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1.- INTRODUCCION GENERAL.

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

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

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

conocidos.

2.- FORMACION DE LA SEMILLA.

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

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

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

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



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

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

3.- DORMICION DE SEMILLAS

3.1.- Concepto de dormicién.

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

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

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

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

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

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

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

3.2.- Tipos de dormicién

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

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

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

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

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

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



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

fisiologica del embrién (por ejemplBagus sylvatica).

3.4.- Factores genéticos que controlan la dormicion

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

cebada (Leymarie et al., 2008).

4.1.-Mecanismo de sefalizacion del ABA.

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

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

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

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

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

percibe hasta el interior del nucleo.

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

de Finkelstein et al., 2007).

4.2.- Percepcion del acido abscisico.

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

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

Control”) (Razem et al., 2006).

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

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



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

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

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

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

4.3.- Transduccion de la sefial.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4.4.- Regulacion transcripcional y post-transcripanal.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4.5.- Fosforilacion y desfosforilaciéon de proteinas

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

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

estreses.

4.5.1.- Proteina quinasas.

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

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

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

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

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

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

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

sefializacion del ABA como de la dormicion (Fujiieét 2007)

4.5.2.- Proteina fosfatasas.

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

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

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

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

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

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

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

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

Proteina fosfatasas tipo 2B.

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

calmodulina (Luan, 2003).

Proteina fosfatasas tipo 2C.

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

4.5.2.2.- Tirosina proteina fosfatasas.

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

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

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

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

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

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

I Dominio catalitico

I] Dominio SH2

© Fibronectina lll
@ vembrana plasmética

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

Receptores

Proteinas especificas de tirosina

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

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

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

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

5.1. Papel de los brasinoesteroides.

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

promueven la germinacion es diferente (Leubner-tz2001).

5.2. Papel del etileno.

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

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

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

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

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

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

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

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

GA

!
w M)
(GID1)
DELLA —» o _ .
1

Represion

}

Crecimiento vegetal

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

PL {PchB)?

ijl/ JL co;
K Acido salicilico  Piruvato /

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

Acido salicilico

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Estrés provocado por patégenos

l I - ABA

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

Tolerancia frente a
estrés abibtico

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

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

6.2.1.-Estrés producido por metales pesados.

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

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

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

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

6.2.2.- Estrés producido por choque térmico.

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

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

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

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

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

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

6.2.3.- Estrés osmotico y salino.

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

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

6.2.4.- Estrés oxidativo.

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

La principal evidencia de la presencia de estrédativo acompafiado de otros factores de estrés

26



Introduccion

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

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

ANTECEDENTESY OBJETIVOSDEL TRABAJO

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

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

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

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

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

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

relacionada con la dormicion de semillas.

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

sefializacion de esta hormona.

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

relacionado con la eliminacién de la dormicién dmilas.

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

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

resultados obtenidos y la discusion de los mismos.
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Materiales y Técnicas

1.- MATERIAL BIOLOGICO UTILIZADO.

1.1.- Semillas.

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

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

1.2.- Microorganismos.

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

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

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

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

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

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

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

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

Nael 134

A \/% Sspl 445 B

Soplagso SP122

Xmn 11994

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

Smat

GUS fusion junction:

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

EcoRI(1) —_—

2 micron
ori

Activation
Domain

Terminator

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

1.3 kb

"TADHI 2-micron ori

T
fompicillin

Negative Controls

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

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

TV pUCe URA3!

ampiciliin

Positive Controls

[TCYC1

N

[ pMyrmaps | belcer

MaFe A\ 69k L/

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

URA3

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

ampicillin

b

2micran el |

%y'//(:hc)mrrp}’emcc
ura3l™

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

2.- CONDICIONES DE GERMINACION Y CRECIMIENTO.

2.1.- Siembra de las semillas.

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

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

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

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

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

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

SEMILLA
ENTERA

PERICARPIO TESTA

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

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

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

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

2.3.- Tratamientos de imbibicién y germinacién utiizados.

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

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

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

3.1.- Crecimiento: condiciones y medios de cultivo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.2.- Conservacion de cepas.

Las cepas bacterianas se mantuvieron a corto plaptacas de agar a 4°C. La conservacion
a largo plazo de las cepas bacterianas y de leaashurhizo por congelacion rapida en nitrégeno
liquido de cultivos crecidos hasta la fase logaciantardia y suplementados con glicerol estéritehas
una concentracion final del 30% (v/v), en el casda$ cepas bacterianas, y hasta una concentracion

39



final del 15% (v/v) para las cepas de levaduras. &rtitubos se almacenaron a una temperatura de —
80°C, donde son viables durante varios afos.

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

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

3.3.1.- Preparacion de células competentes.

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

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

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

3.3.2.- Transformacion de células competentes

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

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

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

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

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

3.4.1.- Preparacion de células competentes.

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

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

3.4.1.1.- Evaluacion de las células competentes.

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

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

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

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

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

3.4.2.- Transformacion de células competentes.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

eficiencia de la contransformacion.

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

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

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

proteina.

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

guardaron a 4°C hasta su utilizacion.

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

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

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

4.- ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS.

4.1.- Extraccion y purificacion de DNA genémico.

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

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

4.2.- Extraccion y purificacion de DNA plasmidico.

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

4.3.- Extraccion y purificacion de RNA total.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4.5.- Cuantificacién de acidos nucleicos.

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

4.6.- Tratamiento y modificacion del DNA.

4.6.1.- Digestion del DNA con enzimas de restriccio

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

4.6.2.- Ligacion del DNA: T4 DNA ligasa.

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

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

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

4.6.3.- Obtencién de cDNA: Transcriptasa inversa.

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

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

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

4.6.4.- Otras enzimas modificadoras.

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

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

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

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

4.7.- Electroforesis de acidos nucleicos: separanide fragmentos.

4.7.1.- Geles de agarosa.

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

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

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

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

4.7.2.- Purificacion de fragmentos de DNA.

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

4.8.- Marcaje radiactivo del DNA.

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

4.9.- Transferencia e hibridacién de acidos nucleis.

4.9.1.- Southern blot.

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

4.9.2.- Northern blot.

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

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

4.9.3.- Hibridacion y autorradiografia.

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

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

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

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

4.10.1.- Técnica de PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) siearppra amplificar clones o fragmentos
de cDNA comprendidos entre dos regiones de seaetmnocida. Para ello se precisan dos
oligonucleotidos de diferente secuencia y compleaarars al extremo 3’ de cada una de las hebras del
DNA molde.
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La mezcla de amplificacion, para un volumen firall®0 ul, contenia DNA molde (<1 pg),
100 pmol de cada uno de los oligonucledtidos (denyi antisentido), dNTPs 200 pM, tampon de la
polimerasa 1x (Tris-HCI 10 mM, pH 8.3, KCI 50 mM gial, 1.5 mM) y Taq polimerasa 2.5-5 U. En
muchas ocasiones se emple6 DMSO al 5% para auntemtspecificidad de la reaccion.

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

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

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

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

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

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

4.11.- Secuenciacion del DNA.

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

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

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

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

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

4.12.1.- Disefio de oligos.

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

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

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

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

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

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

Posteriormente el cDNA se amplificé durante 2508¢©4°C, 10 min, 94°C, 30 seg, 68°C, 30
seg, 72°C, 2 min, y finalmente se terminé la reatea 72°C durante 10 min. 10 pl del producto de
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PCR obtenido se utilizaron como molde para unarsgueaccion de PCR, afiadiendo los mismos
componentes que anteriormente y repitiendo las asstondiciones de amplificacion. Finalmente, se

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

4.13.- Utilizacién de una genoteca de cDNA.

4.13.1.- Caracteristicas de la genoteca de cDNA.

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

4.13.2.- Busqueda de clones completos en la genatec

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

4.13.3.- Escisiénn vivo.

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

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

5.- INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA. DOBLE HiBRIDO.

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

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

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

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

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

/ | | | \

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

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

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

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

5.1.1.- Excisiéon dehACT.

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

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

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

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

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

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

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

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

5.1.3.- Ensayo de doble hibrido.

Antes de iniciar los ensayos de doble hibrido, @mpobd que la proteina cebo en el
plasmido pAS1 era incapaz de activar de forma auménel gen marcador (HIS3). Para ello se prob6
el crecimiento de la cepa Y190 en diferentes canaeiones de 3-aminotriazol (3-AT). Se sembraron
colonias de la cepa Y190 que contenian la constniggAS1FsGASA4y las que llevaban el vector
vacio