proteinas de arabidopsis fueron extraidas segun Bailly et
al. (1996).

Las proteinas recombinantes fusionadas a MBP (pMGWA) y a colas de histidina
(pDEST17) fueron expresadas en E. coli y purificadas por la empresa Biomedal. Las
principales caracteristicas de los vectores estan recogidas en la tabla M.3. Dichas proteinas
se emplearon en los ensayos de actividad protein-fosfatasa in vitro.

La extraccion y purificacion de proteinas recombinantes con colas de histidina también se
Ilevo a cabo en el laboratorio de la Dra. M. Pagés (CRAG, Barcelona). Para ello, primero
se procedio a la induccion de la proteina recombinante y a la extraccion de proteinas
totales de E. coli. Se realiz6 un preinoculo de E. coli con la construccion de interés en 30
ml de LB con el que se inocul6 un cultivo de 0.5 L de LB con el antibiotico
correspondiente. Cuando la DOggo del cultivo fue de 0.6-0.9 se afiadié IPTG (0.4 mM) y se
incubd 5-6 h, tras lo cual se centrifugd a 8000 rpm 15 min y se resuspendié en 25 ml de
tampon de lisis (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 1 uM, PMSF 1mM, aprotinina
10 pg/ml, E-64 1 pg/ml, leupeptina 10 pg/ml y pepsatina 1 pg/ml, lisozima 1 mg/ml, pH
7.9). Se incub6 1 h en hielo agitando 3-4 veces, se afiadid triton X-100 0.001 % v/v y se
incubd 5 min en hielo. La suspension se sonico 2 veces durante 30 s (intervalos de 1 s a 35
W) y se centrifugd a 8000 rpm a 4 °C durante 45 min. Se recupero el sobrenadante y se
pasd 2 veces por una columna de NiSO4-Sepharosa previamente preparada seguin las
instrucciones del fabricante (GE Healthcare Life Sciences). Por ultimo, se eluyo la proteina
recombinante con concentraciones crecientes de imidazol, resolviéndose una alicuota de
cada concentracion en un gel de poliacrilamida para elegir la fraccion mas enriquecida en
la proteina recombinante a emplear en ensayos posteriores.

La cuantificacion de proteinas se realizd con el Bio-Rad Protein Assay basado en el
método de Bradford (Bradford, 1976).

2.6.2 Electroforesis monodimensional: SDS-PAGE

La electroforesis monodimensional se realizé segun Laemmli (1970). El gel concentrante
se realiz6 al 4 % y el separador al 10 % de acrilamida, con un grosor de 0.75-1 mm. Se
cargaron 40-100 ug de proteina por pocillo. La electroforesis se resolvid a 60 V hasta que
la muestra penetrd en el gel separador, momento en que el voltaje se aumenté a 100 V.

2.6.3 Inmunoblot (transferencia y deteccién)

La técnica western blot o inmunoblot (Renart et al., 1979) se llevo a cabo siguiendo estos
pasos:

- Transferencia de las proteinas del gel a una membrana de PVDF en un
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BIORAD). La disposicion del “sandwich™ de
transferencia desde el anodo al catodo fue la siguiente: 4 papeles Whatman embebidos en
300 mM Tris Base, 20% v/v metanol; 2 papeles Whatman embebidos en 25 mM Tris Base,
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20 % v/v metanol; membrana de PVDF previamente activada durante 5 min en metanol;
gel de poliacrilamida y 6 papeles Whatman embebidos en 40 mM &cido aminocaproico, 25
mM Tris Base, 20 % v/v metanol. La corriente aplicada durante 20 min tuvo una tension
méxima de 25 V y una intensidad constante de 2 A.

- En la deteccion se bloque6 la membrana durante 1 h con una solucion de
leche desnatada en polvo al 5% p/v en TBS con 0.1% v/v Tween-20 (TBS-T). Se incubd la
membrana en una solucion de leche desnatada en polvo al 1 % p/v en TBS-T con el
anticuerpo primario a la titulacion indicada por el fabricante durante 2-3 h a temperatura
ambiente. Se realizaron 3 lavados de 10 min con TBS-T. Se incubd la membrana en una
solucion de leche desnatada en polvo al 1% p/v en TBS-T con el anticuerpo secundario a
la titulacion indicada por el fabricante durante 1-2 h a temperatura ambiente. Se realizaron
2 lavados de 10 min con TBS-T y se mantuvo la membrana en TBS hasta realizar el
revelado con el kit Amersham™ ECL Select™ Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare Life Sciences) segun las instrucciones del fabricante y mediante el sistema de
deteccion LAS1000 (Fujifilm).

Los anticuerpos empleados fueron: anticuerpo primario anti-GFP (Living Colors® A.v.
Monoclonal Antibody JL-8, Clontech, dilucion de trabajo 1:1000) y anticuerpo secundario
anti-raton (Donkey antimouse immunoglobulines, HRP-conjugated, Amersham).

2.6.4 Fosforilacion in vitro de proteinas

La fosforilacion in vitro se llevd a cabo segun Vilela et al. (2013). Se emple6 1 pg de
6xHis-SAUR16 en cada reaccion y las protein-kinasas SnRK2, CK2 y AMPK.

La radioactividad se detectd utilizando un GE STORM 820 Phosphorimager (GE
Healthcare).

2.6.5 Ensayo de actividad protein-kinasa en gel (In Gel Kinase Assay)

El ensayo de actividad protein-kinasa en gel se llevo a cabo en el laboratorio de la Dra. M.
Pagés (CRAG, Barcelona) siguiendo los pasos propuestos en Vilela et al. (2013). El gel de
poliacrilamida se imbuy6 con 1 mg de 6xHis-SAUR16 y 50 ug de extracto proteico de
plantas de arabidopsis de 10 dias con distintos tratamientos hormonales (4 h en medio MS
liquido) fueron cargados por pocillo.

La radioactividad se detectd utilizando un GE STORM 820 Phosphorimager (GE
Healthcare).

2.6.6 Actividad protein-fosfatasa in vitro

Los ensayos de actividad protein-fosfatasa in vitro de proteinas se realizaron con el kit
Serine/Threonine Phosphatase Assay System (Promega) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se usaron 100 ng de proteina FsPP2C2 y 200-300 ng de proteina SAUR16
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purificadas de E. coli. La incubacion se realizo a 30°C con una duraciéon de 30 min. Los
resultados del ensayo se obtuvieron con un espectrofotémetro Multiskan GO a 600 nm
(Thermo Scientific).

2.6.7 Actividad enzimatica (SOD, GR y Catalasa)

Las medidas de actividad enzimatica se realizaron en el laboratorio de la Dra. Francoise
Corbineau (UPMC, Paris) segun las técnicas descritas en Bailly et al. (1996). Se emplearon
100 mg de semillas imbibidas de arabidopsis por tratamiento, y se midieron las actividades
superoxido dismutasa (SOD), glutation reductasa (GR) y catalasa.

2.7 Tincién histoquimica GUS (B-glucuronidasa)

La tincion GUS se realizd segun describieron Jefferson et al. (1987) con ligeras
modificaciones en la solucién de tefiido (50 mM tampon fosfato potésico pH 7.0,
0.05% Triton X-100, 1 mM KsFe(CN)s 1 mM K4Fe(CN)g, 0.05 % EDTA y 1 mg/ml X-

gluc).

La observacion de las muestras y la captura de imagenes se realiz6 en una lupa Leica
MZ16 FA dotada de un objetivo 1.0x apocromatico y una camara Leica DFC490.

2.8 Doble hibrido en levadura (yeast two hybrid, Y2H)

La busqueda de interactores de FsPP2C2 fue llevada a cabo por la empresa Hybrigenics
S.A. (http://mwww.hybrigenics.com/). Para ello, emplearon la regién codificante de
FsPP2C2 fusionada al dominio de unién (BD) a ADN de LexA en el vector pB27, derivado
de pBTM116 (Vojtek y Hollenberg, 1995), y se enfrentd a una genoteca de ADNc de A.
thaliana clonada en fase con el dominio de activacion (AD) de GAL4 en el vector pP6, que
deriva del pGADGH (Bartel et al., 1993).

La cepa de levadura L40AGal4 (MATa) se transformé con BD-FsPP2C2 y la genoteca se
introdujo en la cepa Y187 (MATa). Las interacciones se testaron por la aproximacion del
mating (Fromont-Racine et al., 1997).

Las interacciones se detectaron por auxotrofia, empleando el gen reportador HIS3, que
permite el crecimiento de la levadura en un medio sin histidina. Los diploides se testaron
en medio sin leucina ni triptofano (control positivo de mating), y en el mismo medio sin
histidina y concentraciones crecientes de 3-Aminotriazol (1, 5, 10 y 100 mM).

Para los ensayos de doble hibrido dirigido, llevados a cabo en el laboratorio, se clonaron
los CDSs de las proteinas en estudio en los vectores pDEST22 y pDEST32 (Life
Techonologies, tabla M.3), empledndose las cepas de S. cerevissiae pJ694 (MATa) y
YM4271 (MATa). El resto del proceso fue similar al expuesto anteriormente.
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2.9 Obtencion de iméagenes

Las imagenes de doble hibrido en levadura y placas de cultivo in vitro de arabidopsis se
obtuvieron con una camara Nikon DC90 con un objetivo 18-105 mm.

Las fotos de tejidos con actividad B-GUS se realizaron con una lupa Leica MZ16 FA
dotada de un objetivo 1.0x apocromatico y una cdmara Leica DFC490.

2.10 Herramientas informaticas y analisis estadisticos

Para la realizacion y redaccion de esta memoria se han empleado un amplio abanico de
herramientas de software. Entre ellas cabe destacar el paquete Microsoft Office
(procesador de texto, hoja de célculo...), Adobe Photoshop e ImageJ (editores graficos),
Geneious, Bioedit y MEGA (andlisis bioinformatico), R (software estadistica) y EndNote
(gestor bibliografico). Asi mismo, se han utilizado diversas bases de datos y herramientas
disponibles on line como: Bio-Analytic Resource (www.bar.utoronto.ca), Arabidopsis
Information Resource (TAIR, www.arabidopsis.org) y SIB Bioinformatic Resource Portal
(www.expasy.org). Para la comparacion estadistica de muestras se ha utilizado la T de
student de doble cola para la comparacion de una muestra problema con su control. El
analisis y comparacion de varias muestras con un control se ha llevado a cabo con el test
de Dunnet, cuando las condiciones de normalidad y homocedasticidad asi lo permitian, o el
test no paramétrico KrusKal cuando alguna de éstas condiciones no se cumplia (Crawley,
2007).
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