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Resumen

El acido abscisico (ABA) es una fitohormona implicada en el control de procesos
vegetales esenciales, principalmente el desarrollo de la semilla asi como la respuesta de las
plantas a diferentes estreses ambientales, particularmente frio, sequia y salinidad. En el
presente trabajo se ha realizado la busqueda en colecciones de Arabidopsis thaliana
mutagenizadas con T-DNA de mutantes capaces de germinar en condiciones de alta sal
(NaCl), identificandose tres loci mutantes, inicialmente denominados srel, sre2 y sre3 (“salt
resistant”). Los mutantes sre, ademas de su capacidad para germinar y establecer plantula en
condiciones de estrés osmoético, mostraban una germinacion resistente a paclobutrazol,
latencia muy reducida, mayor transpiracion y niveles de ABA en hojas de roseta
significativamente menores que plantas silvestres. El analisis de complementacion revelo
que los mutantes srel eran alélicos al mutante aba2-1, los mutante sre2 eran alélicos al
mutante aao3-1 y el mutante sre3 era alélico al mutante abal-5. Asi, el ABA bloquea la
germinacion y el establecimiento de la plantula en condiciones de bajo potencial hidrico, por
lo que mutantes capaces de germinar en condiciones de estrés osmotico representan
frecuentemente mutantes defectivos en la biosintesis de ABA.

Mediante una combinacion de las estrategias de mapeo posicional y gen candidato se
llevo a cabo la identificacion del gen ABA2 y de las mutaciones srel-1/aba2-11 'y srel-
2/aba2-12. El gen ABA2 (At1g52340) codifica una alcohol deshidrogenasa de cadena corta
dependiente de NAD" (SDR). La mutacién srel-1/aba2-11 es debida a una delecion de 53 pb
que también supone un cambio en la pauta de lectura, generando un alelo nulo de ABA2. La
mutacion srel-2/aba2-12 conduce a la sustitucion Gly28Arg, afectando al sitio de union del
coenzima. Mediante un analisis HPLC-MS se ha demostrado que la proteina recombinante
ABA2 cataliza la conversion de xantoxina en aldehido abscisico en una reaccion dependiente
de NAD". Los resultados obtenidos en el presente trabajo establecen inequivocamente que la
conversion de xantoxina en aldehido abscisico representa el penultimo paso de la ruta de
biosintesis de ABA y que este es catalizado por el producto génico del gen ABA2
(At1g52340).

El ultimo paso de la ruta de biosintesis de ABA es la conversion de aldehido abscisico
en acido abscisico. Este paso esta catalizado en Arabidopsis por el producto génico del gen
AAO3. Los mutantes sre2-1/aao3-2'y sre2-2/aao3-3, igual que el mutante aao3-1, muestran
una reduccion en los niveles de ABA en hojas de roseta y una mayor transpiracion que las
plantas silvestres. Ademas, y contrariamente el mutante aao3-I, muestran un fenotipo de
osmotolerancia en germinacion y establecimiento de plantula, germinacion resistente a
paclobutrazol, latencia reducida y poseen una reduccion del 65% en los niveles de ABA en
semillas. La caracterizacion molecular de la mutacion sre2-1/aao3-2 revela una insercion de
T-DNA que elimina la transcripcion del gen AAO3, constituyendo por tanto un alelo nulo.
La secuenciacion del gen AAO3 en el mutante sre2-2/aao3-3 revela una delecion de tres
nucleotidos y varias mutaciones de cambio de sentido. La evidencia genética y bioquimica
resultante del anélisis de los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aaao3-3 indica que lesiones en
el gen AAO3 conducen a niveles reducidos de ABA y fenotipos caracteristicos en semillas.
Por consiguiente, queda demostrado que el gen AAO3 desempeia un papel crucial en la
biosintesis de ABA en semillas.
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Resum

L’acid abscisic (ABA) ¢és una fitohormona que ha estat implicada en el control de
processos vegetals essencials, principalment en el desenvolupament de la llavor aixi com en
la resposta de les plantes a diferents estressos ambientals, particularment fred, sequera i
salinitat. En el present treball de tesi doctoral s’ha fet la recerca en coleccions d’Arabidopsis
thaliana mutagenizades amb T-DNA de mutants capagos de germinar en condicions
d’elevada sal (NaCl), identificant-se tres /oci mutants, inicialment denominats srel,sre2 i
sre3 (“salt resistant”). Els mutants sre, a més de la seva capacitat per a germinar i establir
plantula en condicions d’estrés osmotic, mostraven una germinacio resistent a paclobutrazol,
laténcia molt reduida, major transpiracio i nivells d’ABA en fulles de roseta
significativament menors que les plantes silvestres. L analisi de complementacié va mostrar
que els mutants srel eren al-lélics al mutant aba2-1, els mutants sre2 eren al-lélics al mutant
aao3-1 1 el mutant sre3 era al-l¢lic al mutant abal-5. Aixi, I’ABA bloqueja la germinaci6 i
I’establiment de la plantula en condicions de baix potencial hidric, i aleshores mutants
capagos de germinar en condicions d’estrés osmotic representen normalment mutants amb
defectes en la biosintesi d"ABA.

Mitjancant una combinacié de les estratégies de mapeig posicional i gen
candidat s'ha realitzat la identificacio del gen ABA2 y de les mutacions srel-1/aba2-
11y srel-2/aba2-12.El gen ABA2 (At1g52340) codifica una alcohol deshidrogenasa de
cadena curta dependent de NAD™ (SDR). La mutaci6 srel-1/aba2-11 es deguda a una
deleci6 de 53 pb que també suposa un camvi en la pauta de lectura, generant un al-lel nul de
ABA2. La mutacidé srel-2/aba2-12 produeix a la substitucid6 Gly28Arg, afectant al lloc
dunié del coenzima. Mitjancant un analisi HPLC-MS s’ha demostrat que la proteina
recombinant ABA2 catalitza la conversi6 de xantoxina en aldehid abscisic en una reaccio
dependent de NAD". Els resultats obtinguts en el present treball estableixen inequivocament
que la conversio de xantoxina en aldehid abscisic representa el penultim pas de la ruta de
biosintesi d"ABA i que esta catalitzat pel producte geénic del gen ABA2 (Atl1g52340).

L ultim pas de la ruta de biosintesi d’ABA ¢és la conversié de 1'aldehid abscisic en
acid abscisic. Aquest pas esta catalitzat en A. thaliana pel producte génic del gen AAO3. Els
mutants sre2-1/aao3-2 'y sre2-2/aao3-3, igual que el mutant aao3-1, mostraven una reduccio
en els nivells d"ABA en fulles de roseta i una major transpiracié que las plantes silvestres. A
més, 1 contrariament al mutant aao3-1, mostraven un fenotip de osmotolerancia en
germinacio i establiment de plantula, germinaci6 resistent a paclobutrazol, laténcia reduida i
posseeixen una reduccid del 65% en els nivells d’ABA en llavors. La caracteritzacio
molecular de la mutacié sre2-1/aao3-2 revela una inserci6 de T-DNA que elimina la
transcripci6 del gen AAO3, constituint por tant un al-lel nul. La secuenciacio del gen AAO3
en el mutant sre2-2/aao3-3 va revelar una delecié de tres nucleotids i varies mutacions de
canvi de sentit. L"evidencia genética i bioquimica resultant de 1'analisi dels mutants sre2-
1l/aao3-2 i sre2-2/aaao3-3 indica que lesions en el gen AAO3 condueixen a nivells reduits
d"ABA i fenotips caracteristics en llavors. Aleshores, queda demostrat que el gen AAO3
poseeix un paper crucial en la biosintesi d"ABA en llavors.
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Abstract

Mutants able to germinate and perform early growth in medium containing a high
NaCl concentration were identified and named salt resistant (sre). The sre mutants also were
able to germinate in high-osmoticum medium, indicating that they are osmotolerant in a
germination assay. Complementation analyses revealed that srel-1 and srel-2 were alleles of
the abscisic acid (ABA) biosynthesis ABA2 gene. A map-based cloning strategy allowed the
identification of the ABA2 gene and molecular characterization of the new aba? alleles. The
ABA2 gene product belongs to the family of short-chain dehydrogenases/reductases, which
are known to be NAD- or NADP-dependent oxidoreductases. Recombinant ABA2 protein
produced in Escherichia coli exhibits a K, value for xanthoxin of 19 pM and catalyzes in a
NAD-dependent manner the conversion of xanthoxin to abscisic aldehyde, as determined by
HPLC-mass spectrometry. The ABA2 mRNA is expressed constitutively in all plant organs
examined and is not upregulated in response to osmotic stress. The results of this work are
discussed in the context of previous genetic and biochemical evidence regarding ABA
biosynthesis, confirming the xanthoxin-->abscisic aldehyde-->ABA transition as the last
steps of the major ABA biosynthetic pathway.

The abscisic aldehyde oxidase 3 (AAO3) gene product of A. thaliana catalyzes the
final step in abscisic acid (ABA) biosynthesis. An aao3-1 mutant in a Landsberg erecta
genetic background exhibited a wilty phenotype in rosette leaves, whereas seed dormancy
was not affected (Seo et al., 2000a). Therefore, it was speculated that a different aldehyde
oxidase would be the major contributor to ABA biosynthesis in seeds (Seo et al., 2000a).
Through a screening based on germination under high-salt concentration, we isolated two
mutants in a Columbia genetic background, initially named sre2-1 and sre2-2.
Complementation tests with different ABA-deficient mutants indicated that sre2-1 and sre2-
2 mutants were allelic to aao3-1, and therefore they were renamed as aao3-2 and aao3-3,
respectively. Indeed, molecular characterization of the aao3-2 mutant revealed a T-DNA
insertional mutation that abolished the transcription of AAO3 gene, while sequence analysis
of AAO3 in aao3-3 mutant revealed a deletion of three nucleotides and several missense
mutations. Physiological characterization of aao3-2 and aao3-3 mutants revealed a wilty
phenotype and osmotolerance in germination assays. In contrast to aao3-1, both aao3-2 and
aao3-3 mutants showed a reduced dormancy. Accordingly, ABA levels were reduced in dry
seeds and rosette leaves of both aao3-2 and aao3-3. Taken together, these results indicate
that AAO3 gene product plays a major role in seed ABA biosynthesis.
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aa
AAQO3
ABA
ABF
ABRC
ABRE
AcH
AcK
AcNa

AO
APS
BAC
BCIP
BLAST
BrEt
BRs
BSA
CaMV
CAPS
cDNA
CTAB
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DMAPP
DNA
DTT
dTTP
DXP
DXS
EDTA
GA
GGPP
GGPS
GTP
HPLC
PP
IPTG
kb

LB
LYC-B
MAE
MCSU
MEP
MES

ABREVIATURAS

aminoacidos

aldehido abscisico oxidasa 3

acido abscisico

factor de union al elemento ABRE
Arabidopsis Biological Resource Center
elemento de respuesta a ABA

acido acético glacial

acetato potasico

acetato sodico

absorbancia a n nm

aldehido oxidasa

persulfato amonico

cromosoma artificial de bacterias
5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato, sal de toluidina
Basic Local Alignment Search Tool
bromuro de etidio

brasinoesteroides

y-globulina bovina

virus del mosaico de la coliflor

Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
DNA complementario

bromuro de cetil trimetilamonio
desoxiadenina trifosfato

desoxicitosina trifosfato

dietil pirocarbonato

desoxiguanina trifosfato

dimetilalil difosfato

acido desoxirribonucleico

ditiotreitol

desoxitimidina trifosfato
1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato
1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa

acido etilen-diamin-tetra acético

giberelina

geranilgeranil difosfato

geranilgeranil difosfato sintasa

guanosina trifosfato

cromatografia en fase liquida de alta resolucion
isopentenil difosfato

isopropil B-D-tiogalactopirandsido

kilo par de bases

medio de cultivo de bacterias Luria-Bertrani
Licopeno B-ciclasa

20 mM MOPS, 5 mM AcNa, 1| mM EDTA, llevado a pH 7 con NaOH
sulfurasa del cofactor MoCo
2-C-metileritritol-4-fosfato

acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico
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MoCo cofactor de molibdeno

MOPS acido 2-(N-morfolino)propanosulfénico

mRNA RNA mensajero

MS medio de cultivo de plantas de Murashige y Skoog

NAD" nicotinamida adenina dinucledtido (forma oxidada)
NADH nicotinamida adenina dinucleétido (forma reducida)
NADP" nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (forma oxidada)
NADPH nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (forma reducida)
NBT cloruro de tetrazolio nitroazul

NCED 9-cis epoxicarotenoide dioxigenasa

ORF pauta abierta de lectura

p/v peso/volumen

pb pares de bases

PCI fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, en proporcion 25:24:1
PCR reaccion en cadena de la polimerasa

PDS fitoeno desaturasa

PSY fitoeno sintasa

PVP polivinilpirrolidona

RNA acido ribonucleico

ROS especies reactivas de oxigeno

rpm revoluciones por minuto

RT-PCR transcripcion reversa acoplada a PCR

SDR alcohol deshidrogenasas/reductasas de cadena corta

SDS dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE electroforesis en geles de SDS-PA

SSC tampon salino de citrato s6dico

TAE 40 mM Tris base, 20 mM acido acético, 2 mM EDTA
TBE 45 mM Tris base, 45 mM acido boérico, 1 mM EDTA

TBS 150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7,6

TCES 0.2 M Tris, 0.2 M NaCl, 50 mM EDTA, 2% SDS, pH 8.0 con HCl
T-DNA DNA transferido

TE 10 mM Tris, | mM EDTA, ajustado a pH 8 con HCI
TEMED N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina

viv volumen/volumen

VDE violaxantina deepoxidasa

DS C-caroteno desaturasa

ZEP zeaxantina epoxidasa
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1. Introduccion.

1.1. Naturaleza bioquimica del 4cido abscisico (ABA).

En los afios 60, Addicott y colaboradores (Davis, California) aislaron dos
compuestos que pensaron jugaban un papel muy importante en la abscision de los
frutos del algodén y que denominaron como “abscisin I y “abscisin II”. Al mismo
tiempo en Gales, Wareing y colaboradores estudiando la latencia de los brotes de
plantas encontraron una fraccion que posiblemente contenia una hormona o factor
que causaba la latencia y que denominaron “dormidina”. La comparacién posterior
de los espectros de infrarrojos de los dos compuestos determinaron que ambos eran
el mismo compuesto, y por consenso se denomind a este compuesto como acido
abscisico (ABA) (Addicott, F. T. et al., 1968).

El ABA se encuentra ampliamente distribuido tanto en las plantas superiores
como en las inferiores. En las plantas superiores se encuentra en todos los tejidos
vegetales, con unos niveles ampliamente influidos por las condiciones ambientales.
También encontramos ABA en algunos hongos fitopatogénicos, algas y
cianobacterias (Walton, D. C. and Li, Y., 1995; Leung, J. and Giraudat, J., 1998;
Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002). El ABA es un sesquiterpenoide
(Ci5H2004) con un grupo carboxilo (pKa=4,8), siendo por tanto un &cido orgénico
débil. Posee un carbono asimétrico y Opticamente activo en posicion C-1" (Figura
1.1.). El enantiomero natural es la forma S-(+)-ABA, mientras que la forma R-(-)-
ABA no se produce de forma natural, aunque se ha postulado que podria llegar a
producirse como un posible producto de racemizacion via el catabolito ABA-trans-
diol (Vaughan, G. T. and Milborrow, B. V., 1988). Incluso se ha postulado que
podria tener alguna funcidén bioldgica puesto que se han aislado mutantes con
respuesta estereoselectiva a la forma R-(-)-ABA (Nambara, E. et al., 2002). La
cadena lateral del ABA es por definiciéon 2-cis,4-trans, siendo bioldgicamente

inactiva la isoforma con la cadena lateral 2-trans,4-trans.
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S-(+)-ABA R-(-)-ABA

Figura 1.1. Estructura quimica de los enantidémeros del acido abscisico. La forma natural y
hormonalmente activa es el enantiomero S-(+)-ABA mientras que el enantiomero R-(-)-ABA no es
natural. Se incluye la numeracion de los carbonos de ambos enantiomeros y se destaca el carbono
opticamente activo C1’. La cadena lateral de ambos enantidomeros es 2-cis,4-trans.

1.2. Efectos fisiologicos del ABA.

El 4cido abscisico juega un papel regulador basico durante el complejo ciclo de
vida de una planta. Durante el desarrollo vegetativo, el ABA posee un papel crucial
en la respuesta de la planta frente a varios estreses ambientales capaces de causar
estrés hidrico. En la respuesta al estrés hidrico dos son las funciones principales, la
induccion del cierre de los estomas para reducir la pérdida de agua debida a la
transpiracion y la sintesis de diversos grupos de genes de respuesta a estrés. En
cambio, durante la maduracion de la semilla promueve la acumulacion de sustancias
de reserva, la adquisicion de la tolerancia a la desecacion, induce el inicio de la
latencia e inhibe la germinacion de la semilla (Zeevaart, J. A. and Creelman, R. A.,
1988; Rock, C. D. and Zeevaart, J. A., 1993; Walton, D. C. and Li, Y., 1995; Leung,
J. and Giraudat, J., 1998). Tradicionalmente se ha considerado al ABA como un
inhibidor del crecimiento de las plantas en respuesta a estrés puesto que en
condiciones de estrés severo es capaz de inhibir totalmente el crecimiento de la
planta (Zeevaart, J. A. and Creelman, R. A., 1988; Leung, J. and Giraudat, J., 1998).
Sin embargo, se ha mostrado que el ABA es necesario para mantener el crecimiento
de las raices en condiciones de estrés moderado (Creelman, R. A. et al., 1990; Sharp,
R. E. and LeNoble, M. E., 2002) y diversas evidencias indican que el ABA poseeria
un papel como regulador positivo del crecimiento de la planta en condiciones sin
estrés (Cheng, W. H. et al., 2002; Sharp, R. E. and LeNoble, M. E., 2002; LeNoble,
M. E. et al., 2004).
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El control o la influencia ejercido por el ABA en los procesos mencionados
anteriormente depende de los niveles de la hormona activa. Estos niveles son
modulados principalmente por la relacién entre la velocidad de biosintesis y
degradacion, aunque también hay que considerar los niveles de la hormona

necesarios para cada funcion.

Desarrollo y establecimiento de la semilla.

Las semillas han sido disefiadas para permitir al embriéon maduro su
supervivencia hasta que se establezca como una nueva plantula, siendo de este modo
la formacion de las semillas un paso crucial en el ciclo vital de las plantas superiores.
La primera parte del desarrollo de la semilla incluye el desarrollo y crecimiento del
embrion, acabando cuando finalizan las divisiones celulares y se inicia el crecimiento
por alargamiento de las células (Raz, V. et al., 2001). Una vez desarrollado el
embrion, tiene lugar la fase de maduracion de la semilla en la que se llevan a cabo
una serie de procesos fisioldgicos encaminados a permitir la supervivencia del
mismo. Estos incluyen la acumulacion de sustancias de reservas, la detencion del
desarrollo y crecimiento de los tejidos del embrion, la induccidn de la latencia de la
semilla y la adquisicién de la tolerancia a la desecacion. Semillas de mutantes
deficientes en ABA muestran viviparismo, el embriéon germina sin haber completado
el desarrollo de la semilla, y reducida latencia, son capaces de germinar

inmediatamente al final del desarrollo de la semilla.

Germinacion de la semilla y establecimiento de plantula

La importante decision de la germinacién de la semilla esta controlado por
varias hormonas (ABA, giberelinas (GAs), etileno y brasinoesteroides (BRs)) y por
factores ambientales. Acabado el desarrollo normal de la semilla, el desarrollo y
crecimiento del embrion se encuentra detenido y la semilla en estado de latencia.
Estos procesos se revierten durante la germinacion, la cual ocurre cuando se dan las
condiciones ambientales adecuadas y la semilla seca se embebe de agua (revisado en
Bentsink, L. and Koornneef, M., 2003). El mantenimiento o rotura de la latencia de
las semillas de las plantas superiores estd controlada tanto por factores ambientales

(luz, temperatura y tiempo de almacenamiento) como por factores genéticos. El ABA
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endogeno producido durante la formacion de la semilla es esencial para el inicio y el
mantenimiento de la latencia de la semilla, aunque no se sabe si los bajos niveles de
ABA presentes en la semilla madura interviene en la regulacion de la germinacion
(Bentsink, L. and Koornneef, M., 2003).

La germinacion de la semilla comprende una serie de procesos que se inician
con su imbibicién en agua y culminan con la emergencia de la plantula. La absorcion
de agua por la semilla desencadena una serie de cambios metabdlicos, por ejemplo la
movilizacion de las reservas de la semilla, regulados entre otros factores por ABA.
Asi, mutantes deficientes en giberelinas son incapaces de germinar sin la aplicacion
de giberelina exogena (Koornneef, M. and van der Veen, J. H., 1980), indicando que
es necesaria la sintesis de novo de GA durante la imbibicion de la semilla para que
esta supere el estado de latencia inducido por ABA y germine (Karssen, CM and
Laka, E., 1986). Por otra parte, esta muy bien caracterizado el efecto antagonista del
ABA frente a GA durante la germinacion en granos de cereales en la movilizacion de
almidon (revisado en Lovegrove, A. and Hooley, R., 2000; Ritchie, S. M. et al.,
2002).

Asimismo, el etileno esta implicado en el control del crecimiento y desarrollo
del diferentes procesos, incluido la germinacién. El aislamiento de diversos mutantes
insensibles a etileno como mutantes hipersensibles a ABA indica que el etileno
regula negativamente la latencia de las semillas, inhibiendo la accién del ABA
(Beaudoin, N. et al., 2000; Ghassemian, M. et al., 2000). Otros experimentos
muestran que la sefializacion por BRs es necesaria para superar la latencia inducida
por ABA y estimular la germinacion (Steber, C. M. and McCourt, P., 2001).
Ademas, diversos ensayos muestran la germinacién de semillas de Arabidopsis
thaliana en ensayos con bajas concentraciones de azicares exdgeno aunque también
se afiada al medio ABA, indicando una interaccion entre ambas sefales

(Garciarrubio, A. et al., 1997; Finkelstein, R. R. and Lynch, T. J., 2000).

Respuesta a estrés.

La respuesta al estrés hidrico es uno de los mecanismos adaptativos mas
importantes para la planta. Existen una serie de estreses abioticos capaces de causar
estrés hidrico tales como sequia, congelacion, salinidad y herida, que mediante rutas

diferentes de percepcion pueden converger en la biosintesis de ABA (Xiong, L. et al.,
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2002b). Principalmente son dos las respuestas a estrés hidrico reguladas por ABA: el
cierre de los estomas y la expresion de genes de respuesta a estrés.

En condiciones de estrés hidrico la planta disminuye la apertura estomatica en
cuestion de minutos para minimizar la pérdida de agua causada por la transpiracion.
El ABA es el mayor controlador de la apertura estomatica, ya que puede promover
tanto el cierre de los estomas como inhibir su apertura (Schroeder, J. L. et al., 2001;
Himmelbach, A. et al.,, 2003). El estrés hidrico produce la pérdida de potencial
osmotico que provoca cambios electrofisioldgicos y un aumento de la superficie de
la membrana plasmatica de las células oclusivas que acaban cerrando el poro
estomatico. Principalmente estos eventos estan mediados por vias de sefalizacion de
H,0,/Ca*" y cascadas de fosforilacion, al igual que la apertura estomatica inducida
por auxinas. Este hecho indica que la especificidad de la respuesta estomdtica puede
ser debida a la frecuencia y amplitud de la oscilacion del Ca*" asi como a su
localizacion, las cuales presumiblemente reflejan los mecanismos de liberacion y la
diferente interpretacion celular del cambio citoplasmatico del Ca** (Finkelstein, R. R.
and Rock, C. D., 2002).

La adaptacion de la planta al estrés incluye tanto procesos dependientes como
independientes de ABA (Shinozaki, K. and Yamaguchi-Shinozaki, K., 1997), aunque
con conexiones entre ellos (Ishitani, M. et al., 1997; Xiong, L. et al., 1999; Xiong, L.
and Zhu, J. K., 2001;Xiong, L. et al., 2002b). Asi, la segunda funcidon importante del
ABA consiste en la modulacién de la tolerancia al estrés de la planta mediante la
expresion de varios grupos de genes, entre los que se incluyen factores de
transcripcion. Uno de estos grupos de genes confieren proteccion frente a la
desecacion, de modo que el ABA tendria una funcién similar durante los periodos de
estrés hidrico impuesto por las condiciones ambientales al que posee en la
adquisicion de la tolerancia a la desecacion de las semillas en desarrollo. De este
modo, durante el desarrollo vegetativo de la planta en condiciones de estrés, el ABA
regula el desarrollo de la planta y mantiene la homeostasis i6nica mediante la
acumulaciéon de moléculas protectoras como pequefias proteinas hidrofilicas
(proteinas LEA), azucares y prolina, ademas de la activacion de mecanismos de
detoxificacion.

Una diferencia importante entre estas respuestas a estrés estriba en la velocidad
con que son producidas. La respuesta estomatica es relativamente rapida, unos

minutos, € implica cambios en la actividad de varias moléculas senalizadoras y
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canales 16nicos, mientras que el resto de respuestas requieren horas o dias puesto que

implican cambios en la expresion génica de las células.

Crecimiento celular.

En general, en condiciones de estrés moderado el ABA mantiene el
crecimiento de la raiz pero inhibe el crecimiento de la parte aérea, aumentando la
proporcion raiz:parte aérea (Creelman, R. A. et al., 1990; Sharp, R. E. and LeNoble,
M. E., 2002). En cambio, bajo condiciones de estrés severo, el alto nivel de ABA en
la planta inhibe el crecimiento tanto de la parte aérea como de la raiz aunque
promueve la formacion de las raices laterales, dando lugar al fendmeno denominado
rizogénesis por sequia (Vartanian, N. et al., 1994). Ademads, altas concentraciones de
ABA exogeno inhiben la germinacion de las semillas y el crecimiento de la plantula
(Lopez-Molina, L. et al., 2001). Asi se considera que bajo condiciones de estrés
ambiental el ABA posee el papel de inhibidor del crecimiento de las plantas.

En condiciones de riego abundante, las plantas poseen unos niveles de ABA
endogeno relativamente bajos. Estos niveles son necesarios para un correcto
crecimiento de la planta como se observa por el reducido vigor que poseen los
mutantes deficientes en ABA, el cual puede ser restaurado por la aplicacion de ABA
exogeno (Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002). Ademas, (LeNoble, M. E. et al.,
2004), demostré que niveles normales de ABA endogenos son necesarios para una
correcta expansion celular. Asi, los mutantes de biosintesis abal poseen un menor
tamafio celular en las hojas de roseta comparado con el ecotipo silvestre, lo que
provoca una reduccion en el peso y tamafio de los mutantes (José Luis Micol,
comunicacion personal). Esta y otras observaciones han hecho que algunos autores
hayan propuesto que el ABA actie como un inhibidor del crecimiento en
condiciones de estrés severo pero en cambio actle como un promotor del
crecimiento en ausencia de estrés o con estrés suave (Cheng, W. H. et al., 2002;

Sharp, R. E. and LeNoble, M. E., 2002; LeNoble, M. E. et al., 2004).
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Otras funciones
Maduracion del fruto.

Durante la maduracién de los frutos se produce un aumento de los niveles de
ABA, lo cual indicaba que podria estar actuando en este proceso. Sin embargo,
diversos estudios confirmaron que este aumento se produce como consecuencia de la
interaccion existente con la hormona etileno, principal reguladora de estos procesos

(Rock, C. D. and Zeevaart, J. A., 1993).
Floracion

Varios genes de biosintesis y respuesta a ABA han sido implicados en la
floracion. Los mutantes abal y abil de A. thaliana exhiben floracidon temprana en
dias cortos (Martinez-Zapater, J. M., 1994), mientras que el mutante hipersensible a
ABA hyll muestra floracion tardia (Lu, C. and Fedoroff, N., 2000). También
recientemente se ha aislado al gen ABH1 como supresor de un fenotipo de retraso de
floracion en A. thaliana (Bezerra, 1. C. et al., 2004). Todos estos datos son
consistentes con una funcion de ABA como hipotético inhibidor de la transicion
floral. Sin embargo, falta determinar con claridad las relaciones existentes entre el
ABA y la transicion floral.

El gen ERA1 identificado como regulador negativo de la respuesta de ABA en
la germinacion (Cutler, S. et al., 1996) fue identificado también como el gen
WIGGUM (Ziegelhoffer, E. C. et al., 2000) que afecta al desarrollo de los
meristemos. Los mutantes eral poseen meristemos inusualmente alargados,
posiblemente reflejando defectos en la regulacion de la division frente a la

diferenciacion dentro del meristemo.

1.3. Biosintesis y catabolismo del ABA.

El papel desarrollado por la hormona ABA en los procesos fisioldgicos en los
que interviene es determinado principalmente por los niveles de hormona activa
presente en los diferentes tejidos. Estos niveles son dindmicos y estdn controlados
principalmente por la relacion entre la velocidad de la biosintesis y el catabolismo de
la hormona.

El conocimiento de los mecanismos moleculares que controlan los niveles de

ABA en los tejidos se ha incrementado en los Ultimos afios gracias a la identificacion
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y caracterizacion de mutantes tanto en 4. thaliana como en maiz, tomate y tabaco
(revisado en Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002), demostrando la conservacion
de la ruta de biosintesis de ABA en las plantas superiores. Los mutantes deficientes
de ABA han sido identificados principalmente en analisis genéticos basados en:
germinacion precoz (Tan, B. C. et al., 1997), susceptibilidad al marchitamiento
(Marin, E. et al., 1996;Seo, M. et al., 2000b), cambio en la extinciéon fotoquimica
(Niyogi, K. K. et al., 1998), capacidad para germinar y crecer en medios con alta
concentracion de sal o sacarosa (Laby, R. J. et al., 2000; Quesada, V. et al., 2000;
Rook, F. et al., 2001; presente trabajo) y capacidad para germinar en medios con
placlobutrazol (Koornneef, M. et al., 1982; Leon-Kloosterziel, K. M. et al., 1996).

Busquedas similares basadas en la sensibilidad al ABA durante la germinacion
de las semillas han sido realizadas para el aislamiento de mutantes del catabolismo
del ABA, pero no se ha obtenido ningun resultado positivo. Esto sugeriria que las
mutaciones en el catabolismo del ABA son letales o bien que hay una elevada
redundancia génica (revisado en Cutler, A. J. and Krochko, J. E., 1999).

En la Tabla 1.1. se recogen los principales mutantes en la ruta de biosintesis de

ABA que sera discutida a continuacion.
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Tabla 1.1. Mutantes de biosintesis de ABA en diferentes especies. Se incluye la funcion
bioquimica y el producto génico afectado. La funcién bioquimica hace referencia a la ruta de

biosintesis de ABA descrita en las Figuras 1.3.y 1.4.

Mutante Especie Funcion Enzima Referencia
bioquimica
abal/npq2/ Arabidopsis Epoxidacion de Zeaxantina Karssen, C. M. et al,
los6/sre3 thaliana zeaxantina epoxidasa (ZEP) | 1983; Rock, C. D. and
Zeevaart, J. A., 1991;
Niyogi, K. K. et al,
1998;Xiong, L. et al.,
2002a; presente trabajo
aba? Nicotiana Epoxidacion de Zeaxantina Marin, E. et al., 1996
plumbaginifolia zeaxantina epoxidasa (ZEP)
stol/nced3 Arabidopsis Rotura oxidativa 9-cis- Ruggiero, B. et al., 2004
thaliana de 9-cis- epoxicarotenoide
neoxantina o 9- dioxigenasa
cis-violaxantina (NCED)
vpl4 Zea mays Rotura oxidativa 9-cis- Tan, B. C. etal., 1997
de 9-cis- epoxicarotenoide
neoxantina o 9- dioxigenasa
cis-violaxantina (NCED)
not Lycopersicon Rotura oxidativa 9-cis- Burbidge, A. et al., 1999
esculentum de 9-cis- epoxicarotenoide
neoxantina o 9- dioxigenasa
cis-violaxantina (NCED)
aba2/sis4/isi4 Arabidopsis Oxidacion de Alcohol Leon-Kloosterziel, K. M.
/ginl/srel thaliana xantoxina a deshidrogenasa | et al., 1996; Laby, R. J. et
/san3 aldehido de cadena corta | al., 2000; Rook, F. et al.,
abscisico 2001; Cheng, W. H. et
al., 2002; presente trabajo
aao3/sre2 Arabidopsis Oxidacion del Aldehido abscisico| Seo, M. et al.,, 2000b;
thaliana aldehido oxidasa 3 (AAO3)| presente trabajo
abscisico a ABA
sit Lycopersicon Oxidacion del Aldehido Okamoto, M. et al., 2002
esculentum aldehido abscisico oxidasa
abscisico a ABA
aba3/los5/ Arabidopsis Sintesis del Sulfurasa del Leon-Kloosterziel, K. M.
gin5/ frsl thaliana cofactor MoCo cofactor de et al., 1996; Schwartz, S.
Molibdeno H. et al., 1997a; Xiong,
(MCSU) L. et al., 2001b; Cheng,
W. H. et al, 2002;
Llorente, F. et al., 2000
fle Lycopersicon Sintesis del Sulfurasa del Sagi, M. et al., 2002
esculentum cofactor MoCo cofactor de
Molibdeno
abal Nicotiana Sintesis del Sulfurasa del Akaba, S. et al., 1998
plumbaginifolia cofactor MoCo cofactor de

Molibdeno
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Biosintesis de ABA.

Primeros pasos de la ruta en cloroplastos: sintesis de los precursores

isoprenoides y carotenoides.

Las plantas son capaces de producir cientos de isoprenoides diferentes entre los
que podemos encontrar pigmentos fotosintéticos (clorofilas, tocoferoles,
carotenoides), hormonas (ABA, giberelinas, citoquininas, brasinoesteroides) y
agentes microbianos (fitoalexinas). Todos estos compuestos tienen en comun el ser
producidos a partir de la unidad de 5 carbonos denominada isopentenil difosfato
(IPP) y su estereoisémero dimetilalil difosfato (DMAPP). Las plantas son capaces de
producir IPP y DMAPP mediante dos rutas localizadas en dos compartimentos
celulares y con un pequefio intercambio entre ambas rutas mediante transportadores
(Rodriguez-Concepcion, M. and Boronat, A., 2002):

e Laruta del 4&cido mevaldnico (MVA), la cual tiene lugar en el citosol.
e La ruta del metileritritol fosfato (MEP), que se localiza en los cloroplastos.

Se ha discutido sobre cual de estas dos rutas constituiria el inicio y
suministraria los precursores de la ruta de biosintesis de ABA, constituyendo el
inicio de la ruta. Algunos hongos fitopatdogenos son capaces de sintetizar ABA
utilizando la ruta del MV A para la sintesis de los precursores (Walton, D. C. and Li,
Y., 1995). Sin embargo, estudios con diferentes precursores marcados
radiactivamente indicaron que la ruta principal que producia los precursores para la
biosintesis ABA en las plantas superiores tenia que ser la ruta MEP (revisado en
Walton, D. C. and Li, Y., 1995), confirmandose posteriormente cuado la ruta MEP
fue completamente caracterizada (Rohmer, M., 1999; Hirschberg, J., 2001;
Rodriguez-Concepcion, M. and Boronat, A., 2002). Posteriores estudios mostraron
que la ruta MEP produce los precursores de la biosintesis de isoprenoides
relacionados con la fotosintesis (carotenoides y las cadenas laterales de clorofilas,
plastoquinonas y filoquinonas) y hormonas (ABA y giberelinas) (Rodriguez-
Concepcion, M. and Boronat, A., 2002).

El primer paso de la ruta MEP consiste en la formacion del compuesto 1-deoxi-
D-xilulosa-5-fosfato (DXP) a partir de los sustratos piruvato y gliceraldehido 3-
fosfato, formacion catalizada por la enzima DXP sintasa (DXS). Posteriormente, se
produce la reduccion del compuesto DXP catalizada por la enzima DXP reductasa,

dando lugar al compuesto que da nombre a la ruta, el 2-C-metileritritol-4-fosfato
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(MEP). Los posteriores pasos implican no menos de 3 actividades enzimaticas
diferentes, obteniéndose como resultado el compuesto IPP y seguramente también su
estereoisomero DMAPP. Posteriormente mediante la actuacion de una isomerasa los
estereoisomeros pueden ser transformados el uno en el otro (Figura 1.2.)

Seguidamente se produce la formaciéon de la molécula C,p geranilgeranil
difosfato (GGPP) mediante la adicion secuencial de tres moléculas de IPP y una de
DMADP catalizada por la enzima geranilgeranil difosfato sintasa (GGPS). Este
compuesto es el precursor de diferentes rutas de biosintesis, entre la que se encuentra
la ruta de biosintesis de carotenoides (Figura 1.2.).

El primer paso de la ruta de biosintesis de carotenoides en cloroplastos consiste
en la condensacion de dos moléculas de GGPP para obtener la molécula Cy fitoeno.
Esta condensacion esta catalizada por la proteina asociada a membrana fitoeno
sintasa (PSY), siendo el paso de control mas importante en la ruta de biosintesis de
carotenoides (Hirschberg, J., 2001). El siguiente paso es llevado a cabo por dos
enzimas similares en estructura y funcion, las enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y
{-caroteno desaturasa (ZDS) que convierten la molécula fitoeno en licopeno.
Después, el licopeno es transformado en -caroteno mediante la adicion de un anillo
de B-ionina en cada uno de los extremos de la molécula. Esta es una reaccion de dos
pasos catalizada por la enzima licopeno B-ciclasa (LYC-B), ultimo enzima de la ruta

de biosintesis de carotenos (Figura 1.2.).
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Gliceraldehido-3-fosfato +  Piruvato
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2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP)
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Figura 1.2. Primeros pasos de la ruta de biosintesis de ABA en el cloroplasto: ruta MEP y ruta
de biosintesis de carotenoides. Los enzimas estan indicados en letra cursiva.

Formacion y escision de xantofilas en cloroplastos.

La biosintesis de ABA continua mediante la hidroxilacion del compuesto -
caroteno para obtener la xantofila zeaxantina, reaccidn catalizada por la enzima [3-
caroteno hidroxilasa (CrtR-B) (Figura 1.3.). La enzima encargada de catalizar el

siguiente paso es la zeaxantina epoxidasa (ZEP), que convierte la zeaxantina en
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trans-violaxantina via anteraxantina mediante dos reacciones consecutivas de
epoxidacion. Marin, E. et al., 1996) identificaron el mutante aba? de Nicotiana
plumbaginifolia y clonaron el gen responsable del fenotipo. La identificacion del
producto génico determind que correspondia a la enzima ZEP, siendo la primera
enzima caracterizada de la ruta de biosintesis de ABA. Posteriormente se
identificaron los genes que codifican esta actividad enzimdtica en A. thaliana
(Audran, C. et al., 2001; Xiong, L. et al., 2002a), tomate (Burbidge, A. et al., 1997) y
pimiento (Bouvier, F. et al., 1996). La epoxidacion de zeaxantina a trans-
violaxantina es reversible mediante la reaccion catalizada por la enzima violaxantina
deepoxidasa (VDE). Ambas enzimas, ZEP y VDE, forman parte del denominado
ciclo de las xantofilas. Este ciclo posee como funcion principal evitar el efecto de
“extincion no fotoquimica” que se produce al disipar del exceso de energia como
calor en los complejos de recoleccion de luz de los fotosistemas. Los fotosistemas
transfieren el exceso de electrones a estos compuestos, protegiendo de los sistemas
fotosintéticos de la planta del aumento de temperatura producido por la extinciéon no
fotoquimica (Niyogi, K. K., 1999). En condiciones de baja intensidad de luz, la
enzima ZEP convierte la zeaxantina en violaxantina. En cambio, en condiciones de
alta luz se activa la enzima VDE. El estudio de la secuencia de la enzima ZEP revelo
que poseia un dominio transmembrana y una sefial de localizacion en cloroplasto, por
lo que se supone estaria anclada en la membrana del tilacoide. También se determin6
que la enzima posee un alto grado de similitud a algunas monooxigenasas
bacterianas y que necesitaba la ferredoxina como cofactor (Bouvier, F. et al., 1996).
En los siguiente pasos de la ruta, la xantofila trans-violaxantina es
transformada en 2 compuestos 9-cis-epoxicarotenoides diferentes, la 9-cis-
violaxantina y la 9-cis-neoxantina (Figura 1.3.). Poco se conoce de los enzimas
implicados en estas conversiones, y solamente se ha identificado una enzima con la
capacidad de convertir el epoxicarotenoide trans-violaxantina en trans-neoxantina.
Esta enzima se denomind neoxantina sintasa, pero el andlisis de su secuencia
aminoacidica determin6 que era idéntica a la enzima licopenof-ciclasa (Figura 1.2).
Se trataria entonces de una enzima bifuncional y con toda probabilidad esta no seria
su actividad biolégica mayoritaria (Bouvier, F. et al., 2000; Seo, M. and Koshiba, T.,
2002). Recientemente se ha aislado un nuevo mutante llamado aba4. Estudios
preliminares indican que este mutante es incapaz de sintetizar los isomeros cis y trans

de la neoxantina, lo cual indica que la enzima codificada por el /ocus estaria
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implicada en la conversion de los compuestos trans-violaxantina en las cis-xantofilas
(Annie Marie Poll, 7" International Congress on Plant Molecular Biology, Barcelona
2003).

El siguiente paso de la ruta es considerado por muchos autores como el primer
paso especifico de la ruta de biosintesis de ABA y en ¢l tiene lugar la rotura
oxidativa de los dos compuestos 9-cis-epoxicarotenoides, 9-cis-violaxantina y 9’-cis-
neoxantina, para producir xantoxina y un compuesto Cys (Schwartz, S. H. et al.,
1997b; Figura 1.3.). La enzima que cataliza esta rotura oxidativa es la 9-cis-
epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED). El primer mutante para esta paso fue aislado
en maiz como un mutante deficiente en ABA denominado vp/4 (Tan, B. C. et al.,
1997). Pese a que la enzima es capaz de emplear en ensayos de actividad in vitro
tanto 9-cis-neoxantina como 9-cis-violaxantina, existen varias evidencias que indican
que el precursor epoxicarotenoide natural seria la 9-cis neoxantina:

¢ El epoxicarotenoide neoxantina se encuentra mayoritariamente como el
isdbmero 9-cis, mientras que solo una pequefia proporcion del
epoxicarotenoide violaxantina se encuentra como el isomero 9-cis
(Strand, A. et al., 2000).

e Varios estudios con la proteina recombinante NCED1 de judia han
determinado un valor de K, menor para el sustrato 9-cis-neoxantina
que para el sustrato 9-cis-violaxantina (Schwartz, S. H. et al., 2003b).

La enzima VP14 de maiz se localiza en la membrana tilacoidal donde se
localizan los carotenoides hidrofobicos (Tan, B. C. et al., 2001). El aislamiento de los
genes NCED en 4. thaliana y otras especies vegetales determino la existencia de una
familia génica NCED en plantas (Tan, B. C. et al., 1997, Tan, B. C. et al., 2003;
Burbidge, A. et al., 1999; Qin, X. and Zeevaart, J. A., 1999; Iuchi, S. et al., 2000,
Iuchi, S. et al., 2001; Chernys, J. T. and Zeevaart, J. A., 2000; Schwartz, S. H. et al.,
2003b). En A. thaliana hay 9 miembros de la familia de genes que codifican
dioxigenasas que rompen carotenoides (CCD), de los cuales 5 pertenecen a la
subfamilia NCED vy codifican proteinas capaces de llevar acabo la rotura oxidativa
del doble enlace 11,12 de los 9-cis-epoxicarotenoides (Iuchi, S. et al., 2001; Tan, B.
C. et al., 2003). Estos miembros de la subfamilia NCED son expresados en diferentes
tejidos y en diferentes estadios del desarrollo (Tan, B. C. et al., 2003). La enzima
codificada por el gen AtNCED3 es capaz de catalizar la rotura oxidativa de

epoxicarotenoides y la expresion del gen es fuertemente inducida por estrés, lo que
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indicaba que ¢l seria el principal responsable de la biosintesis de ABA en
condiciones de estrés. Los andlisis de diversas lineas transgénicas portando el
transgen AtNCED3 en sentido y antisentido bajo el promotor 35SCaMV asi como de
un mutante nulo del gen (T-DNA) mostraron que los niveles de ABA endogenos en
hojas estaban alterados. El mutante de T-DNA vy las lineas antisentido mostraron
menores niveles de ABA mientras que las lineas transgénicas en sentido duplicaron
los niveles de ABA. Los autores concluyeron que los niveles de ABA enddgenos
podian ser manipulados y como consecuencia se aumentaba la tolerancia al estrés
hidrico (Tuchi, S. et al., 2001). Ademas, el aislamiento de otro mutante de T-DNA
capaz de germinar en un medio suplementado con sal y su identificacién como un
alelo AtNCED?3 apoya la funcion del gen en la biosintesis de ABA en condiciones de
estrés (Ruggiero, B. et al., 2004)

Experimentos con distintas xantofilas como sustratos han establecido que la
geometria 2-cis,4-trans del ABA es determinado por la rotura especifica de los
isomeros 9-cis-epoxicarotenoides realizada por la enzima NCED, mientras que la
estereoquimica S-(+) del ABA es determinada por la reaccion catalizada por la

enzima ZEP.
Ultimos pasos: de xantoxina a ABA en el citosol.

Los ultimos pasos de la ruta de biosintesis de ABA tienen lugar en el citosol,
no conociéndose como la xantoxina sale o es transportada del cloroplasto al citosol
(Figura 1.4.). Previamente a la identificacion molecular de los genes implicados en
estos ultimos pasos ya se disponia de un cierto conocimiento sobre las actividades
enzimdticas implicadas. Este fue obtenido mediante ensayos que combinaban los
hipotéticos intermediarios con los mutantes de biosintesis de ABA (Sindhu, R. K.
and Walton, D. C., 1987; Schwartz, S. H. et al., 1997a).

Los mutantes abal y aba3 de A. thalina fueron identificados por su capacidad
de germinar en presencia del inhibidor de giberelinas paclobutrazol (Leon-
Kloosterziel, K. M. et al., 1996). Posteriormente se identificaron otros alelos
mutantes en busquedas de fenotipos insensibles a azucar (Laby, R. J. et al., 2000;
Cheng, W. H. et al., 2002), en base a una conductancia alterada de los estomas
(Merlot, S. et al., 2002) y en rastreos de germinacion y crecimiento en medios con
estrés salino (Quesada, V. et al., 2000; presente trabajo). Extractos proteicos de estos

mutantes mostraban un reducida capacidad para transformar xantoxina a ABA. Si en
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lugar de xantoxina se utilizaba el hipotético intermediario aldehido abscisico, el
extracto proteico del mutante aba? era capaz de transformarlo en ABA mientras que
el extracto del mutante aba3 no era capaz de catalizar esta reaccion. Por tanto, el
mutante aba? estaria bloqueado en el paso de conversion de xantoxina a aldehido
abscisico y el mutante aba3 estaria bloqueado en el paso de conversion de aldehido
abscisico a ABA (Schwartz, S. H. et al., 1997a; Figura 1.4.). Estos y otros ensayos de
los posibles intermediarios determinaron una hipotética secuencia para las tltimas
reacciones. El primer paso consistiria en la oxidacion del grupo 4’-hidroxilo del
anillo a cetona seguido de la apertura del anillo epoéxido de la xantoxina y la
desaturacion del enlace 2°-3" para obtener el aldehido abscisico. El paso final de la
ruta consistiria en la oxidacion del grupo aldehido del aldehido abscisico a ABA
(Figura 1.4.).

En este trabajo e independientemente por el grupo de la Dra. Jen Sheen
(Department of Molecular Biology, Massachusetts General Hospital, Boston, USA)
se ha realizado la clonacion el gen ABA2 y se ha determinado que codifica una
proteina que pertenece a la familia de alcohol deshidrogenasas de cadena corta
(SDR). La proteina recombinante ABA2 fue capaz de catalizar la conversion de
xantoxina a aldehido abscisico utilizando NAD" como cofactor (Gonzalez-Guzman,
M. et al., 2002; Cheng, W. H. et al., 2002).

Se han identificado 4 genes en el genoma de A. thaliana que codifican
actividades aldehido oxidasas. Las enzimas aldehido oxidasas (AO) de las plantas
estan formadas por dos subunidades. En A. thaliana, estan descritas 4 isoformas AO
en hojas, formadas como homo y heterodimeros por tres productos génicos: AOa
(AAOI1-AAO1), AOB (AAO1-AAO2), AOy (AAO2-AAO02) y AOS (AAO3-AAO3).
Estas isoformas AO exhiben diferentes preferencias de sustrato y estan distribuidas
diferencialmente en los tejidos y organos (Akaba, S. et al., 1999; Seo, M. et al.,
2000a). El ensayo de actividad aldehido oxidasa determiné que solamente la
isoforma AOJ era capaz de catalizar la oxidacion de aldehido abscisico a ABA (Seo,
M. et al., 2000a). El mutante insercional aao3-1 fue aislado en base al fenotipo de
marchitamiento caracteristico de los mutantes de biosintesis de ABA. El analisis del
mutante mostré que la insercion del T-DNA en el gen AAO3 era responsable del

fenotipo, demostrando asi que la isoforma AOJ codificada por el gen AAO3 es la
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responsable del ultimo paso de la biosintesis de ABA en tejidos vegetativos (Seo, M.
et al., 2000b; Figura 1.4.).

Tal como se ha mencionado anteriormente el mutante aba3 posee bloqueada la
oxidacién del aldehido abscisico a ABA. Sin embargo, la clonacion del gen ABA3 de
A. thaliana determin6 que no codificaba una aldehido oxidasa, sino una proteina con
una elevada similitud con la sulfurasa del cofactor de molibdeno (MCSU) (Bittner, F.
et al., 2001; Xiong, L. et al., 2001b). Este cofactor de molibdeno (MoCo) consiste en
un atomo de molibdeno coordinado a dos atomos de azufre de una pterina. El
cofactor MoCo es requerido en varias reacciones redox esenciales en los ciclos del
carbono, nitrogeno y azufre, de modo que una lesion en un paso de la sintesis del
cofactor MoCo afecta a un numero elevado de actividades. Dos de estas enzimas, las
xantina deshidrogenasas y las aldehido oxidasas requieren que este cofactor MoCo
sea modificado de la forma diooxo a la oxotiol (Mendel, R. R. and Hansch, R.,
2002). Esta modificacion consiste en la sustitucion de uno de los atomos de oxigenos
terminales unidos al 4&tomo de molibdeno por un atomo de azufre y estd catalizada
por la enzima MCSU. Asi el bloqueo de la oxidacion del aldehido abscisico a ABA
en el mutante aba3 esta determinado por una deficiencia en el cofactor empleado por
la enzima encargada de llevar a cabo la oxidacion del aldehido abscisico a ABA
(Bittner, F. et al., 2001; Xiong, L. et al., 2001b; Figura 1.4.). Ademéas también se ha
identificado una mutacién en esta misma sulfurasa en el mutante flacca de tomate
(Sagi, M. et al., 2002). El analisis de la transcripcion del gen ABA3 de 4. thaliana ha
concluido que el gen es expresado en toda la planta y que su expresion es inducible
por ABA, estrés salino y sequia (Xiong, L. et al., 2001b).

Sin embargo, diversos autores han sugerido otra ruta para estos Ultimos pasos
de la biosintesis de ABA basandose en estudios con intermediarios radiactivos en
cloroplastos de espinacas (Milborrow, B. V., 2001). Esta ruta poseeria como
intermediario al acido xantoxico y el primer paso consistiria en la oxidacion del
grupo aldehido de la xantoxina para obtener acido xantoxico, mientras que el
segundo paso consistiria en las modificaciones del anillo del acido xantoxico para
obtener el ABA (Figura 1.4.). Varias observaciones apoyaban esta hipotesis, entre
ellas que la inhibicion de la actividad AO mediante tungstato, un potente inhibidor de
los enzimas dependientes de molibdeno en plantas, resultaba de la acumulacion de
xantoxina, indicando que la xantoxina podria ser sustrato de alguna aldehido oxidasa

(Milborrow, B. V., 2001). Ademas, alguna de las isoformas aldehido oxidasa de A.
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thaliana es capaz de convertir xantoxina en acido xantoxico (Seo, M. and Koshiba,
T., 2002). Sin embargo, la proteina ABA2 es incapaz de convertir el acido xantoxico
en ABA (Cheng, W. H. et al., 2002), de modo que deberia de existir otra alcohol
deshidrogenasa todavia no identificada capaz de llevar a cabo la reaccion y de la cual
no se han podido encontrar mutantes (Figura 1.4.).

Adicionalmente se han sugerido la existencia de otra vias que podrian sintetizar
una pequeia proporcion del ABA presente en la planta y que explicaria la existencia
de trazas de ABA en los mutantes nulos deficientes en ABA, por ejemplo mutantes
nulos de ZEP de Nicotiana plumbaginifolia poseen todavia unos niveles de ABA
entre el 23% y el 48% del ecotipo silvestre (Marin, E. et al., 1996). Estas rutas
parecen que podrian estar activadas en algunos mutantes y ser una fuente alternativa
de ABA en plantas silvestres. Por ejemplo, en los mutantes flacca y sitiens de
tomate, mutantes que poseen bloqueado el paso de oxidacion de aldehido abscisico a
ABA, no se acumula el compuesto aldehido abscisico sino el compuestos alcohol
abscisico. Asimismo, el aldehido abscisico exdgeno aplicado en estos mutantes es
convertido en alcohol abscisico, que después es oxidado a ABA para producir la
mayor parte del ABA presente en estos mutantes (Rock, C. D. and Zeevaart, J. A.,
1990). Sin embargo no se conocen los posibles genes implicados en esta ruta (Seo,

M. and Koshiba, T., 2002) (Figura 1.4.).
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Figura 1.3. Formacion y escision de xantofilas en cloroplastos. Los enzimas estan indicados en
negrita. Los interrogantes indican que no se han confirmado o identificado las identidades de las
enzimas implicadas in vivo.

39



1. Introduccion.

. Cloroplasto
Xantoxina

---------
""""

A0?

O

Acido xantoxico Aldehido abscisico

MoCoS

OXOTIOL

SDR? TABA3
AOO3 MoCo

DIOXO

Acido Abscisico

Figura 1.4. Ultimos pasos de la ruta de biosintesis de ABA: conversion de xantoxina a ABA
en el citosol. Los enzimas estan indicados en cursiva. Los interrogantes indican que no se han
confirmado o identificado las identidades de las enzimas implicadas.
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Catabolismo del ABA.

Como ya se ha mencionado, la actuacion de la hormona ABA depende de los
niveles de hormona activa presentes en los diferentes tejidos y células, niveles que
son el resultado de la relacion entre sintesis y catabolismo. En contraste con el
amplio conocimiento de la ruta de biosintesis de ABA, se conoce menos sobre las
enzimas y genes implicados en el catabolismo del ABA asi como de su regulacion
(Cutler, A. J. and Krochko, J. E., 1999; Kushiro, T. et al., 2004; Saito, S. et al.,
2004).

Existen varias formas por las cuales el ABA puede ser trasladado o degradado
en los tejidos de modo que se varie la concentracion de ABA activo en las células. La
forma mas sencilla consiste en sacar el ABA activo de la célula mediante transporte
pasivo o mediante transportadores. Sin embargo, lo mas normal es que el ABA sea
metabolizado para proceder a su inactivacion. Esta inactivacion consiste en la
modificacion mediante diferentes reacciones de oxidacion, reduccion o conjugacion
con otros compuestos. La reaccion de conjugacion mas habitual es la esterificacion,
formandose ésteres de glucosa-ABA. Los conjugados formados no poseen actividad
bioldgica y no constituyen una reserva o forma de almacenamiento de ABA puesto
que la conjugacion es un proceso irreversible (Cutler, A. J. and Krochko, J. E.,
1999).

En la mayoria de tejidos, la principal via de catabolismo del ABA se inicia con
una reaccion de hidroxilacion del 4&tomo de carbono en posicion 8 para obtener el
compuesto 8'-hidroxi ABA (8'-OH ABA) catalizada por una citocromo P450
monooxigenasa (Krochko, J. E. et al., 1998; Kushiro, T. et al., 2004; Saito, S. et al.,
2004). El compuesto 8-OH ABA es altamente inestable y se transforma
espontaneamente en el 4cido faséico (PA). El compuesto PA puede ser reducido en la
posicion 4" para obtener el acido dihidrofaséico (DPA) mediante una reductasa, o
bien metabolizado para obtener conjugados de acido faséico (Figura 1.5). Ademas el
DPA puede ser también metabolizado para formar conjugados de DPA. No se
conocen los genes que codifican las enzimas implicadas en esta via, salvo para la
actividad 8’-hidroxilasa. Gracias al proyecto de secuenciacion de A. thaliana se
identificaron todas las secuencias de genes que pertenecen a la familia de proteinas
citocromos P450. El analisis funcional de las diversas subfamilias permitio
identificar a la subfamilia CYP707A como una familia con posible actividad 8-

hidroxilasa. Ademas, esta subfamilia resultd estar muy cercana a otra subfamilia que
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incluia las enzimas hidroxilasas del acido ent-kaurenoico. El posterior analisis
especifico de las actividades enzimaticas de las proteinas recombinantes empleando
ABA como sustrato permitid determinar que todas las proteinas recombinantes de la
subfamilia CYP707A mostraban actividad 8'-ABA hidroxilasa y que la posterior
conversion del compuesto 8'-OH ABA a PA era independiente de la presencia de la
proteina recombinante, apoyando la hipotesis de la isomerizacion no enzimatica de
8’-OH ABA a 4cido faséico. El andlisis de la expresion de los distintos genes de esta
subfamilia determind que se expresan en todos los tejidos, aunque algunos se
expresaban mas que otros. Cuando se analiz6 la induccidn de la expresion en hojas
de roseta con tratamientos de ABA, estrés salino o manitol, se observd una fuerte
induccién con ABA en todos los genes, y una induccion variable de los distintos
genes frente a condiciones de estrés (Kushiro, T. et al., 2004; Saito, S. et al., 2004).

Una segunda via de catabolismo tendria lugar al producirse la hidroxilacion del
carbono en posicion 7° para obtener el compuesto 7'-OH ABA, aunque no se ha
identificado la enzima que llevaria a cabo la reaccion. Este compuesto
posteriormente es metabolizado a otros compuestos, pero no se conocen exactamente
cuales ni como se producen (Cutler, A. J. and Krochko, J. E., 1999).

Recientemente se ha descubierto una tercera via de catabolismo de ABA.
Durante el analisis de metabolitos derivados de ABA en extractos de semillas
inmaduras y pericarpios se identificaron dos nuevos metabolitos derivados del ABA.
Empleando ABA marcado radiactivamente en diferentes posiciones se determinaron
las modificaciones existentes en los metabolitos, identificindose dos nuevos
compuestos, el compuesto 9'-OH ABA y su producto ciclico que llamaron acido
neofaséico (neoPA). Sin embargo no pudieron determinar si esta reaccion seria
llevada a cabo por una citocromo P450 monooxigenasa diferente de la que realiza la
hidroxilacion del carbono 8" o bien la hidroxilacion del carbono 9” seria una reaccion
lateral de la enzima ya descrita que realiza la hidroxilacion en posicioén 8" (Zhou, R.
et al., 2004).

Asimismo, se han identificado otros metabolitos de ABA producidos por otras
vias todavia no determinadas como el trans-ABA, y los dos isomeros del ABA cis y
trans-1"-4"-diol (Krochko, J. E. et al., 1998).

El andlisis del catabolismo del ABA se ha completado analizado las
actividades biologicas de todos los metabolitos de ABA identificados, obteniéndose

que Unicamente son hormonalmente inactivos los compuestos PA, DPA y los
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conjugados de ABA. Los metabolitos hidroxilados, que son la mayoria de los
metabolitos de ABA producidos, han mostrado una actividad hormonal significativa
en los estudios en los que se ha comparado sus respectivas actividades con la
actividad de la hormona ABA. Por ejemplo, el compuesto 9'-OH ABA ha mostrado
una actividad del 10% comparada con la actividad mostrada por el ABA en ensayos
de inhibicién de la germinacion de semillas de 4. thaliana, pero en cambio se obtuvo
mayor actividad para el metabolito 9'-OH ABA que la observada para la hormona
ABA en el ensayo de actividad hormonal para la induccion de la expresion del gen 3-
cetoacil CoA-sintasa, inducible por ABA (Zhou, R. et al., 2004). Estos datos de
actividades hormonales sugieren la posibilidad de que los metabolitos hidroxilados
de ABA puedan tener funciones en algunos o en todos los procesos en los que

interviene el ABA.

HO—

7°-OH-ABA S-(+)-ABA 8-OH-ABA

Reductasa‘//' 19 "-Hidroxilasa T l

ABA 1,4"diol 9°-OH-ABA Acido faséico (PA)

lReductasa

DPA Glucosido

Figura 1.5. Rutas catabdlicas del ABA y actividades implicadas en ellas.
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Regulacion de la biosintesis y el catabolismo.

Como ya se ha mencionado, los niveles de ABA activo son dindmicos y
determinados por la relacion entre la biosintesis y el catabolismo de la hormona. Asi
que conocer los factores que regulan ambos procesos permitiria controlar los niveles
de ABA activo. Algunos datos indican que la velocidad de formaciéon de
carotenoides no afecta a la velocidad de formacion de ABA (Hable, W. E. et al.,
1998). No obstante, estudios recientes sugieren una posible unién entre los primeros
y ultimos pasos de la biosintesis de ABA, concretamente que la formacion del
compuesto DXP puede contribuir, al menos en parte, a la regulacion de la biosintesis
en plantas (Estevez, J. M. et al., 2001). En cuanto al catabolismo, parece que existe
un mecanismo de retroalimentacion negativa ya que la actividad 8'-ABA hidroxilasa
es estimulada por ABA ex6geno (Cutler, A. J. and Krochko, J. E., 1999). Asi el ABA
puede restringir su acumulacion mediante la activacion de su degradacion, al menos
en condiciones sin estrés (Qin, X. and Zeevaart, J. A., 2002).

En cuanto a la regulacion de los genes de biosintesis de ABA, se posee un
mayor conocimiento derivado principalmente del estudio de los mutantes de
biosintesis y de las enzimas codificadas por estos genes (Seo, M. and Koshiba, T.,

2002, Xiong, L. and Zhu, J. K., 2003).
Enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP).

Pese a que durante la deshidratacion ocurre un drastico incremento de los
niveles de ABA, la expresion del gen que codifica la enzima ZEP no esta relacionado
con los niveles de ABA presente en las hojas, ya que la transcripcion del gen no es
inducida por estrés hidrico (Audran, C. et al., 1998; Thompson, A. J. et al., 2000a).
En cambio en raices si se produce la induccion de la transcripcion del gen por estrés
osmotico (Audran, C. et al., 2001; Xiong, L. et al., 2001b) y ABA (Xiong, L. et al.,
2001b). En hojas de Nicotiana plumbaginifolia y en tomate la expresion del gen esta
influenciada también por las funciones diurnas y controlada por el ritmo circadiano
(Audran, C. et al., 2001; Xiong, L. et al., 2001b). Este control tiene relacion con el
papel de las xantofilas en la proteccion del aparato fotosintético del dafio foto-
oxidativo (Niyogi, K. K. et al., 1997; Niyogi, K. K. et al., 1998). En condiciones de
baja luz, la enzima ZEP convierte la xantofila zeaxantina a violaxantina, mientras
que en condiciones de alta luz, la violaxantina es convertida en zeaxantina por la

enzima violaxantina de-epoxidasa (VDE) (Figura 1.3.). Sin embargo, dado que las
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hojas poseen unos elevados contenidos de xantofilas, la fluctuacion diurna de la
expresion de ZEP y las cantidades de cada xantofila no son limitantes en la
biosintesis de ABA en hojas (revisado en Seo, M. and Koshiba, T., 2002).

En semillas, la expresion del gen es detectada durante la embriogénesis, justo
antes del primer pico de ABA de la semilla en desarrollo (Audran, C. et al., 1998;
Audran, C. et al., 2001), correlacionandose muy bien la expresion del gen con los
niveles de ABA enddgeno durante el desarrollo de la semilla (Audran, C. et al.,
1998). Asimismo, plantas transgénicas de tabaco que sobreexpresaban el gen que
codifica la enzima ZEP acumulaban ABA en semillas, mostrando una mayor latencia
(Frey, A. et al., 1999). Estos datos sugieren una posible funcion reguladora del gen
que codifica la enzima ZEP en la biosintesis de ABA en semillas (Audran, C. et al.,

1998; Frey, A. et al., 1999).
Enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED).

La existencia de una familia de genes NCED con capacidad de catalizar la
rotura oxidativa del doble enlace 11,12 de los 9-cis-epoxicarotenoides indica un
papel crucial de estos genes en la regulacion la biosintesis de ABA. Asi, la expresion
diferencial de los genes puede controlar la ruta de biosintesis en respuesta a
diferentes estimulos ambientales o necesidades de desarrollo y puede permitir la
regulacion de la sintesis de ABA en diferentes organos y tejidos (Iuchi, S. et al.,
2000; Tuchi, S. et al., 2001; Thompson, A. J. et al., 2000b; Tan, B. C. et al., 2003).

Recientemente se ha descrito el patron de expresion de la familia de genes
NCED en A. thaliana empleando la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real y el
analisis de promotores unidos a genes chivatos (Tan, B. C. et al., 2003). Este estudio
mostré que uno de los genes, el gen AtNCED3, es el tnico inducible por
deshidratacion en A. thaliana, aunque no se induce su expresion por ABA. Este gen
se expresa en las raices, cé€lulas de periciclo, flores y en anteras y semillas en
desarrollo. Ademas, el RNA mensajero del gen AtNCED3 es el mayoritario de los
genes NCED en hojas y tallos de inflorescencias. También se detectd expresion en
las células oclusivas estomaticas y en cotiledones y peciolos, y en regiones del tallo.
El hecho de que no sea inducido por ABA indica que no existiria la regulacion
positiva del ABA en el gen NCED como ocurre con otros genes de la biosintesis,
aunque parece ser que el ABA es requerido para una completa induccion del gen

AtNCED3 de A. thaliana por estrés osmotico (Xiong, L. et al., 2002a) y que el gen
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puede ser inducido por ABA en determinados fondos genéticos (Xiong, L. and Zhu,
J. K., 2003). El estudio de varias lineas transgénicas con el transgen AtNCED3 y de
un mutante nulo del gen mostraron que la variacion de la expresion del gen
AtNCED?3 es suficiente para modificar los niveles de ABA enddgenos (Tuchi, S. et
al., 2001).

El andlisis detallado de la expresion del gen VP14 en hojas de maiz durante
estrés hidrico muestra un clara correlacion entre los niveles de RNA mensajero del
gen y los niveles de ABA en hojas deshidratadas, mostrando claramente un aumento
de la transcripcion del gen en respuesta al estrés hidrico (Tan, B. C. et al., 1997), al
igual que diferentes genes NCED en otras especies (Burbidge, A. et al., 1997; Qin,
X. and Zeevaart, J. A., 1999; Iuchi, S. et al., 2000; Chernys, J. T. and Zeevaart, J. A.,
2000). Estos datos ponen de manifiesto el papel regulador desempefiado por el gen
NCED en la biosintesis de ABA en hojas, siendo una de las piezas claves en la
regulacion de la biosintesis de ABA (Tan, B. C. et al., 1997 ;Tan, B. C. et al., 2001).
En general, el aumento de la transcripcion del gen debido al tratamiento de estrés se
produce en aproximadamente 15-30 minutos, indicando que la induccion del gen es
bastante rapida (Qin, X. and Zeevaart, J. A., 1999; Thompson, A. J. et al., 2000D).
Ademas se correlaciona muy bien el aumento de los niveles de RNA mensajero con
los niveles de proteina (Qin, X. and Zeevaart, J. A., 1999). Sorprendentemente,
también se han observado fluctuaciones diurnas del gen LeNCEDI1 en hojas de
tomate (Thompson, A. J. et al., 2000b). Sin embargo, el pico de expresion del gen
NCED tiene lugar al final del periodo de luz, mientras que el pico de expresion del
gen ZEP ocurre a la mitad del periodo de luz, indicando la existencia de sistemas de
regulacion diferentes para cada gen, que resulta en diferentes ritmos diurnos.

Diversos resultados indican que el gen NCED puede jugar también un papel
muy importante en la sintesis de ABA durante el desarrollo de la semilla. En
especial, el experimento que muestra que la sobreexpresion del gen LeNCEDI1 en
tomate produce un aumento de la latencia de las semillas (Thompson, A. J. et al.,
2000b).

También hay que considerar que la enzima NCED debe localizarse en la
membrana de los tilacoides para interaccionar con su sustrato, habiéndose
determinado dos posibles localizaciones de la proteina. La enzima PvNCED de
guisante se localiza en la fraccion insoluble del cloroplasto mientras que la enzima

VP14 de maiz se localiza en dos fracciones del cloroplasto, una forma soluble en el
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estroma y otra forma insoluble en la membrana del tilacoide. La localizaciéon de la
enzima VP14 dentro de los cloroplastos puede estar controlada, lo cual a su vez
puede contribuir a la regulacion de la biosintesis de ABA. En A. thaliana existen al
menos dos isoformas de la enzima NCED; una que se localiza solo en la membrana
del tilacoide, y otra que se localiza tanto en la membrana como en el estroma del
tilacoide. Asi, es posible que las isoformas de NCED posean funciones fisiologicas
distintas y que estén sujetas a diferentes mecanismos reguladores post-

transcripcionales (Tan, B. C. et al., 2001).
Enzima ABA?2.

El gen ABA2 posee una baja expresion en todos los tejidos de la planta
analizados y su expresion no estd inducida por ABA ni estrés osmdtico y salino
(Gonzalez-Guzman, M. et al., 2002; Cheng, W. H. et al., 2002), aunque si por
glucosa (Cheng, W. H. et al.,, 2002), indicando que la expresion de ABA2 es
importante en la respuesta al azicar. Esto es consistente con que la mayoria de
mutantes deficientes de ABA aislados en rastreos de respuesta al azlcar son
mutantes del gen ABA2 (Leon, P. and Sheen, J., 2003). La sefial de aziicar modula
procesos importantes en las plantas superiores como son la germinacién, el
crecimiento de la plantula, desarrollo de la hoja y de la raiz y la senescencia
(Smeekens, S., 2000; Leon, P. and Sheen, J., 2003). Los niveles de ABA aumentan
en las plantulas tratadas con azucar, sugiriendo que la regulacion de la sintesis de
ABA juega un papel importante en las respuestas de la planta al aztcar (Arenas-
Huertero, F. et al., 2000). La funcion fisiologica de la sintesis de ABA regulada por
azucar se ha discutido en relacion con la sintesis de almidon durante el desarrollo
temprano de la semilla (Rook, F. et al.,, 2001). Asi, durante el desarrollo de la
semilla, el cambio en los niveles de azlicares de las semillas en maduracion pueden
modular la biosintesis de ABA y por tanto el desarrollo de la semilla.

Asimismo, otro dato importante en la regulacion de ABA2 es la expresion

localizada del gen en el tejido vascular (Cheng, W. H. et al., 2002).
Enzima aldehido abscisico oxidasa3 (AA03).

Existen diferentes isoformas de la actividad aldehido oxidasa (AO) en las
plantas, todas ellas formadas por dos subunidades. Las isoformas AO exhiben

diferentes preferencias de sustrato y estan distribuidas diferencialmente en los tejidos
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y organos (Seo, M. et al., 2000a; Akaba, S. et al., 1999), siendo unicamente la
isoforma AQOJ, formada por dos subunidades iguales codificadas por el gen AAO3,
capaz de catalizar la oxidacion del aldehido abscisico a ABA (Seo, M. et al., 2000a).
El anélisis de la expresion del gen AAO3 muestra que los niveles de RNA mensajero
aumentan rapidamente en hojas de roseta sometidas a estrés hidrico, aunque el
aumento en los niveles del RNA mensajero no provoca un aumento en los niveles de
proteina AAO3 (Seo, M. et al., 2000b). También se ha descrito la induccion de la
expresion del gen por ABA y azucar en el ecotipo silvestre La-er (Cheng, W. H. et
al., 2002).

Asimismo, todas las isoformas AO requieren la presencia de un cofactor de
Molibdeno (MoCo) para su actividad. Asi, la disponibilidad de este cofactor puede
contribuir a la regulacion de su actividad, hipotesis corroborada por la observacion
que la expresion del gen ABA3, que codifica una MoCo sulfurasa (MCSU), es
inducida por deshidratacion y ABA (Bittner, F. et al., 2001;Xiong, L. et al., 2001b).

Ademas un reciente estudio confirma la expresion localizada del gen AAO3 en
raices secundarias, en las células oclusivas de los estomas y en tejido vascular,
concretamente en las células del parénquima del xilema y en las células

acompaiiantes del floema (Koiwai, H. et al., 2004).
Seriales implicadas en la regulacion de la biosintesis de ABA.

Determinadas sefiales ambientales como la luz, el estrés salino y la sequia han
sido conocidas como controladoras de la biosintesis de ABA. Principalmente el
estrés salino y la sequia inducen la sintesis de ABA mediante la regulacion de los
genes de biosintesis empleando factores de transcripcion (Xiong, L. and Zhu, J. K.,
2001; Xiong, L. and Zhu, J. K., 2003).

Evidencias experimentales implican a los azucares, al estrés osmotico y al
ABA como senales que activan la biosintesis de ABA en las semillas en desarrollo.
Los genes que codifican las enzimas ZEP, ABA2, AAO3, y MCSU son inducidos
por azucares (Cheng, W. H. et al., 2002). La sacarosa puede regular la biosintesis de
ABA en el embrion, y en el caso de ABA2, esta regulacion puede ser muy
importante puesto que no es inducido ni por estrés osmotico ni por ABA (Cheng, W.
H. et al., 2002). La induccion de la biosintesis de ABA por estrés osmdtico podria ser
mas importante en la fase de maduracion del embridon, cuando se produce la

adquisicion de la tolerancia a la desecacion y la latencia de la semilla. Asimismo, los

48



1. Introduccion.

genes ZEP, AAO3 y ABA3 estan regulados por ABA y estrés osmotico, de modo
que el ABA exdégeno aumenta significativamente su expresion (Xiong, L. et al.,
2001a; Xiong, L. et al., 2001b; Xiong, L. et al., 2002a). Tomando todos los datos
conjuntamente, surge la posibilidad de una regulacion de la biosintesis de ABA por
ABA mediante retroalimentacion positiva. Existen determinados componentes que
pueden mediar en la auto-regulacion del ABA. Uno de ellos seria SADI
(supersensitive to ABA and drought 1), cuya mutacién recesiva confiere
hipersensibilidad al ABA en la germinacidn, crecimiento vegetativo y expresion
génica. La caracterizacion del mutante mostré que el mutante tiene bloqueada la
regulaciéon por ABA de los genes AAO3 y MSCU (Xiong, L. et al., 2001a). La
proteina SAD1 y otras proteinas “Sm-like” parecen estar implicadas en el
procesamiento, exportacion y degradacion del RNA mensajero y pueden regular la
relacion del recambio de los transcritos de los componentes de la sefalizacion del
ABA, como por ejemplo el gen ABI1 ya que su induccion esta bloqueada en el
mutante sadl (Xiong, L. et al., 2001a).

En hojas de roseta parece claro que el paso crucial de la biosintesis de ABA es
la rotura oxidativa del 9-cis-epoxicarotenoide catalizado por la enzima NCED.
Consistente con esta funcion, la sobreexpresion constitutiva o inducible de algunos
de los genes NCED produce un aumento de los niveles de ABA y la reduccion de la
perdida de agua por transpiracion (Iuchi, S. et al., 2001; Qin, X. and Zeevaart, J. A.,
2002;Thompson, A. J. et al., 2000b). Sin embargo, la sobreexpresion del gen ZEP de
A. thaliana resulta en un aumento de la induccidén del gen por estrés en semillas
(Xiong, L. et al., 2002a), y produce un aumento de la latencia de las semillas y
retraso de la germinacion en tabaco (Frey, A. et al., 1999), presumiblemente como
resultado del aumento de la biosintesis de ABA. Asi, la reaccion catalizada por la
enzima ZEP podria ser el paso crucial de la biosintesis de ABA en tejidos no
fotosintéticos como semilla y raices, poniendo de manifiesto la compleja regulacion
de la biosintesis de ABA.

Obviamente la regulacion precisa de la biosintesis de ABA es muy importante
para el control de los niveles de ABA que modulan las respuestas a estrés y los
programas de desarrollo. Evidencias indirectas sugieren que las vias de sefalizacion
para la induccion de la biosintesis de ABA por estrés puede implicar sefiales redox,
sefializacion por Ca®’, y eventos de fosforilacion y defosforilacion de proteinas. Sin

embargo, poco se conoce al respecto y todavia no estan identificados los elementos
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cis de los genes de biosintesis implicados en la regulacion. Ademads, los analisis
genéticos han puesto en evidencia las relaciones existentes entre el ABA, el etileno,
los azucares, los brasinoesteroides y otras sefiales en la germinacion de las semillas y
otros procesos fisiologicos. Esta relacion plantea la posibilidad de que algunos de los
componentes de sefalizacion ya descritos en otras vias se sefializacion estén también
implicados en la regulacion de la biosintesis de ABA. Un ejemplo podria ser el locus
ERA3 (“enhanced response to ABA” 3)/EIN2 (“ethylene insensitive” 2). Las plantas
mutantes era3/ein2 poseen unos niveles de ABA dos veces mayores que el ecotipo
silvestre, seguramente debido a que existe una mayor transcripcion del gen ZEP en el
mutante (Ghassemian, M. et al., 2000). No obstante, el efecto de la mutacion
era3/ein? en la biosintesis de ABA puede ser consecuencia de una interaccion
compleja entre las diferentes hormonas mas que una regulacion especifica de la
biosintesis de ABA.

Para identificar componentes de la ruta de regulacion de la biosintesis de ABA
son necesarios rastreos genéticos basados en respuestas mas especificas y que puedan
ser visualizados de forma mas sensible. Existen varias posibilidades, como el empleo
de las células oclusivas en las que se visualiza el intercambio gaseoso (Merlot, S. et
al., 2002; Mustilli, A. C. et al., 2002) y el empleo de fusiones génicas de los
promotores de los genes de biosintesis con genes chivato. Ademas, el empleo de la
genética reversa proporciona otra aproximacion para identificar nuevos

componentes.

1.4. Movimiento del ABA.

No se conoce demasiado sobre la distribucién y movimiento del ABA en la
planta. Debido a su naturaleza de acido débil, el ABA tiende a acumularse
pasivamente en las células. Este fendémeno de transporte pasivo se debe a que el
ABA se encuentra en su forma protonada en el apoplasto ligeramente acido. Este
ABA en forma protonada es lipofilico y puede pasar la membrana plasmatica hacia el
citosol. Sin embargo, en el citosol con pH neutral, el ABA es ionizado y se vuelve
hidrofilico, con lo cual es dificil que pueda salir de las células. Esto implica que debe
existir un transporte activo del ABA mediado por trasportadores similar al que existe

para el [AA. Ademas, el pH puede influir en la distribucion del ABA en la célula.
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Diversos ensayos con ABA marcado radiactivamente han concluido que el
ABA se puede mover desde las hojas maduras al resto de la planta, incluido las
semillas en desarrollo y que el ABA se transporta desde las raices sometidas a estrés
hacia las hojas a través de la savia xilematica desde las raices hasta los brotes como
sefal del estrés hidrico (Rock, C. D. and Zeevaart, J. A., 1993; Hartung, W. et al.,
2002). No obstante, datos obtenidos recientemente sugieren la movilizacion dindmica
de los precursores del ABA. Diferentes ensayos de localizacion de las proteinas
codificadas por los genes ABA2 y AAO3, ultimos pasos de la ruta de biosintesis de
ABA, muestran que estas proteinas se localizan en tejido vascular (Cheng, W. H. et
al., 2002; Koiwai, H. et al., 2004). Asi parece ser que el sistema vascular posee una
funcién importante en la produccién del ABA y movilizacion del ABA hacia sus
dianas funcionales en A. thaliana. Ademas, el patron de expresion del gen ABA2
parece ser diferente del patron para los genes ZEP y ABA3, sugiriendo la hipdtesis
que el transporte inter-6rganos, inter-celular e inter-organelos de ABA y de sus
precursores es requerido para la salida en el sitio donde llevara a cabo su funcion
fisiolégica. En cambio, existe una elevada expresion del gen AAO3 en el tejido
vascular de raices y se ha detectado expresion en las celulas oclusivas, de modo que
el gen seria expresado en lugares donde el ABA va a realizar su funcion. Estos datos
sugieren que los ultimos pasos de la ruta de biosintesis tendrian lugar en la regiones
del haz vascular, de modo que el transporte y distribucion del ABA a través de la
planta constituiria un factor muy importante en la regulacion de diferentes procesos

fisiologicos por ABA.

1.5. Elementos de senalizacion del ABA.

El ABA regula importantes eventos del crecimiento vegetativo y reproductivo
de las plantas, desde procesos con efectos lentos, como puede ser la adquisicion de la
tolerancia a la sequia, a efectos realmente rapidos como el cierre de los estomas. Asi
la existencia de diferentes respuestas fisiologicas controladas por ABA (rdpidas y
lentas) indican que existen multiples mecanismos de accion del ABA, con algunos
elementos comunes que afectan a ambos tipos de respuestas (revisado en Rock, C.
D., 2000; Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002). Ademas, el analisis de los
mecanismos de la respuesta ABA resultan complicados debido a que existen

diferencias segun el estadio de desarrollo o el tejido de la planta, resultando que
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determinados componentes pueden actuar como reguladores negativos o positivos
dependiendo de donde se exprese. Asimismo, se han identificado mutantes de
respuesta a ABA en rastreos para identificar mutantes de respuesta a otras hormonas
como giberelinas, citoquininas y auxinas. También se ha demostrado la existencia de
interacciones entre las sefalizaciones por ABA vy etileno, brasinoesteroides, luz o
azucares, lo que pone de manifiesto el cruce entre diferentes rutas de respuesta y
como algunos de los elementos de sefalizacion actian en varias rutas de respuesta.
Todo esto hace pensar que algunos de los elementos de sefializacion actian como
nodos o como componentes de una red de sefializacion compleja (revisado en Rock,
C. D., 2000; Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002).

Se han empleado tres estrategias diferentes para identificar los componentes de
la respuesta a ABA: genética, bioquimica y farmacologica/celular. Se han realizado
multitud de rastreos genéticos que han permitido aislar mutantes con defectos en la
respuesta a ABA. Estos rastreos incluyen la producciéon de semillas sin latencia
(Koornneef, M. et al., 1982), alteracion del desarrollo embrionario (Meinke, D. W. et
al., 1994), pérdida o ganancia de sensibilidad al ABA en germinacion (Koornneef,
M. et al., 1984; Finkelstein, R. R., 1994; Cutler, S. et al., 1996), crecimiento de la
plantula (Lopez-Molina, L. and Chua, N. H., 2000), crecimiento de la raiz
(Himmelbach, A. et al., 1998), diferente expresion de un gen chivato (Ishitani, M. et
al., 1997; Foster, R. and Chua, N. H., 1999), incremento de la transpiraciéon en la
hoja (Raskin, I and Ladyman, J. A. R., 1988; Merlot, S. et al., 2002). Ademas se han
aislado mutantes con defectos en respuesta a multiples sefiales, incluyendo el ABA,
basados en rastreos con condiciones como salinidad (Quesada, V. et al., 2000),
azucar (Arenas-Huertero, F. et al., 2000), o resistencia a otras fitohormonas como
auxinas, brasinoesteroides o etileno (Wilson, A. K. et al., 1990; Alonso, J. M. et al.,
1999; Li, J. et al., 2001). Como resultado se han identificado mas de 50 loci que
afectan la accion del ABA (revisado en Rock, C. D., 2000; Finkelstein, R. R. and
Rock, C. D., 2002; Himmelbach, A. et al., 2003). Estos loci codifican factores de
transcripcion, proteinas fosfatasas o kinasas, proteinas de uniéon a RNA o que
intervienen en el procesamiento del RNA mensajero, enzimas con actividad farnesil
transferasa, enzimas del metabolismo de los fosfolipidos y proteinas de union a GTP
(guanina trifosfato). No obstante, ninguno de los elementos definidos genéticamente
es necesario para todas las respuestas del ABA, indicando nuevamente la existencia

de multiples mecanismos de percepcion y seiializacion del ABA.
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Percepcion del ABA.

Al contrario que con otras fitohormonas, la aproximaciéon genética no ha
permitido aislar mutantes del receptor de ABA. Con la excepcidon de una referencia
sin confirmar (Hornberg, C. and Weiler, E., 1984), todavia no se ha descrito ningin
receptor para el ABA. Sin embargo, existen evidencias indirectas sobre la existencia
de receptores tanto intracelulares como extracelulares de ABA. Estas han sido
obtenidas principalmente de estudios sobre el mecanismo de accion del ABA en las
células estomaticas empleando ABA y conjugados de proteina-ABA (Schwartz, A. et
al., 1994; Allan, A. C. et al., 1994; Jeannette, E. et al., 1999; Hamilton, D. W. et al.,
2000). Adicionalmente, varios estudios moleculares han permitido describir varias
proteinas intra y extracelulares capaces de unirse a ABA y conjugados de proteina-
ABA (Pedron, J. et al., 1998; Kasuga, M. et al., 1999; Zhang, D. P. et al., 2001;
Zhang, D. P. et al., 2002), aunque no existen evidencias que unan a estas proteinas
con los efectos fisiologicos del ABA. Por otra parte, el empleo de analogos del ABA
en bioensayos de germinacién y expresion génica han sugerido la existencia de
multiples receptores de ABA con diferentes requerimientos estructurales para su
actividad en diferentes vias de respuesta (Walker-Simmons, M. K. et al., 1997; Kim,
B. T. et al., 1999). Recientemente se ha realizado un rastreo empleando ambos
estereoisomeros del ABA y se han encontrando mutantes con diferente respuesta a
ambos, indicando que pueden existir diferentes mecanismos de reconocimiento del
ABA (Nambara, E. et al., 2002).

Asimismo se ha confirmado mediante el empleo de anticuerpos y fracciones
enriquecidas de membranas la existencia de un sistema receptor de ABA y otros
elementos (por ejemplo, glicoproteinas) unidos por una ruta de proteinas G que
activan la fosfolipasa D (PLD) en la membrana plasmatica (Wang, M. et al., 1995;
Desikan, R. et al., 1999; Ritchie, S. and Gilroy, S., 2000). Ademas, el ABA es capaz
de regular las actividades de los canales ionicos de la membrana plasmatica y del
tonoplasto de forma muy rapida (Assmann, S. M. and Shimazaki, Ki, 1999), siendo

posible que el ABA interaccione directamente con estas proteinas de transporte.

Primeros pasos de sefializacion por ABA.

Se han descrito varios elementos encargados de los eventos mas tempranos de

la sefializacion. Algunos de ellos pertenecen a grandes familias que intervienen en
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diferentes procesos de sefalizacion, postulandose que se conseguiria la especificidad
de sefial mediante el empleo especializado de diferentes miembros.

En el caso de las proteinas heterotriméricas G, A. thaliana posee solo una o dos
isoformas de cada subunidad. Recientes estudios muestran que la pérdida de funcion
del gen GPA1, que codifica una isoforma de la subunidad Ga, rompe aspectos de la
sefalizacion de auxinas, giberelinas, brasinoesteroides y ABA, indicando que este
componente no es fuente de especificidad en la sefalizacion. El mutante nulo gpal-1
muestra insensibilidad a la inhibiciéon por ABA de la apertura estomatica (Wang, X.
Q. et al,, 2001) y en ensayos de germinacion exhibe hipersensibilidad al ABA, a los
azucares, hiposensibilidad al acido giberélico e insensibilidad al brasinélido (Ullah,
H. et al., 2001; Ullah, H. et al., 2002; Lapik, Y. R. and Kaufman, L. S., 2003). En
cambio, los mutantes en la subunidad G, codificada por el gen AGB1, muestran un
aumento del numero de primordios laterales de la raiz, alteracion en la forma de la
hoja y flor y una silicuas mas cortas (Lease, K. A. et al., 2001; Ullah, H. et al., 2003).
Recientemente también se ha conseguido identificar el gen GCR1 que codifica un
hipotético receptor acoplado a proteinas G. Diversos analisis de interaccion han
confirmado que las proteinas GCR1 y GPAI interaccionan in vitro e in vivo, siendo
muy importante para esta interaccion el extremo C-terminal (Pandey, S. and
Assmann, S. M., 2004). Plantas de tabaco que sobreexpresan el gen GCR1 muestran
una floracion acelerada, y una reducida latencia de las semillas (Colucci, G. et al.,
2002), y mutantes nulos del gen muestran hipersensibilidad al ABA en ensayos de
crecimiento de raiz y una cinética de pérdida de agua mdas lenta que el ecotipo
silvestre. Estos mutantes gcr/ mostraron ademds una mayor tolerancia y una mejor
recuperacion después de un choque de estrés por sequia. Sin embargo, los niveles de
ABA eran similares al ecotipo silvestre, lo que indicaba que el gen estaria implicado
en la ruta de sefializacion de ABA (Pandey, S. and Assmann, S. M., 2004)

En cambio, las proteinas monoméricas ROPs (Rho/rac-related GTPases of
plants) son una clase de GTPasas de la superfamilia RAS de la que hay descritas 11
miembros especificas de plantas que actuan como interruptores moleculares. La
proteina ROP10 regula negativamente el cierre estomatico mediado por ABA, la
germinacion y la inhibicion del crecimiento (Zheng, Z. L. et al, 2002). El
reclutamiento de la proteina ROP10 a la membrana requiere la presencia de un sitio
de farnesilacion funcional, lo cual permite apoyar el papel como regulador negativo

de la respuesta a ABA de la subunidad  de la farnesil transferasa (ERA1). Otras dos
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proteinas ROP2 y ROP6 contienen un posible motivo de unidén de la molécula
geranilgeranil, y plantas mutantes con las formas activas muestran que son
moduladores negativos de la respuesta a ABA. De todas formas, su funcion se asocia
con la reorganizacion del citoesqueleto de actina y el transporte de vesiculas,
necesarios para el cierre estomatico (Lemichez, E. et al., 2001; Yang, Z., 2002). Los
defectos pleiotropicos en las plantas mutantes rop analizadas sugieren que la
especificidad de la respuesta de las proteinas ROP puede depender de la interaccion
con activadores especificos y dianas, asi como de la especializacion de funcion entre
las proteinas G monoméricas.

Asimismo parecen estar implicados en la sefalizacion de ABA como
mensajeros secundarios y posibles efectores de proteinas G, el inositol 1,4,5
trifosfato (IP3) y el acido fosfatidico (PA), producido por la fosfolipasa C (PLC) y
fosfolipasa D (PLD) respectivamente (Gilroy, S. et al., 1990; Jacob, T. et al., 1999;
Ritchie, S. and Gilroy, S., 1998; Gampala, S. S. et al., 2001). La inhibicion de la
expresion de la enzima PLC en las células oclusivas de plantas de tabaco transgénico
produce un bloqueo de la respuesta a ABA, tanto de la induccion del cierre como de
la inhibicion de la apertura de los estomas (Hunt, L. et al., 2003. De los 6 genes PLC
que posee A. thaliana, solo la expresion del gen AtPLC1 es inducida por ABA
(Hirayama, T. et al., 1995), aunque el andlisis mediante genética reversa mostrd que
el gen AtPLC1 era necesario pero no suficiente para los efectos del ABA en la
germinacion, crecimiento y expresion de genes (Sanchez, J. P. and Chua, N. H.,
2001). Ademas, la identificacién del mutante fiy/ con un defecto en el metabolismo
de los fosfoinositoles (posee inactivada una proteina inositol polifosfato 1-fosfatasa
clonada anteriormente como SALI; Quintero, F. J. et al., 1996), recalcé el papel de
los fosfoinositoles como mensajeros secundarios en la sefializacion por ABA del
estrés abidtico (Xiong, L. et al., 2001c). También la molécula esfingosina 1-fosfato
(1-SP) ha sido implicada en la sefializacion de ABA por estrés de sequia en el cierre
estomatico (Ng, C. K. et al., 2001), requiriendo la proteina GPA1 para su accion
(Coursol, S. et al., 2003).

Estudios con microsomas de células de la aleurona de cebada han demostrado
que la estimulacion de la actividad de PLD esta mediada por la actividad de proteina
G precedida de la percepcion del ABA en la membrana plasmatica (Ritchie, S. and
Gilroy, S., 2000). Hay 5 subfamilias de PLD en A. thaliana con 11 genes, muchos de

los cuales son inducidos por varios estreses (Wang, X. et al., 2000) y muestran
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diferente distribucion en tejidos y localizacion subcelular. Sin embargo, el gen PLDa
es el tnico miembro de la familia cuya expresion y actividad es incrementada por
ABA (Fan, L. et al., 1999). Ademas, la supresion por RNA antisentido de este gen
ralentiza la senescencia promovida por etileno y ABA en hojas cortadas de A4.
thaliana (Fan, L. et al., 1997) e inhibe el cierre de estomas en respuesta a estrés
(Sang, Y. et al., 2001), lo que indica un papel en la sefializacion de ABA.

El cierre estomatico esta relacionado con un incremento del Ca** citosélico. No
obstante el Ca" interviene en otros procesos de sefializacion por otras fitohormonas
como auxinas y es empleado como mensajero intracelular por otros mensajeros
secundarios, indicando que la especificidad de respuesta puede ser debida a las
frecuencias de oscilacion, a las amplitudes de esa oscilacion o a la localizacion del
Ca*’ (Allen, G. J. et al., 2000; Allen, G. J. et al., 2001; Schroeder, J. I. et al., 2001;
Klusener, B. et al., 2002). Las moléculas inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y ADP-ribosa
ciclica (cADPR) pueden inducir la liberacion de Ca’" desde los almacenes celulares
(Gilroy, S. et al., 1990; Leckie, C. P. et al., 1998). Otros estudios han mostrado que
ABA estimula la sintesis de oxido nitrico (NO) y H,O; en las células oclusivas
(Garcia-Mata, C. and Lamattina, L., 2002; Neill, S. J. et al., 2002) siendo el cierre de
los estomas por NO dependiente de cADPR (Neill, S. J. et al., 2002). Estos dos
mensajeros secundarios estdn asociados con la interaccion con patdogenos indicando
que existe una convergencia de diferentes vias de sefializacion a nivel de oscilaciones
de Ca®" (Klusener, B. et al., 2002). Las sefiales redox suministradas por cambios en
las concentraciones de NO y H,O; poseen una reducida vida media, siendo el H,O,
generado principalmente por oxidasas dependientes de NADPH unidas a membranas
y el NO por nitrato reductasas y el complejo glicina descarboxilasa. Ademas existe
otra conexion entre el estado “redox” y la sefializacion por ABA ya que el estado
redox de la célula puede ser rapidamente percibido por las proteinas fosfatasas ABI1
y ABI2, que son rapidamente inactivadas por H>O, debido a la oxidacién de varios

residuos de cisteina cruciales (Meinhard, M. et al., 2002).

Elementos reguladores de la seiializacion.

Los diferentes rastreos genéticos realizados han permitido aislar mutantes con
defectos en la respuesta a ABA. Asi, los mutantes abil y abi2 fueron inicialmente

identificados como plantas con menor sensibilidad al ABA tanto en tejido vegetativo
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como en semilla (Koornneef, M. et al., 1984; Merlot, S. and Giraudat, J., 1997,
Merlot, S. et al., 2001). Su posterior clonacion los identific6 como dos miembros de
la familia de las fosfatasas Ser/Thr PP2C con una homologia elevada entre ambas
(Leung, J. et al., 1994; Leung, J. et al., 1997; Meyer, K. et al., 1994; Rodriguez, P. L.
et al., 1998). La alta homologia entre ambas proteinas ha hecho que algunos autores
sugirieran que podrian actuar sobre los mismos sustratos (Leung, J. et al., 1997), pero
diversos andlisis electrofisiologicos indican que los defectos encontrados en el
mutante abil-1 son mas extensos y que la proteina fosfatasa ABII actua antes que el
Ca” en la ruta de respuesta a ABA (Schroeder, J. L. et al., 2001). Varios analisis de
interaccion proteina-proteina indican que ambas fosfatasas ABI son capaces de
interaccionar con numerosas dianas, como un factor de transcripciéon de tipo
homeodominio-cremallera de leucina (HD-leuccine zipper; Himmelbach, A. et al.,
2002) y la proteina quinasa PSK3/CIPK15 (Guo, Y. et al., 2002). Estos datos
muestran como un sensor de calcio estd estructuralmente unido con sus proteinas
asociadas quinasas y fosfatasas para la regulacion de la transduccion de la sefial de
ABA. Asimismo, estudios de dos hibridos han confirmado también la interaccion
entre ABI2 y SOS2, una Ser/Thr proteina quinasa identificada por su papel en la
sefalizacion del estrés salino (Liu, J. et al., 2000; Ohta, M. et al., 2003). El anélisis
del genoma de A. thaliana muestra que existen 69 miembros de la familia de
fosfatasas PP2C, 25 de las cuales parecen implicadas en la sefalizacion de ABA
(Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002). Dos de ellas, AtHAB1 y AtHAB2,
poseen un alto grado de similitud a las fosfatasas ABI1 y ABI2 y se ha demostrado
que también intervienen en la via de sefalizacion por ABA (Rodriguez, P. L., 1998;
Leonhardt, N. et al., 2004; Saez, A. et al., 2004). Ademas, otras familias de proteinas
fosfatasas afectan también a la senalizacion del ABA, como las fosfatasas PP1/PP2A
con funcion en la expresion génica inducida por ABA y el cierre de los estomas,
puesto que la inhibicion de estas fosfatasas aumenta la probabilidad de apertura de
canales de Ca*" (Kwak, J. M. et al., 2002).

Muchas proteinas quinasas de varias familias génicas han sido implicadas en la
sefalizacion de ABA afectando la regulacion de los estomas y/o la expresion génica,
encontrando que el ABA puede aumentar la expresion o actividad de estas proteinas
quinasas (revisado en Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002). Asi, las proteinas
PKABA1 y AAPK son reguladores positivos de la expresion génica mediada por
ABA y de la respuesta estomatica respectivamente (Wang, X. Q. et al., 2001;
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Johnson, R. R. et al., 2002) y pertenecen ambas a la familia de proteinas quinasas del
tipo “SnRKs”. La proteina PKABA1 fosforila y activa factores de transcripcion del
tipo ABF (ABRE binding factor; Johnson, R. R. et al., 2002). La proteina AAPK
interacciona fisicamente y fosforila la proteina de union a RNA AKIP1 dentro del
nucleo de las células oclusivas, siendo necesaria esta fosforilacion inducida por ABA
para que la proteina AKIP1 interaccione con los RNA mensajeros dianas y provoque
su traduccion, como por ejemplo, RNA mensajeros de dehidrinas inducidas por ABA
(Li, J. et al., 2002). Ademas existe la posibilidad que estas proteinas quinasas regulen
el recambio proteico puesto que parece que se unen al proteosoma 26S y son capaces
de reclutar las proteinas para su degradacion (revisado en Hrabak, E. M. et al., 2003).

Los loci ERA (enhanced response to ABA) fueron identificados en un rastreo
que buscaba mutantes con mayor respuesta a la inhibicion de la germinacion por el
ABA (Cutler, S. et al., 1996). El gen ERA1 codifica la subunidad  de la enzima
farnesil transferasa, indicando que interviene en la lipidacion de una hipotética
molécula de sefializacion, entre las que pueden encontrarse las proteinas G (Cutler, S.
et al.,, 1996). El mutante era3 resulto ser alélico al mutante ein2, que codifica un
sensor de cationes divalentes unido a membrana que parece representar un punto de
cruce entre etileno, ABA, auxinas, acido jasmoénico y sefializacion de estrés (Alonso,
J. M. etal., 1999).

En los ultimos anos se han clonado diferentes loci que afectan al control del
ABA sobre la expresion génica y codifican componentes que controlan
postranscripcionalmente la acumulaciéon de RNA mensajeros, tanto a nivel de la
maduracion de los mensajeros como en el control de su estabilidad. El gen ABH1
codifica un homdlogo del complejo CAP de union al RNA y participa en el control
de la maduracion especifica del RNA mensajero de genes de respuesta a ABA,
incluyendo reguladores negativos de la sefial de ABA (Hugouvieux, V. et al., 2001;
Hugouvieux, V. et al., 2002). La comparacion de los patrones de transcripcion del
ecotipo silvestre y del mutante abh! mediante micromatrices, muestra que solo 18
genes estan por debajo de su nivel de expresion en el mutante, incluyendo algunos de
los anteriormente identificados como inducibles por ABA y algunas proteinas
sefializadoras como las proteinas fosfatasas PP2C (Hugouvieux, V. et al., 2001). El
gen HYL1 codifica una proteina de union a RNA de doble cadena. La expresion del
gen HYL1 esta reprimida por ABA, indicando un papel como regulador negativo de

la respuesta de ABA, influyendo en el recambio de moléculas de RNA mensajero
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(Lu, C. and Fedoroff, N., 2000). El gen SADI1 codifica una proteina “Sm-like” y
parece estar implicada en el procesamiento o recambio de RNA (Xiong, L. et al.,
2001a).

También se han aislado una serie de mutantes denominados gcal-8 en un
rastreo del crecimiento de la raiz en un medio suplementado con ABA. Mientras que
los efectos de gca3-8 se limitan al control del crecimiento de la raiz, los mutantes
gecal 'y gca2 poseen efectos pleiotropicos. Estos mutantes son recesivos y
seguramente reguladores positivos de la respuesta de ABA (Himmelbach, A. et al.,
1998). Otra serie de genes han sido aislados empleando la estrategia de genes
chivatos y algunos de ellos han sido clonados. Entre ellos, el gen HOS1 codifica una
nueva proteina con dedos de zinc que parece estar implicada en la inactivacion de los
componentes de sefializacion de ABA (Lee, H. et al., 2001).

Todos los componentes identificados ponen de manifiesto que los mecanismos
reguladores de la sefializacion implican el control de la expresion génica a todos los
niveles, ademas de control del recambio de las proteinas por ubiquitinacion (revisado

en Himmelbach, A. et al., 2003).

Dianas transcripcionales.

La identificacion de los genes regulados por ABA y de las secuencias cis de
respuesta a ABA han constituido un punto de inicio para los estudios bioquimicos.
En los tejidos vegetativos, los genes regulados por ABA estdn implicados en la
respuesta a los estreses abiodticos, mientras que en las semillas en maduracion estan
implicados tanto en la sintesis de materiales de reserva como en la induccion de la
tolerancia a la desecacion. Asi, los genes regulados por ABA codifican en gran
medida productos necesarios para la adaptacion al estrés o para sintesis de productos
de reserva, y en menor medida codifican componentes de sefalizacion (Leung, J. and
Giraudat, J., 1998; Finkelstein, R. R. and Lynch, T. J., 2000; Finkelstein, R. R. and
Rock, C. D., 2002; Lopez-Molina, L. and Chua, N. H., 2000). El analisis del
transcriptoma ha mostrado que alrededor de 1.300 genes son regulados por ABA, y
aproximadamente el 90% de ellos estan desregulados en el mutante abil-1, lo cual da
idea del papel central desempeniado por esta fosfatasa (Hoth, S. et al., 2002). Los
genes encargados de la regulacion de estos productos pertenecen a distintas familias

de factores de transcripcion, destacando los factores ABI3, ABI4 y ABI5 que
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pertenecen a las familias génicas de factores VIVIPAROUS1/ABI3, AP2/ERF y
bZIP, respectivamente.

Hay aproximadamente 80 genes en el genoma de A. thaliana que codifican
factores de transcripcion del tipo bZip (Riechmann, J. L. and Ratcliffe, O. J., 2000;
Jakoby, M. et al.,, 2002). La subfamilia a la que pertenece el factor ABIS5 se
denomina factores de uniéon a ABREs (ABF) y esta compuesta por al menos 9
miembros, 8 de los cuales se ha comprobado que estan relacionados con la expresion
de genes inducibles por ABA (Choi, H. et al., 2000; Uno, Y. et al., 2000; Kim, S. Y.
et al., 2002). Estos factores poseen tres dominios basicos conservados y el dominio
bZIP de interaccidon con proteina en el extremo de C-terminal, mientras que en el
extremo N-terminal contiene posibles sitios de fosforilacion. Estos factores
interaccionan como dimeros con el elemento de respuesta a ABA (ABRE, ABA
response element) de los promotores, compuesto por las denominadas cajas G
(ACGT). Sin embargo, una 6ptima respuesta a ABA requiere la participacion de un
segundo elemento cis llamado elemento acoplador (CE, coupling element). Este
elemento se considera también un elemento ABRE, aunque no todos los miembros
de la subfamilia ABIS pueden unirse a ¢l. Ademads, estd descrito que factores de
transcripcion de la familia AP2 se pueden unir al elemento CE, mostrando de este
modo la relacion existente entre ambos factores de transcripcion en la expresion de
genes controlados por ABA (Kizis, D. and Pages, M., 2002; Narusaka, Y. et al,,
2003). Recientemente se ha identificado, mediante la técnica de un hibrido de
levadura y empleando como cebo elementos ABREs, 4 miembros inducibles por
estrés y ABA de la subfamilia ABF capaces de transactivar la expresion de un gen
chivato controlado por un elemento ABRE en levadura y que pueden interaccionar
con ambos elementos ABREs (Choi, H. et al., 2000). Dos de los miembros, ABF2 y
ABF4, fueron previamente aislados por Uno et al. (2000) y denominados como
AREBI1 y AREB2. La sobreexpresion de los factores de transcripcion ABF3 o ABF4
produce hipersensibilidad al ABA y otros fenotipos asociados a ABA como
sensibilidad al azucar, reducida germinaciéon y crecimiento postgerminativo,
alteracion de la expresion de genes de respuesta a estrés y tolerancia a la sequia
(Kang, J. Y. et al., 2002). Algunos estudios indican que el factor ABIS es activo
preferentemente durante el desarrollo de la semilla y en los primeros estadios de la
plantula mientras que los factores ABF1-4 poseen su funcion reguladora

preferentemente en los estadios posteriores del desarrollo (Uno, Y. et al., 2000;
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Kang, J. Y. et al., 2002). A pesar de las similitudes entre los sitios de union y de la
expresion inducible por estrés o ABA de la subfamilia ABF, estudios recientes han
mostrado que estos estan sujetos a una regulacion cruzada por ABI3, ABI4 y ABIS
con un rango desde la hiperinduccion hasta la represion (Brocard, I. M. et al., 2002),
lo que no cuadraria con un modelo sencillo de redundancia funcional en esta
subfamilia. Asimismo, la actividad de estos factores de transcripcion parece estar
regulada por fosforilacion (Kagaya, Y. et al.,, 2002). La fosforilacion de ABIS
estabiliza la proteina porque bloquea la union con la proteina AFP encargada de
reclutar a ABIS para la degradacion por el proteosoma 26S, dando lugar al arresto del
crecimiento post-embrionario (Lopez-Molina, L. et al., 2003; Smalle, J. et al., 2003).
Esta fosforilacion correlaciona con la activacion por ABA y H,O, de la proteina
quinasa AtMPK3 (Lu, C. et al., 2002).

El factor de transcripcion ABI4 posee un dominio de interaccion con DNA del
tipo AP2 y se incluye dentro de la subfamilia ERF compuesta aproximadamente por
120 miembros (Riechmann, J. L. and Ratcliffe, O. J., 2000). ABI4 es capaz de unirse
al elemento cis de respuesta a la sequia (DRE, drougth response element), aunque el
elemento DRE no esta presente en multitud de genes regulados por ABI4 y algunos
estudios in vitro han demostrado que también es capaz de unirse a los ABREs
(Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002).

De los 43 miembros pertenecientes a la familia con dominio B3 encontrados en
A. thaliana, 14 se encuentran en la subfamilia ABI3/VP1 (Riechmann, J. L. and
Ratcliffe, O. J., 2000). Ademés de ABI3, esta subfamilia incluye dos miembros
reguladores que controlan la maduracion del embrion, FUS3 (Luerssen, H. et al.,
1998) y LEC2 (Stone, S. L. et al., 2001). El andlisis de las secuencias de los genes
ABI3 de A. thaliana y VIVIPAROUSI de maiz y ensayos de complementacion
determinaron que ambos eran ortélogos (Suzuki, M. et al., 2001), aunque VP1
actuaba ademds como represor transcripcional de genes que son inducidos durante la
germinacion por GA (Hoecker, U. et al., 1995). El factor ABI3 contiene 4 dominios
caracteristicos: un dominio de activacion acidico y tres basicos (B1, B2 y B3). Se ha
determinado que este factor de transcripcion se une al elemento conservado RY
(Suzuki, M. et al., 1997), y el dominio B2 es capaz de interaccionar con el elemento
de respuesta a ABA (ABRE). Recientes estudios de dos hibridos han demostrado que
los factores de transcripcion ABI3 y ABIS interaccionan directamente mediante el

dominio B1 de ABI3 (Nakamura, S. et al., 2001), sugiriendo que ABI5 unido al
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promotor ABRE puede atar a ABI3 a alguno de sus promotores diana y facilitar asi la
interaccion con los elementos RY y los complejos de transcripcion.

El gen LEC1 pertenece a una familia con 10 miembros en 4. thaliana capaces
de unirse a la denominada caja CCAAT. Los miembros de esta familia de factores
de transcripcion se supone que consiguen la especificidad de expresion mediante la
formacion de homo y heterodimeros capaces de activar una serie especifica de genes
(Lekstrom-Himes, J. and Xanthopoulos, K. G., 1998). El gen LEC1 se expresa
primariamente durante la embriogénesis temprana y pese a que las mutaciones tienen
efectos limitados en la sensibilidad al ABA (West, M. et al., 1994; Lotan, T. et al.,
1998), parece que potencia la respuesta a ABA mediante interacciones genéticas con
los factores de transcripcion ABI3, ABI4 y ABIS (Meinke, D. W. et al., 1994; Parcy,
F. et al., 1997; Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002).

La implicacion de los factores de transcripcion MYB y MYC en la expresion
de genes regulados por ABA qued6 de manifiesto al clonar miembros de ambas
familias inducibles por estrés (Urao, T. et al., 1993; Abe, H. et al., 1997). La familia
MYB esta representada por 190 miembros en A. thaliana, mientras que solo existe un
miembro MYC con la estructura de dominios candnica del tipo b-HLH-ZIP, aunque
existe una alta homologia con 139 posibles factores bHLH. Debido a que el sistema
de respuesta mediante los factores del tipo MYB/MYC requiere sintesis de novo de
ambas proteinas, se ha sugerido que pueden participar en la respuesta adaptativa
lenta al estrés por deshidratacion (Shinozaki, K. and Yamaguchi-Shinozaki, K.,
2000).

Algunos miembros (AtHB6, AtHB7 y AtHB12) de la familia de factores de
transcripcion “homeodominio-cremallera de leucina” (HD-Zip) son inducidos por
ABA y estrés abiotico (Soderman, E. et al., 1996; Lee, Y. H. and Chun, J. Y., 1998;
Soderman, E. et al., 1999). El factor AtHB6 se une a elementos cis ricos en AT e
interacciona fisicamente con la proteina fosfatasa ABI1 (Himmelbach, A. et al.,
2002).

Existen varias hipdtesis de como los factores de transcripcion identificados
regulan las mismas dianas génicas. Esta regulacion podria ser bien mediante la unién
independiente a la diana de los distintos factores o bien mediante su unidon
secuencial, o incluso mediante una combinacién de factores unidos de forma
independiente y secuencial. Sin embargo, la comparacion de diferentes patrones de

expresion mutantes y silvestres ha demostrado que ninguno de los factores de
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transcripcion nombrados anteriormente es completamente especifico de estadio de
desarrollo, de modo que seguramente existe y es necesaria una interaccion con
reguladores especificos de ABA y otros reguladores para llevar a cabo su funcién
(revisado en Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002).

Ademas de la regulacion de la expresion génica por ABA mediante los factores
de transcripcion se ha encontrado que existe una regulacién post-transcripcional
tanto a nivel de maduracion y estabilidad de RNA mensajeros como en la estabilidad
de proteinas. Recientemente se ha identificado a la RNA polimerasa II como posible
punto de control en la sefializacion del estrés en plantas mediante la accion de la
fosfatasa AtCPL1, la cual seguramente realiza este control mediante la
defosforilacion del dominio C-terminal de la RNA polimerasa II (Koiwa, H. et al.,

2002).

Comunicacion cruzada con otras hormonas.

Ademas de la caracterizacion del antagonismo en diferentes respuestas entre el
ABA vy otras fitohormonas como GAs, citoquininas y auxinas, se ha demostrado la
interaccion entre las sefalizaciones por ABA y etileno, brasinoesteroides, luz o
azucares (revisado en Rock, C. D., 2000; Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002).
Asi parece mas adecuado pensar que algunos de los elementos de sefializacion actiian
como nodos o con diversos componentes de una red de sefializacion compleja. Asi, el
hecho de que unicamente algunas mutaciones en diferentes elementos de respuesta
parecen afectar a varias rutas de sefializacion sugiere que las interacciones entre las
diferentes rutas son relativamente especificas.

No obstante, se han identificado mutantes con defectos pleiotropicos en
respuesta a varias hormonas incluyendo el ABA. Dos mutantes resistentes al acido
jasmonico, jarl y jar4, también muestran hipersensibilidad al ABA en ensayos de
germinacion (Staswick, P. E. et al., 1992; Berger, S. et al.,, 1996). El mutante
dominante negativo axr2-1 es resistente a auxina, etileno, y ABA, (Wilson, A. K. et
al., 1990). El mutante sax/ es hipersensible a ABA y auxina, y la adicion de
brasinoesteroides exdgenos rescata el fenotipo (Ephritikhine, G. et al., 1999). Los
mutantes bril y bri2 son sensibles a brasinoesteroides e hipersensibles ABA en el
crecimiento de raiz (Clouse, S. D. et al., 1996; Li, J. et al., 2001). El mutante era3

resultd ser alélico al mutante ein2, que codifica un sensor de cationes divalentes
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unido a membrana que parece representar un punto de cruce entre etileno, ABA,
auxinas, acido jasmoénico y sefalizacion de estrés (Alonso, J. M. et al., 1999). La
comparacion de fenotipos monogénicos y digénicos mostraron que las mutaciones
ctrl 'y abal-1 actuaban sinergisticamente aumentando la resistencia a ABA en

germinacion (Beaudoin, N. et al., 2000).

1.6. Mecanismos moleculares de la sefializacion.

El ABA regula desde procesos con efectos a medio-largo plazo (dias-semanas)
como puede ser la adquisicion de la tolerancia a la sequia hasta a efectos realmente
rapidos como el cierre de los estomas (minutos). Esto implica la existencia de
multiples mecanismos de accion del ABA con algunos elementos comunes que
afectan a ambos tipos de respuestas. De este modo, los analisis de los mecanismos de
la respuesta ABA resultan complicados, dado que segun el estadio de desarrollo o el
tejido de la planta existen diferencias, resultando que determinados componentes
pueden actuar como reguladores negativos o positivos. Asi es mdas sencillo

considerar la accion del ABA por separado en sus diferentes funciones.

Desarrollo y establecimiento de la semilla.

Durante el desarrollo de la semilla de bastantes especies existen dos picos de
concentracion de ABA en funcion del tiempo. En A. thaliana el primero de estos
picos ocurre a los 10 DAP (dias después de la polinizacion), es de origen maternal y
precede a la fase de maduracion de la semilla (Karssen, C. M. et al., 1983). Este
primer pico es requerido para prevenir la germinacion prematura o viviparismo en la
fase de divisiones celulares de la embriogénesis (Figura 1.6.). Concretamente parece
que es requerido para la detencion del ciclo celular de las células del embrion en la
transicion entre las fases G1/S, consistente con el hecho que el ABA puede inducir la
expresion de un inhibidor de proteinas quinasas dependientes de ciclina (ICK1) que
puede intervenir en la detencion del ciclo celular (Wang, H. et al., 1998). Diversos
estudios genéticos en A4. thaliana han puesto de manifiesto la importancia que poseen
los genes LEC1, LEC2 y FUS3 para prevenir la germinacion prematura al final de la
fase de divisiones celulares de la embriogénesis (Raz, V. et al., 2001). En cambio, los

mutantes sencillos aba o abi no son viviparos en A. thaliana, salvo el doble mutante
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abi3 con lec2-3 o fus3, lo que pone de manifiesto la distincion entre los mecanismos
que controlan el viviparismo y la sensibilidad a ABA en la germinacion en A.
thaliana. Sin embargo en maiz, mutantes sencillos con un defecto en la biosintesis
(vp14) o en la sefalizacion (vpl) si son viviparos (Leung, J. and Giraudat, J., 1998;
Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002). Estos datos indican que al menos en A.
thaliana existen mecanismos de control del viviparismo redundantes, mecanismos
que no estan presentes o son menos redundantes en otras especies como maiz
(Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002).

El segundo de los picos de ABA esta producido por el zigoto, es tres veces
menor que el primero y es esencial para la induccion de la latencia de la semilla
(Karssen, C. M. et al., 1983). Sin embargo, el contenido en ABA en una semilla
silvestre madura es solamente 1,4 veces mayor que los niveles en una semilla sin
latencia de un mutante deficiente, indicando que existen otros factores importantes
en el mantenimiento de la latencia de las semillas ademdas del nivel de ABA
endogeno (Bentsink, L. and Koornneef, M., 2003). Coincidiendo con la aparicion de
este pico de ABA se acumulan en el embrion los RNA mensajeros especificos que
codifican proteinas de reserva y proteinas LEA (late embryogenesis abundant). Las
proteinas LEA son altamente homodlogas entre ellas, muy solubles, basicas, ricas en
glicina y lisina y con escasos residuos hidrofobicos. Estas caracteristicas confieren a
las proteinas LEA un carécter hidrofilico y estabilidad a la ebullicion, indicando que
poseerian funcién protectora de proteinas y membranas frente a los dafios producidos
por la pérdida de agua que ocurre en el citoplasma durante la desecacion de la
semilla.

La expresion de estos genes durante la maduracion estd controlada por la
accion combinatoria de diversos factores de transcripcion inducibles por ABA.
Mediante andlisis genéticos se han identificado seis clases de factores de
transcripcion, ABI3, ABI4, ABIS5, LEC1, LEC2 y FUS3 (Figura 1.6.), que son
esenciales tanto para la expresion de genes inducibles por ABA como para genes
especificos de semillas. Incluso se ha llegado a determinar que regulan
principalmente la expresion génica a partir de la mitad de la embriogénesis y que
algunos de ellos regulan principalmente la respuesta a ABA (ABI3, ABI4 y ABIS)
mientras que otros regulan principalmente la transicion desde la embriogénesis al

crecimiento germinativo (LEC1, LEC2 y FUS3).
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Una vez finalizada la fase de maduracion de la semilla los niveles de ABA
disminuyen, siendo practicamente inexistentes cuando la semilla esta capacitada para

germinar.

ABA materno ABA cigotico

LEC1,LEC2

e

LEC1

/ FUS3

/ABI3/VP 1\‘ /

ABI4
ABIS
W
Acumulacién  Viviparismo Latencia Sintesis de LEA
de reservas Tolerancia a la
desecacion

Figura 1.6. Mecanismos de sefializacion implicados en el desarrollo de la semilla.

Las flechas representan la promocion del proceso o expresion de los reguladores mientras que
las barras representan la inhibicion del proceso indicado. La posicion de los loci no implica el orden
de actuacion génica.

Germinacion de la semilla y establecimiento de plantula

La germinaciéon de la semilla esta controlado por varias hormonas (ABA,
giberelinas (GA), etileno y brasinoesteroides (BR) asi como por factores ambientales
(Koornneef, M. et al., 2002; Bentsink, L. and Koornneef, M., 2003) (Figura 1.7.). Se
han encontrado evidencias genéticas para el antagonismo ABA/GA en la
germinacion de las semillas, suministradas por el aislamiento de mutaciones
deficientes en ABA como supresores de la falta de germinacion debida a mutaciones
deficientes en GA (Koornneef, M. et al., 1982) o como por ejemplo, el aislamiento
del mutante de respuesta a GA sleepy como supresor del fenotipo de germinacion del
mutante abil-1 (Steber, C. M. et al.,, 1998). Asimismo, lineas insensibles y
deficientes en brasinoesteroides fueron hipersensibles a la inhibicion de la
germinacion por ABA (Steber, C. M. and McCourt, P., 2001). La interaccion con la

sefializacion por etileno fue determinada mediante el aislamiento de nuevos alelos de
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genes de respuesta a etileno en busquedas de reguladores de la sensibilidad al ABA
en semilla (Beaudoin, N. et al., 2000; Ghassemian, M. et al., 2000).

Durante la imbibicion de la semilla, la biosintesis de novo de ABA en el
embrion es determinante para el mantenimiento de la latencia de las semillas
(Koornneef, M. et al., 2002; Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002). Ademas el
embrion embebido puede mantenerse entre un estado de latencia y germinacion
controlado por el factor de transcripcion ABIS. Semillas maduras incubadas durante
5 dias después de la estratificacion en bajas concentraciones de glucosa y ABA
muestran la detencion del crecimiento posterior a la emergencia de la radicula y una
gran acumulacién de la proteina ABI5 (Lopez-Molina, L. et al., 2001). Esta
acumulacion de proteina ABIS esta fuertemente correlacionada con el mantenimiento
de la tolerancia a la desecacion en estas semillas latentes. Asi el ABA, la proteina
ABIS y otros factores pueden ser requeridos para retrasar o prevenir escapes de la
germinacion bajo condiciones no favorables para soportar el crecimiento de la
plantula.

Una concentracion exégena de ABA 3uM es suficiente para la inhibicion de la
germinacion de las semillas silvestres de A. thaliana. Sin embargo a bajas
concentraciones de azucares (glucosa o sacarosa de 30 a 90 mM) se observa
emergencia de radicula incluso a concentraciones de ABA 100 uM, aunque el
posterior desarrollo de la plantula esté bloqueado (Garciarrubio, A. et al., 1997;
Finkelstein, R. R. and Lynch, T. J., 2000). Esto indicaba que el azicar exogeno
favorecia la germinacion porque permitia superar la deficiencia nutricional resultante
de la inhibicion de la movilizacion de reserva mediada por el ABA exdgeno
(Garciarrubio, A. et al., 1997; Eastmond, P. J. et al., 2000) (Figura 1.7.).

Por otra parte, uno de los efectos mas caracterizados del ABA durante la
germinacion es el realizado como antagonista de la hormona GA en la movilizacién
de las reservas de almidon en granos de cereales. La movilizacion de almidon esta
catalizada por la activacion de las enzimas o-amilasas. Estas enzimas estan sujetas a
una regulacion espacial, temporal, hormonal y metabdlica que afecta su expresion a
varios niveles, incluyendo la transcripcion, estabilidad del mRNA, y la secrecion de
la enzima (Jacobsen, J. V., 1995). Como ejemplo del efecto antagonista GA/ABA en
la expresion génica, la hormona GA promueve la expresion de genes de o-amilasas

induciendo la sintesis del factor de transcripcion GAMyb, mientras que el ABA
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induce la expresion de una proteina quinasa PKABA1 que reprime la induccion de

GAMyb (Gomez-Cadenas, A. et al., 2001).
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Figura 1.7. Esquema de las vias de sefializaciéon que interaccionan con el ABA en la
germinacion de la semilla y el establecimiento de la plantula. Las flechas representan la promocion del
proceso o expresion de los reguladores mientras que las barras representan la inhibicion del proceso
indicado. La posicion de los loci no implica el orden de actuacion génica.
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Respuesta a estrés.
Cierre de los estomas

El cierre de los estomas inducido por ABA ocurre en unos minutos, de modo
que no necesita sintesis de novo de ABA y es por tanto un modelo excelente para
estudiar los eventos tempranos de sefializacion de ABA. La regulacion de la apertura
estomatica se produce gracias a la integracion de los distintos mecanismos de
respuesta a diferentes condiciones como son el estatus hidrico de la planta, las
respuestas hormonales, la luz, el CO, y otros factores ambientales mediante una red
compleja de sefializacion (Figura 1.8.). Debido a esto en los ultimos afios se han
empleado los estomas como un sistema modelo para el estudio de estas interacciones
y especialmente para analizar la regulacion de los canales i6nicos en respuesta al
ABA.

El ABA es el mayor controlador de la respuesta estomatica frente a estrés,
promoviendo el cierre de los estomas e inhibiendo su apertura. El cierre y la apertura
de los estomas difieren en los mecanismos moleculares de sefializacion (Schroeder, J.
L. et al., 2001; Maser, Pascal et al., 2003; Himmelbach, A. et al., 2003; Figura 1.8.).
El cierre se produce por una pérdida de turgor de las células oclusivas causado por la
salida del K" intracelular y otros aniones de las células, el traslado de la sacarosa y la
conversion del 4acido organico malato en el osmoéticamente inactivo almidon
(MacRobbie, E. A., 2000). Concretamente, el ABA inicia un incremento del Ca*"
libre intracelular que a su vez activa dos tipos de canales anionicos, uno lento y
sostenido denominado tipo-S y otro mas rapido y momentaneo denominado tipo-R.
Ambos canales producen la liberacion de aniones de la célula oclusiva, provocando
la despolarizacion de la membrana plasmatica de la célula. Este cambio en el
potencial de membrana desactiva los canales de entrada de K' y activa los canales de
salida de K, resultando en una salida del potasio intracelular de las células oclusivas.
Ademéas, el ABA causa la alcalinizacion del citosol de la célula oclusiva, lo que
directamente aumenta la actividad del canal de salida de K" y disminuye la actividad
de los canales anionicos del tipo-R (Figura 1.8.). Asimismo, el 90% del volumen de
las células oclusivas estan ocupadas por la vacuola y esta contiene la gran mayoria de
iones que saldran de la célula oclusiva. Asi, el aumento de Ca®" intracelular activa
los canales de K vacuolares que mueven el K™ hacia el citosol. La salida sostenida

de los aniones y del K* de las células oclusivas por los canales de salida de la
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membrana plasmatica contribuye a la pérdida de turgencia de las células oclusivas y
al cierre del poro estomatico (revisado en Schroeder, J. I. et al., 2001; Maser, Pascal
et al., 2003).

La apertura del estoma esta dirigida por la H-ATPasa de la membrana
plasmatica dado que al aumentar el potencial eléctrico activa la toma de K" por los
canales de entrada. El aumento del Ca®" citosolico provocado por el ABA baja la
actividad de los canales de entrada de K y de la H'-ATPasa inhibiendo la apertura
(Figura 1.8.).

La ruta de senalizaciéon de ABA que conduce al cierre estomatico es una de las
mas conocidas y estudiadas. La mayoria de los elementos descritos en el punto 1.5
forman parte de ella (revisado en Schroeder, J. L. et al., 2001; Maser, Pascal et al.,
2003). El aumento de Ca®" citosélico producido por el ABA puede ser debido a la
liberacion de Ca®" desde los almacenes intracelulares como la vacuola o bien a la
entrada a través de la membrana plasmatica mediante los canales de entrada de Ca®".
Varios experimentos muestran como las moléculas inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) o
ADP-ribosa ciclica (¢(ADPR) pueden inducir la liberacion de Ca** de los almacenes
celulares (Gilroy, S. et al., 1990; Leckie, C. P. et al., 1998), pero ninguno es
suficiente para obtener la respuesta a ABA completa (MacRobbie, E. A., 2000).
Estudios recientes han mostrado que ABA estimula la sintesis de oxido nitrico (NO)
en las células oclusivas, el cual induce el cierre estomatico dependiente de cADPR
(Neill, S. J. et al., 2002) y han implicado a la esfingosina 1-fosfato (S-1P) en el cierre
estomatico (Ng, C. K. et al., 2001). Asimismo, El ABA promueve la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden intervenir también como
mensajeros secundarios promoviendo la activacion de los canales de Ca*" (Pei, Z. M.
et al., 2000). Varios estreses que provocan el cierre estomatico resulta en produccion
de ROS (Lee, S. et al., 1999), de modo que se ha sugerido que la ruta de respuesta

dependiente de ROS es compartida por varios estreses.
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Figura 1.8. Esquema de la sefalizacion por ABA en las células oclusivas. S1P, esfingosina 1
fosfato; PA, 4cido fosfatidico; IP3, inositol 1,4,5 trifosfato; cADPR, ADP-ribosa ciclica; ROS,

especies reactivas de oxigeno; NO, acido nitrico.

Genes de respuesta a estreés.

Tradicionalmente se ha implicado a la hormona ABA en la respuesta a estrés

(Zeevaart, J. A. and Creelman, R. A., 1988; Leung, J. and Giraudat, J., 1998). De
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este modo, la comparaciéon de la expresion génica de genes inducibles por estrés en
mutantes deficientes y de respuesta a ABA ha demostrado que existen tanto rutas de
sefalizacion de estrés dependientes de ABA como independientes (Figura 1.9)
(Rock, C. D., 2000; Shinozaki, K. and Yamaguchi-Shinozaki, K., 2000; Seki, M. et
al., 2002; Shinozaki, K. et al., 2003; Xiong, L. et al., 2002b ; Zhang, H. et al., 2004),
considerando algunos autores al ABA como parte de una red de conexiones
interconectadas de percepcion y sefializacion de estrés (Shinozaki, K. and
Yamaguchi-Shinozaki, K., 2000; Seki, M. et al., 2002; Shinozaki, K. et al., 2003;
Zhang, H. et al., 2004).

Los diversos estudios de expresion génica revelan 2 vias de respuesta en
funcién del tiempo de respuesta, una temprana y transitoria con un pico a las 3 horas
y que dura hasta 10 horas y una segunda respuesta mas sostenida en el tiempo. Los
genes de respuesta mas tempranos incluyen genes implicados en las vias de
sefalizacion y factores de transcripcion (Xiong, L. and Zhu, J. K., 2001), aunque
solo uno de ellos ha mostrado ser inducible por ABA (Knetsch, M. et al., 1996). Los
genes con una expresion mdas sostenida son genes que se supone intervienen en
algunos aspectos de la adaptacion al estrés y que principalmente son inducidos por
los genes de respuesta mas tempranos. Muchos de ellos codifican proteinas similares
a las LEA, proteasas, enzimas del metabolismo de azucares y otros solutos
compatibles, proteinas de canales hidricos o i6nicos y enzimas que detoxifican
especies reactivas de oxigeno. La mayoria han sido nombrados como genes rd
(responsive to dehydratation), cor (cold regulated), Iti (low temperature induced) o
kin (cold induced).

Han sido descritas vias de sefializacion de estrés dependientes e independientes
de ABA. Un modelo reciente propone la existencia de al menos 4 vias de
sefalizacion, dos independientes y otras dos dependientes de ABA que median la
respuesta a estrés salino y osmotico (Figura 1.9.; Shinozaki, K. and Yamaguchi-
Shinozaki, K., 2000; Seki, M. et al., 2002; Shinozaki, K. et al., 2003). Las vias de
sefalizacion dependientes de ABA poseen la expresion génica mediada por los
factores de transcripcion del tipo MYB/MYC y AREB/ABF. En cambio, las
independientes de ABA estdn compuestas por la ruta SOS (salt overly
supersensitive), una ruta cuya expresion génica estd mediada por la familia de
factores de transcripcion DREB capaces de unirse a los elementos de respuesta a

sequia (DREB, drougth reponse element binding), y otros factores atn no
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identificados. Los elementos cis a los que se unen estos factores de transcripcion que
forman parte de los promotores de los genes implicados en la tolerancia son los
elementos CRT/DRE, ABREs y MYCR/MYCBR. En cambio, la ruta SOS interviene
principalmente en la regulacion de la homeostasis idnica y esta compuesta por tres

miembros denominados SOS1, SOS2 y SOS3.

Estrés osmotico y salino

Independiente de ABA ABA
ABI1/ABI2
Ruta SOS
DRE2B AREB/ABF MYC/MYB
CRT/DRE ABREs MYCRS/MYBRS

Respuesta y tolerancia a estrés

Figura 1.9. Esquema de las rutas de sefalizacion en la respuesta a estrés hidrico
independientes y dependientes de ABA. En las cajas se nombran los elementos cis implicados en cada
ruta.
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2. Objetivos

Los objetivos planteados en esta tesis doctoral fueron los siguientes:
Andlisis genético de la tolerancia a sal en la planta modelo Arabidopsis
thaliana empleando una coleccion de lineas transgenicas mutagenizadas con
T-DNA. Caracterizacionr fenotipica de los mutantes resistentes e
identificacion de los loci mutantes.
Caracterizacion molecular de los alelos mutantes srel-1/aba2-11 y srel-
2/aba2-12. Clonacion del gen ABA2 y caracterizacion bioquimica de su
actividad alcohol deshidrogenasa.
Caracterizacion de los alelos mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3.
Implicacion de la actividad bioquimica del gen AAO3 en semillas.

Caracterizacion del alelo mutante sre3/abal-101.
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3.1. Material Biologico.

Arabidopsis thaliana.

Las lineas de T-DNA empleadas en este proyecto fueron construidas en el
laboratorio del Dr. Detlef Weigel (The Salk Institute, La Jolla, CA) utilizando el
vector de transformacion pSKI15 en el fondo genetico Columbia (Weigel, D. et al.,
2000). Estas lineas fueron donadas al Centro de Recursos Bioldgicos de Arabidopsis
(Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC), Ohio, USA) y distribuidas como
generacion Ty. Las semillas fueron distribuidas en lotes diferentes, empleandose en el
presente trabajo los lotes N21995 y N21991. El primer lote estaba compuesto de 86
grupos de 100 lineas transgénicas, y el segundo de 82 grupos de 96 lineas
transgénicas, siendo analizadas un total de 16.500 lineas transgénicas. Cada grupo de
lineas transgénicas contenia alrededor de 1000 semillas (aproximadamente 10
semillas de cada linea transgénica). Ambos lotes se juntaron para formar la poblacion
So (de Seleccion), con un tamafo aproximado de 200.000 semillas, en la que se llevo
a cabo la busqueda de mutantes resistentes en germinacion a medios con alta
concentracion de sal. Se denomind S; a la primera generacion seleccionada por su
resistencia y S; a la generacion descendiente de la poblacion S; y asi sucesivamente.
Se empleo esta nomenclatura para facilitar la comprension y seguimiento de las

lineas transgénicas durante el proceso de seleccion y de las posteriores generaciones.
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Pst |
Hind Ill

pSKI015
Kpn I— (10.138 pb)

4x35S

Figura 3.1. Esquema del vector pSKOI15 utilizado para la generacion de las lineas
transgénicas (tomado del articulo Weigel et al., 2000).

La estructura del vector pSKI15 (Figura 1.1.1.) desde el borde derecho (RB) al
izquierdo (LB) del T-DNA es la siguiente:

e Cuatro copias del activador de la transcripcion 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV), cuya funcién es provocar la
sobreexpresion de los genes de la planta cercanos a la insercion de T-
DNA.

e El plasmido pUCI19 permite la realizacion de la técnica de rescate
plasmidico para la localizaciéon de la insercion del T-DNA en el
genoma de la planta. Posee el gen bacteriano de resistencia al
antibidtico ampicilina, y se encuentra flanqueado por los sitios de
restriccion Unicos BamHI y EcoRI.

e El gen de resistencia al glufosinato, también conocido como BAR, que
permite la seleccion en tierra de las lineas transgénicas puesto que
confiere resistencia a un herbicida comercial.

La eleccién de esta poblacion de lineas transgénicas como poblacion de rastreo
responde a la caracteristica de ser lineas transgénicas generadas con un vector con 4

copias del intensificador de la transcripcion 35S CaMV. Estas secuencias
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intensificadoras de la transcripciéon pueden provocar la sobreexpresion de genes

cercanos, facilitando de este modo el aislamiento de mutantes con fenotipos

dominantes (Weigel, D. et al., 2000). Ademas, también es posible obtener mutantes

insercionales.

Durante el desarrollo del presente trabajo de tesis doctoral se han empleado

diversos mutantes y ecotipos de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. En la siguiente

lista se enumeran estos mutantes y ecotipos, asi como sus principales caracteristicas,

procedencia y uso.

1. Ecotipos:
e  Columbia (Col): Fue suministrado por el ABRC como ecotipo
silvestre de las lineas transgénicas.
e  Landsberg erecta (La-er): Proviene del laboratorio del Dr. Erwin Grill
(Lehrstuhl fur Botanik, Technische Universitat Munchen, Germany.) Se ha
empleado como ecotipo silvestre para los mutantes abil-1 y aao3-1 'y
también para la generacion de las poblaciones empleadas en el mapeo
posicional.

2. Mutantes de biosintesis de dcido abscisico:

e  Mutante abal-5: Suministrado por el ABRC con numero de lote
CS155. Obtenido mediante mutagénesis con EMS. Se encuentra en el fondo
genético Col. Empleado en los ensayos de complementacion, germinacion y
transpiracion.

e  Mutante aba2-1: Suministrado por el ABRC con numero de lote
CS156. Obtenido mediante mutagénesis con EMS. Se encuentra en el fondo
genético Col. Empleado en los ensayos de complementacion, germinacion y
transpiracion

e  Mutante aba3-2: Suministrado por el ABRC con numero de lote
CS158. Obtenido mediante mutagénesis con rayos gamma. Se encuentra en
el fondo genético La-er. Empleado en los ensayos de complementacion.

e  Mutante aao3-1: Suministrado por el Dr. Tomokazu Koshiba
(Departamento de Ciencias Biologicas, Universidad Metropolitana de
Tokio, Japon). Obtenido mediante mutagénesis con EMS. Se encuentra en
el fondo genético La-er. Empleado en los ensayos de complementacion,

germinacion y transpiracion.
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3. Mutantes insensibles a acido abscisico:

e  Mutante abil-1: Suministrado por el ABRC con numero de lote CS22.
Obtenido mediante mutagénesis por EMS. Se encuentra en el fondo

genético La-er. Empleado en los ensayos de germinacion y transpiracion

Escherichia coli.
Las distintas cepas empleadas se encuentran listadas a continuacion. Se
incluyen las principales caracteristicas (genotipo) y para que se han empleado.
e XLI-Blue MRF’: supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac
A(mcrA)183 A(mcr CB-hsd SMR-mmr)173 F* [proAB" lacl® lacZ AM15 Tnl0

(tet")]. Cepa comercial suministrada por Stratagene' ™. Empleada en la técnica
del rescate plasmidico.

o JMI110: dam dcm supE44 hsdR17 thi leu rpsL lacY galK galT ara tonA thr
tsx A(lac-proAB) F'[traD36 proAB" lacl® lacZ AM15]. Empleada como cepa
de transformacion de DNA recombinante.

e DH5a: supE44 AlacU169 (¢80 lacZ AM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96
thi-1 rel41. Empleada como cepa convencional de transformaciéon de DNA
recombinante.

e BL2I1(DE3): hsdS gal (Aclts857 indl Sam7 nin5 lacUVS5-T7 gene 1).

Empleada en la expresion y purificacion de proteinas recombinantes.

Agrobacterium tumefaciens.

Se empleo la cepa de A. tumefaciens GV3101 C58C1 que contiene al
plasmido Ti desarmado pGV2260 (Amp~) (Deblacre, R. et al., 1985).

Vectores de clonacion y transformacion.

e Plasmido pBluescriptSK+: plasmido multicopia suministrado por

™ . .y
Stratagene  y empleado como vector convencional de clonacion. Posee el gen
marcador de resistencia bacteriana al antibiotico ampicilina y el gen LacZ para

confirmar la existencia de inserto en el sitio de clonacion.
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e Plasmido pET-28a: suministrado por Novagen'™ y empleado para la
expresion y aislamiento de proteinas recombinantes en E. coli. Permite
producir proteinas recombinantes de fusion con una cola de histidinas, que
facilita su purificacion en columnas, y varios epitopos que permiten su
deteccion inmunologica. Como marcador posee el gen bacteriano de resistencia
a kanamicina. Para la expresion posee la RNA pol del fago T7 bajo el control
de un promotor inducido por IPTG y la pauta abierta de lectura (ORF) de la
proteina recombinante bajo el control del promotor reconocido por la RNA pol
del fago T7. De este modo, la adicion de IPTG al medio de crecimiento
bacteriano induce la produccion de la RNA pol del fago T7 y esto a su vez
lleva a cabo la transcripcion de la ORF de la proteina recombinante.

e Pldsmido pBIN19: vector binario empleado para la transformacion de

Arabidopsis thaliana. Posee un gran numero de secuencias dianas para enzimas
de restriccion que permiten la clonacion de fragmentos de DNA. Ademads posee
el gen de resistencia NPTII al antibiotico kanamicina para la seleccion de las
plantas transformadas con el plasmido.

e Construccién pPZP211-AAQO3: suministrada por el Dr. Tomokazu Koshiba

(Departamento de Ciencias Biologicas, Universidad Metropolitana de Tokio,
Japon) y descrita en (Seo, M. et al., 2000bb). Esta construccién posee un
fragmento de 7,8 kb de la region geondémica del gen AAO3, que incluye la
OREF y el promotor del gen. Se empleo en los ensayos de complementacion de
los mutantes. El plasmido posee el gen bacteriano de resistencia al antibiotico
espectinomicina para la seleccion de transformantes en bacterias y el gen de
resistencia NPTII al antibidtico kanamicina para la seleccion de las plantas
transgénicas.

e Cromosomas artificiales de bacterias competentes en transformacién

(TACQ): el clon TAC K8A10 fue suministrado por el ABRC. Fue empleado en

el ensayo de complementacion de mutantes.
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3.2. Material no Biologico.

Reactivos.

e (£)-Acido abscisico (ABA): suministrado por Sigma, referencia A-

1049. El producto suministrado es una mezcla racémica de los isdbmeros
2-cis,4-trans-ABA.

e Xantoxina: fue suministrado amablemente por el profesor Jan D.
Zeevaart (MSU-DOE Plant Research Laboratory, Michigan State
University, USA) como un producto liofilizado consistente en una
mezcla de los isdmeros 2-cis,4-trans y 2-trans,4-trans, practicamente en
proporcion 1:1.

e Aldehido abscisico: fue suministrado también por el profesor Jan D.

Zeevaart como un producto liofilizado. El producto es una mezcla de
los isoémeros 2-cis,/4-trans y 2-trans,4-trans, aunque el isdmero

mayoritario es el 2-cis,4-trans.

Oligonucledtidos.

Los oligonucledtidos empleados como cebadores fueron adquiridos
comercialmente a la empresa Isogen y se encuentran detallados en la tabla de la

pagina siguiente:
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Nombre Secuencia (5°-3") Empleo

g,igii_m 5 iég&%&%&c AATAGT(}AT%T(j%é\(;(;%é Secuenciacion del gen ABAZ para1 la identificacion de las
3’ABA2 AGA CAT GAT AAA TTG GCG GAC mutaciones en el gen.
5'ABA2BRI CGC GGA TCC GAA TTC ATG TCA ACG . . .

AAC ACT GAA TCT Amplificacion y clonacion del cDNA del gen ABA2 en el
3'ABA2B CGC GGA TCC TCA TCT GAA GAC TTT vector de expresion de proteinas pET28a

AAA GGA
5'ABA1 ATG GGT TCA ACT CCG TTT TGC
5’ABA1-300 GGC TAA GAA GAA AGG ATT CGA Secuenciacion del gen ABAT1 para la identificacion de las
5'ABA1-1710 ATT GGA GCT TGA TGA AGC ATG G mutaciones en el gen.
3"'ABA1 TCA AGC TGT CTG AAG TAA TTT ATC
3’ABA1-1700 TTT CCA TGC TTC ATC AAG CTC
5'AAO3-5 AAA TCT AAC CTT ATA ATT GG
5"'AA03-900 CAA AGA CCA TCT TGT AAC AT
5"'AA03-1800 CAC CTT GCA CTC GGA ATATA
5"'AA03-2672 GCT GAG CGAV AAG ATA ATC TCC
5"AA03-3550 GAT CCT GAT GAA TAT ACA CTG CC
5"'AA03-4360 TCC GAT ATT ATT TAT GAC TGT GG Secuenciacion del gen AAO3 para la identificacion de las
3’AA03-1010 ATG TTA TGA AGC TCA GCC AC mutaciones en el gen.
3'AAO3-1880 ATC AAG ACT ACA TAT TCT AT
3'AA03-2790 GAA GTA CTG TGA CCC TAG CC
3"'AA03-3661 GGT ACT CGA GAA ATC CCT CTC
3"'AAO03-4544 CAG TAG TGT ACT CTT CCATCA TG
3'AAO3-5139 TGT AAC TTA GCA GCA ACG AGA G

52g47130BRI

CGC GGA TCC GAA TTC ATG TCG GGA
CTC AGA TTG GAT

CGC GGA TCC TCA AAT GGG CTT AAC

Amplificacion y clonacion del cDNA de los genes

372g47130B At2g47130 y At3g29250 en el vector de expresion de
GAC GCT proteinas pET28a
332292508 CGC GGA TCC TCA CGT GGT CAT GAG
CTT AAC
5°358 CAA CAT GGT GGA GCA CGA CA Amplificacion del intesificador de la transcripcion 35S
3358 GGG ATC TAG ATA TCA CAT CA presente en el T_DNA'. O“E)tencién de DI’\’IA sonda para el
analisis “Southern blot
5'DREB2A ATG GCA GTT TAT GAT CAG AGT Amplificacion del gen DREB2A (At5g05410). Obtencion
3’'DREB2A TTA GTT CTC CAG ATC CAA GTA de DNA sonda para el analisis” Northern blot”
5'RABI18 ATG GCG TCT TAC CAG AAC CGT Amplificacion del gen RAB18 (At5g66400).Obtencion de
3'RABI18 CCA GAT CCG GAG CGG TGA AGC DNA sonda para el analisis “Northern blot”
5'RD29A TAA TAT GGA AGT GAC TGA TGA GTC | 1 liicacion del gen RD29A (At5¢52310).0btencién de
T DNA sonda para el analisis “Northern blot”
3’'RD29A TTA AAG CTC CTT CTG CAC CGG AAC
3'GST6 CTA CTG CTT CTG GAG GTC AAT Amplificacion del gen GST6 (At2g47730). Obtencion de
5'GST6 CAC ACA GTA CCT AGC AGA GGA DNA sonda para el analisis Northern blot
5'TUB CCT GAT AACTTC GTCTTT GG Amplificacion del gen TUBULINA3 (At5g62700).
3'TUB GTG AAC TCC ATC TCG TCC AT Obtencion de DNA sonda para el analisis Northern blot
5'NCED3 ATG GCT TCT TTC ACG GCA ACG G Amplificacion del gen NCED3 (At3g14440). Obtencion de
3’'NCED3-860 TCA AAA TCG AAC CGA CCA ACG G DNA sonda para el analisis Northern blot
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4.1. Manipulacion y crecimiento de Arabidopsis thaliana.

En condiciones de invernadero las plantas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
(ecotipo Columbia [Col]) fueron cultivadas en una mezcla 1:2 de vermiculita:turba, y
regadas con agua.

Para el cultivo in vitro las semillas de Arabidopsis fueron esterilizadas en su
superficie tratandolas primero con una solucién al 70% de etanol durante 15 minutos
y después con una solucion compuesta de lejia comercial al 2,5% y 0,05% triton X-
100 durante 10 minutos. Finalmente las semillas se lavaron 3 veces con agua MiliQ
estéril. La estratificacion de las semillas se llevo a cabo después de haber sido
esterilizadas, almacenandolas a 4°C durante un periodo de 4 dias en oscuridad. La
germinacion se llevo a cabo en placas petri (Sterilin) que contenian medio de cultivo
Murashige-Skoog (MS) compuesto de sales minimas MS (Sigma), sacarosa al 1%
(p/v) y MES al 0,1% (p/v), ajustado el pH a 5,7 con KOH y solidificado con agar al
1% (p/v). Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron en una camara con
condiciones controladas de 22°C de temperatura, fotoperiodo de 16 horas de luz y 8

de oscuridad y una intensidad de luz entre 80-100 pEm™sec™.

4.2. Busqueda y analisis de mutantes.

Rastreo de lineas de A. thaliana mutagenizadas con T-DNA.

La poblacion Sy (de Seleccion) de lineas transgénicas fue analizada mediante
un rastreo primario con alta densidad de semillas (aproximadamente 4.000 semillas
por placa). Este rastreo fue realizado en placas petri de 14 cm de diametro con medio
MS suplementado con 200 mM de NaCl. Las semillas fueron esterilizaron en
superficie, puestas en una solucion de agarosa 0,1% (p/v) y distribuidas manualmente
en la placa petri con un asa de vidrio. A continuacién las placas fueron cerradas con
parafilm e incubadas en las condiciones descritas en el apartado anterior. Las
plantulas fueron consideradas como resistentes si mostraban germinacion y
establecimiento de plantula (emergencia de la raiz y ambos cotiledones verdes
expandidos). Estas plantulas S; fueron rescatadas del medio con sal y puestas a

crecer en tierra para obtener la siguiente generacion.
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La generacion S, fue analizada mediante un rastreo secundario con baja
densidad de semillas para confirmar el fenotipo de resistencia a sal observado en el
rastreo primario. El rastreo secundario fue llevado a cabo en placas petri de 9 cm de
diametro con medio MS suplementado con NaCl 150 o 200 mM y empleando 200
semillas por placa. Las semillas se esterilizaron en superficie y fueron puestas en

placa de forma individual utilizando una micropipeta automatica de 1mL.

Analisis genético.

Los mutantes sre (salt resistant) fueron cruzados entre ellos, con los mutantes
deficiente en ABA y con los ecotipos Columbia (Col) y Landsberg erecta (La-er)
descritos en el punto 3.1. Los cruces se realizaron mediante la polinizacion manual
de flores emasculadas.

Para la determinacioén de la segregacion del cardcter en los mutantes sre, las
semillas F; del cruce de cada mutante con el ecotipo silvestre fueron sembradas en
tierra para obtener la generacion F, por autopolinizacion. Las semillas F, se
recogieron y se determinaron los porcentajes de germinacion y establecimiento de
plantula a los 5 dias en placas con medio MS so6lido suplementadas con NaCl 150
mM.

El test de alelismo se realiz6 empleando las semillas F; de los cruces entre
mutantes. Las semillas fueron puestas a germinar en placas con medio MS so6lido

suplementado con NaCl 150 mM, determinandose la germinacion a los 5 dias.

Analisis de la presencia de T-DNA.

Se extrajo DNA gendmico de 20 semillas S; de cada mutante crecidas en
medio MS liquido (sin agar 1%) durante 15 dias y en agitaciéon en la camara de
cultivo in vitro. El DNA extraido se digirido con las enzimas de restriccion EcoRlI,
BamHI y Hindlll, cargandose las digestiones en un gel de agarosa 0,8% (p/v).
Posteriormente se realizd un analisis “Southern blot” empleando dos sondas
especificas del T-DNA (Figura 3.1.):

= Sonda 358S. Identifica el extremo derecho del T-DNA. Obtenida por PCR al
amplificar el intensificador de la transcripcion 35S CaMV que posee el

T-DNA con la pareja de cebadores 535S y 3"35S.
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= Sonda BAR. Identifica el gen de seleccion en planta BAR, localizado en el
extremo izquierdo del T-DNA. Se obtuvo digiriendo el vector pSKOI15 con
los enzimas de restriccion EcoRl y Hindlll, y aislando la banda

correspondiente.

Analisis de cosegregacion.

El analisis de cosegregacion permite determinar si existe ligamiento entre el T-
DNA presente en el genoma de la planta mutante y el fenotipo que muestra. Para
llevar a cabo este andlisis se seleccionaron plantas mutantes homocigotas de la
poblacion segregante F, del cruce entre el mutante y el ecotipo silvestre. Estas
plantas fueron crecidas en medio liquido MS y en agitacién durante 15 dias en la
camara de cultivo in vitro. Se extrajo el DNA gendémico de forma individual y
aproximadamente 2 pug de DNA gendémico fue digerido con la enzima de restriccion
EcoRI. A continuacion se realizdo un andlisis “Southern blot” para determinar la
presencia o ausencia de inserciones de T-DNA en el genoma de los individuos
mutantes utilizando sondas especificas del T-DNA. Si no existe cosegregacion la
probabilidad de encontrar el T-DNA en cada planta seleccionada segin el fenotipo
de resistencia serd aproximadamente del 50%. Una frecuencia de deteccidon mayor
indicaria que existe ligamiento entre el T-DNA vy el fenotipo mutante. Finalmente si
el fenotipo mutante estd causado por la insercion del T-DNA, todos los individuos F

homocigoto mutantes poseeran el T-DNA en su genoma.

Rescate plasmidico.

Esta técnica utiliza el plasmido pUC19 incluido en el T-DNA (Figura 3.1.) para
localizar el punto de insercion del T-DNA en el genoma de la planta mutante.
Consiste en digerir el DNA gendémico del mutante con una enzima de restriccion y
extraer el plasmido del T-DNA junto con la secuencia gendémica flanqueante a la
insercion del T-DNA.

Brevemente, 5 ug de DNA gendmico de la planta mutante fue digerido con uno
de las enzimas de restriccion EcoRI o BamHI. Se limpi6 la digestion con un volumen
de PCI (Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico, en proporcion 25:24:1) y el DNA de

la fase acuosa se precipito con dos volumenes de AcNa 0,3 M-Etanol Absoluto. El
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DNA se resuspendié nuevamente en agua MiliQ y se recircularizé empleando 10
unidades de la enzima Ligasa T4 (5u/uL) (Boehringer) en presencia de tampon de
ligacion durante toda la noche a 14°C. Seguidamente el DNA se precipitdé de nuevo
con dos volumenes de AcNa 0,3 M-Etanol absoluto, se lavé dos veces con etanol
70% y se resuspendi6 en 20 uL de agua MiliQ.

Para la electroporaciéon se emplearon 5 pL de DNA recircularizado y una
alicuota de células de Escherichia coli cepa XL1-Blue MRF’. Las condiciones de
electroporacion estan descritas en el apartado 4.7. Finalmente los plasmidos aislados

fueron enviados a secuenciar.

Cartografia del locus mutante mediante marcadores moleculares (mapeo
posicional).

La poblacion de plantas mutantes empleada para el mapeo posicional del /ocus
mutante srel/ fue obtenida cruzando los mutantes homocigotos con plantas del
ecotipo silvestre La-er. Las semillas F; heterocigotas se sembraron en tierra para
obtener la siguiente generacion por autofecundacion. Se seleccionaron los individuos
homocigotos mutantes sre/ de la generacion F, segregante mediante el andlisis de la
germinacion en medios MS suplementados con NaCl 150 mM. Estos individuos se
rescataron del medio con sal y se crecieron de forma individual en medio MS liquido
durante 15 dias, extrayéndoles a continuacién el DNA gendmico.

La localizacion del /ocus mutante fue llevada a cabo analizando el ligamiento
con marcadores moleculares localizados en el genoma de A. thaliana. Paraello se
desarrollaron nuevos marcadores en base a repeticiones simples y a
inserciones/deleciones de las secuencias genomicas conocidas. En el apéndice se

listan los marcadores moleculares empleados.

4.3. Ensayos de germinacion.

Las semillas y medios fueron preparados como se describe en el apartado 4.1.
Para los ensayos en condiciones de estrés se afadid la cantidad correspondiente de
NaCl o manitol al medio MS antes de ser autoclavado. Para los ensayos con la
hormona vegetal ABA y el compuesto inhibidor de la biosintesis de giberelinas

paclobutrazol se esterilizaron soluciones de ambos compuestos por filtracion con
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filtros de 25 micras de tamafio de poro (Millex-GV) y se afadieron al medio MS
después de haber sido autoclavado. El porcentaje de germinacion fue determinado al
cabo de 5 y 7 dias para el ensayo en condiciones de estrés salino y al cabo de 7y 9
dias para el resto de ensayos.

Para los ensayos de latencia de las semillas se seleccionaron silicuas con un
desarrollo de semillas de 16-18 dias después de la polinizacion (DAP). Estas semillas
fueron separadas de las silicuas, esterilizadas en superficie e inmediatamente fueron
puestas a germinar en placas MS. Las placas fueron selladas con parafilm y se
incubaron en las condiciones descritas anteriormente. El porcentaje de germinacion

de las semillas fue determinado a los 5, 7 y 10 dias.

4.4. Ensayos de transpiracion.

Se emplearon 2-3 hojas de roseta de plantas crecidas en invernadero. Las hojas
se cortaron a la altura del peciolo y se pesaron. Se dejaron a temperatura ambiente y
se siguid la disminucion del peso de las hojas realizando una pesada cada 5 minutos.
Cada experimento fue realizado por duplicado, con dos replicas por muestra en cada

experimento.

4.5. Determinacion de acido abscisico.

En hojas de roseta.

Se tomaron hojas de rosetas de 10-12 plantas de unas 4 semanas. Ademas de
hojas control, se realizaron dos tratamientos: un tratamiento de estrés salino (regando
las plantas con NaCl 200 mM durante 5 dias) y un tratamiento de estrés por sequia
(las plantas sin regar durante 7 dias). Las muestras fueron recogidas, congeladas en
nitrogeno liquido y liofilizadas. Posteriormente las muestras liofilizadas fueron
molidas en un mortero para homogenizarlas. Para determinar la cantidad de ABA
presente en las muestras se emplearon 50 mg de material liofilizado, realizandose
cada muestra por duplicado.

La extraccion del ABA de las muestras se realizé anadiendo 5 mL del tampon
de extraccion (acetona 80% (v/v), acido citrico 500 mg/L, Butilhidroxitolueno (BHT)

100 mg/L) al material liofilizado e incubando las muestras durante 16 horas en
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oscuridad a 4°C. A continuacion el material fue homogenizado en un politron a
maxima velocidad durante un minuto y centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos.
Una alicuota de 1 mL de cada muestra fue evaporada en un “speedvac”. El residuo
resultante fue resuspendido en 100 pL del tampon TBS (Tris 50mM, MgCl, 1mM,
NaCl 150mM ajustado a pH 7,8 con HCI) y analizado directamente o mediante
diluciones con TBS para conseguir incluir la medida dentro del rango lineal
determinado por la curva patron de ABA. El ABA presente en cada muestra fue
cuantificado mediante el método indirecto ELISA (Walker-Simmons, M. K. et al.,
2000). Los anticuerpos contra el ABA fueron suministrados por los Laboratorios

Idex (San Bruno, CA).

En semilla.

Se analizaron muestras control y muestras tratadas con estrés salino. Se
esterilizaron en superficie 100 mg de semillas por muestra y se incubaron en medio
MS como tratamiento control, o en medio MS suplementado con NaCl 200 mM
durante 2 dias. Acabado el tratamiento se lavaron las semillas dos veces con agua
MiliQ y se molieron en frio con mortero. Para extraer el ABA de las muestras se
afnadi6 2,5 mL del tampon de extraccion (acetona 80% (v/v), acido citrico 500 mg/L,
Butilhidroxitolueno (BHT) 100 mg/L) y se incubd durante 14-16 horas a 4°C en
oscuridad. Una alicuota de 1 mL de cada muestra fue evaporada en un speedvac. El
residuo resultante fue resuspendido en 100 uL del tampdén TBS (Tris 50mM, MgCl,
ImM, NaCl 150mM ajustado a pH 7,8 con HCl) y analizado directamente o
mediante diluciones con TBS para conseguir incluir la medida dentro del rango lineal
determinado por la curva patron de ABA. El ABA presente en cada muestra fue
cuantificado mediante el método indirecto ELISA proporcionado por el estuche de
medicion “Phytodetek ABA” (Agdia, Indiana, USA) siguiendo las instrucciones

suministradas por el fabricante.

4.6. Determinacion de prolina.

Se siguid el protocolo descrito en Bates et al., (1973), basado en la reaccién

que tiene lugar entre dos moléculas de ninhidrina 4cida y el grupo amino de un
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aminoacido. Como resultado se produce un pigmento purpura, cuya absorbancia es
facilmente medible a 520 nm con un espectofotémetro.

Brevemente, una hoja de roseta de aproximadamente 50 mg se congeld con
nitrogeno liquido y se molié en mortero. Se le anadié 1 mL de una solucién 3% de
acido sulfosalicilico (Sigma) para extraer los aminoacidos y se agitd. A continuacion
se centrifugo y se tomd 0,5 mL del sobrenadante. Este se mezclé con 0,5 mL de
acido acético glacial (AcH) y 0,5 mL de una solucién de ninhidrina acida (ninhidrina
acida 2,5% (p/v), AcH 60% (v/v), H3PO4 2,5 M). La mezcla se incubo durante 1 hora
a 100°C y posteriormente se pard la reacciéon incubando la mezcla durante 10
minutos en hielo. Finalmente se realizo la extraccion de los productos de la reaccion
con 1 mL de tolueno y se realiz6 la medicidon de la absorbancia de los productos de
reaccion a 520 nm. La cuantificacion de los niveles de prolina de las muestras se
realizo mediante la comparacion con una curva patrén con las concentraciones de 0,

10, 20, 30, 70 nmoles de prolina.

4.7. Manipulacion y cultivo de Escherichia coli.

Se emplearon los procedimientos habituales de cultivo y manipulacion
(Sambrook, J. and Russell, D., 2000). El medio LB para el crecimiento contenia
triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5 % (p/v) y NaCl 1% (p/v), ajustado a pH 7
con NaOH y esterilizado en autoclave. Para preparar medio LB soélido se afiadié agar
1% (p/v) al medio antes de ser esterilizado en autoclave. Los distintos antibidticos
utilizados fueron esterilizados por filtracion y afnadidos a los medios después de ser
autoclavados.

El medio SOC contenia triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0,5 % (p/v),
NaCl 0,05% (p/v) y KCI 25 mM, ajustado a pH 7 con NaOH vy esterilizado en
autoclave. Posteriormente se afadia MgCl, y glucosa en soluciones estériles hasta

unas concentraciones finales de MgCl, 10 mM y glucosa 20mM.

Preparacion de células competentes.
Método quimico con choque térmico.

Las células competentes para la transformacion por choque térmico fueron

preparadas segin se describe en Sambrook et al., (2000). La preparacion de las
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células competentes se llevd a cabo creciendo las bacterias en 300 mL de medio de
cultivo LB hasta una Age de 0,3-0,4. Tras recoger las células por centrifugacion en
frio, se resuspendieron en 60 mL de una soluciéon fria que contenia RbCl 0,1 M,
MnCl, 50 mM, CaCl, 10 mM, glicerol 15 % (v/v), acetato potasico (pH 7,5) 30 mM,
ajustada a pH 5,8 con écido acético 0,2 M. Tras 30 minutos de incubacion en hielo,
las células eran nuevamente recogidas por centrifugacion en frio y resuspendidas en
10 mL de una solucion fria conteniendo RbCl 10 mM, CaCl, 75 mM, glicerol 15 %
(v/v) y MOPS (4cido 2-(N-morfolino)propanosulfénico) 10 mM, ajustada a pH 6,8
con NaOH. Tras 15 min de incubacion en hiclo, las células se distribuian en alicuotas
de 100 pL (para una transformacion) y se guardaban congeladas a —80 °C.
Ocasionalmente se empleo un protocolo mas simplificado. Brevemente, se
inoculo 100 mL de medio LB con 1 mL de cultivo saturado de bacterias, y se dejo
crecer hasta alcanzar una Aggo de 0,4. A partir de este punto se manejaron las células
en hielo y las soluciones preenfriadas. Las células se recogieron por centrifugacion a
4.000 rpm durante 10 minutos, se lavaron con 50 mL de una soluciéon de CaCl, 50
mM y se recogieron de nuevo por centrifugacion. Seguidamente las células se
resuspendieron en un 1 mL de una solucion CaCl, 50 mM, glicerol 10% (v/v), y
finalmente las células se distribuyeron en alicuotas de 100 uL, guardandose a —80°C

a continuacion.
Electroporacion

Las células competentes para electroporacion se prepararon de la cepa
bacteriana XL1-BlueMRF’ segin el método habitual descrito en Sambrook et al,
(2000) aunque con algunas modificaciones. A partir de una colonia se inocularon 4
mL de medio LB con el antibidtico tetraciclina (50pug/mL), y se crecio el cultivo
hasta saturacion. Este cultivo se distribuyé en 100 mL de medio LB liquido sin
antibiotico, creciendo las bacterias hasta una Age de 0,6-0,8 y seguidamente las
células fueron recogidas mediante centrifugacion a 4.000 rpm durante 10 minutos. A
partir de este punto se manejaron las células en hielo y las soluciones preenfriadas.
Las células se lavaron dos veces con 400 mL de agua MiliQ estéril y una vez con 50
mL de glicerol 10% (v/v), siendo recogidas después de cada lavado por
centrifugacion. Finalmente las células se resuspendieron en 2 mL de glicerol 10% y

se distribuyeron en alicuotas de 100 uL que se guardaron a —80°C.
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Transformacion.
Método de choque térmico.

Primeramente se afiadié el plasmido a transformar a una alicuota de células
competentes y se incubo 10 minutos en hielo. Seguidamente se llevo a cabo la
transformacion mediante el método de choque térmico empleando las condiciones
habituales de choque de 45 segundos a 42°C (Sambrook, J. and Russell, D., 2000).
Después del choque térmico las células se diluyeron en 1 mL de medio LB, se
crecieron en agitacion durante 1 hora a 37 °C y se extendieron en una placa de medio

LB solido con el antibiotico de seleccion del plasmido.
Electroporacion

Se anadi6 el plasmido a transformar a una alicuota de las células competentes y
la mezcla se paso a una cubeta de electroporacion fria de 1 mm de separacion entre
electrodos. La electroporacion fue llevada a cabo empleando el aparato Gene
Pulser™ (Bio-Rad) con las condiciones de 200 Q, 25 uF y 1,7 kV. Después de la
electroporacion, las células se diluyeron en ImL de medio SOC, se incubaron
durante 1 hora a 37 °C en agitacién y se extendieron en medio solido LB con el

antibiotico de seleccion.

4.8. Manipulacion y cultivo de Agrobacterium tumefaciens.

Se emplearon los procedimientos habituales de cultivo y manipulacion descrito
en Sambrook et al, (2000). El medio LB para el crecimiento contenia triptona 1%
(p/v), extracto de levadura 0,5 % (p/v) y NaCl 1% (p/v), ajustado a pH 7 con NaOH
y esterilizado en autoclave. Para preparar medio LB so6lido se afiadié agar 1% (p/v)
antes de ser esterilizado en autoclave. Los distintos antibioticos utilizados fueron

esterilizados por filtracion y afiadidos al medio después de ser autoclavado.

Preparacion de células competentes

Para la preparacion de las células competentes de A. tumefaciens se realizo el
protocolo ya descrito para E. coli pero con algunas modificaciones. Las células
competentes se prepararon partiendo de un cultivo de 10 mL de medio LB con

ampicilina (100 pg/mL) crecido durante 2 dias a 28° C. 1 mL de este cultivo se
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empleo para inocular 100 mL de medio LB sin antibiotico, que fue crecido a 28°C en
agitacion durante 24 horas. Las células fueron recogidas por centrifugacion a 4.000
rpm durante 10 minutos y lavadas 2 veces con agua MiliQ estéril. Finalmente las
células fueron resuspendidas en 4 mL de glicerol 10% frio, y guardadas a —80°C en

alicuotas de 100 uL.

Transformacion mediante electroporacion.

El protocolo de transformacién empleado fue el mismo que el descrito para
E.coli. Sin embargo, las condiciones de electroporacion fueron en este caso de 1000

Q, 25 uF y 2 kV en cubetas de 2 mm de separacion entre los electrodos.

4.9. Transformacién de 4. thaliana mediada por 4. tumefaciens.

El material vegetal fue preparado sembrando 15 semillas de A. thaliana en una
maceta de 12 cm de diametro. Las plantas se crecieron en invernadero hasta que la
inflorescencia primaria alcanz6 alrededor de 10 cm de longitud. En ese momento se
decapitd el tallo de la inflorescencia primaria para favorecer la aparicion de
inflorescencias secundarias. La transformacion del material vegetal se realiz6é cuando
aparecieron las primeras flores en las inflorescencias secundarias, aproximadamente
una semana después de haber decapitado la inflorescencia primaria.

Para la transformacion se generd en primer lugar un cultivo saturado de A.
tumefaciens transformado con el vector a partir de una colonia. Con 1 mL de este
cultivo saturado se inocularon 200 mL de medio LB con el antibidtico de seleccion
kanamicina (50 pg/mL) y se incubd el cultivo durante 24 horas en agitacion a 28°C.
Las células fueron recogidas mediante centrifugacion en frio a 4.000 rpm durante 10
minutos y posteriormente fueron resuspendidas en 500 mL de solucién de
trasformacién compuesta por sacarosa 5% (p/v) y detergente Silwet L-77 0,02%
(v/v) (Lehle seeds, USA)

La solucion de transformacion con el 4. tumefaciens se coloco en un recipiente
de plastico, y sobre ¢l se coloco en forma invertida la maceta con las plantas de A.
thaliana a transformar, quedando la parte aérea de las plantas sumergida en la
solucion durante 20 segundos aproximadamente. Posteriormente, las plantas

transformadas se cubrieron con bolsas de plastico y se llevaron al invernadero.
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Después de 24 horas tapadas se eliminaron las bolsas y las plantas fueron crecidas en

el invernadero hasta recoger la poblacion de semillas transgénicas Ty.

Seleccion de lineas transgénicas.

Las semillas transgénicas T, fueron sembradas en placas petri de 14 cm de
diametro con medio s6lido MS. Para la seleccion de las lineas transgénicas se
suplementaron las placas con los antibioticos cefotaxima (100pg/mL), antibidtico
que impide el crecimiento de microorganismos contaminantes, y kanamicina (50
pg/mL) como el antibidtico de seleccion de las lineas transgénicas. Después de dos
semanas, las plantulas T; kanamicina resistentes fueron rescatadas y puestas a crecer
en maceta para obtener la generacion T,. Las semillas T, fueron ensayadas en placas
con medio de seleccion para comprobar la segregacion del caricter resistencia a
kanamicina. De aquellas lineas transgénicas cuyas semillas T, mostraban una
segregacion del tipo 3:1 (resistente:sensible) para el cardcter, se pasaron unas 12
plantulas T, resistentes a maceta para obtener la siguiente generacion T;. Las
semillas T; se ensayaron en medio con kanamicina para identificar aquellas lineas

transgénicas homocigotas.

4.10.Técnicas de DNA recombinante.

Se emplearon las técnicas habituales y basicas de modificacion del DNA
(digestion con enzimas de restriccion, ligacion, etc) de acuerdo con los protocolos

estandar (Sambrook, J. and Russell, D., 2000).

Sintesis y clonacion de cDNA.

Los cDNA empleados se sintetizaron a partir de RNA mensajero del ecotipo
Col con la transcriptasa en reverso y cebadores especificos. Seguidamente se
amplifico el cDNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se
clond en el plasmido pSKBluescrpitSK+ (Stratagene).

Para la sintesis de la primera cadena de cDNA se prepard una primera mezcla
que contenia el RNA mensajero, tampdn de la transcriptasa en reverso y 0,1 uM del

cebador especifico que permite retrotranscribir la molécula de RNA. Esta mezcla se
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incubo 15 minutos a 50°C para que tuviera lugar el anillamiento especifico del
cebador con el RNA mensajero. Seguidamente se afiadi6 una segunda mezcla que
contenia 1 unidad del inhibidor de las RNasas RNasin (Boehringer), 20 nmoles de
cada uno de los cuatro desoxirribonucleotidos trifosfato y 10 unidades de la enzima
polimerasa en reverso RT M-MuLV (Boehringer) y la mezcla se incubé 60 minutos a
37°C para que tuviera lugar la polimerizacion.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé en un volumen final
de 50 pl que contenia tampdn de la reaccidon en cadena de la polimerasa (Biotools),
20 nmoles de cada uno de los cuatro desoxirribonucleotidos trifosfato, 0,4 uM de
cada uno de los cebadores especificos para amplificar la molécula de cDNA, 1/10 de
la reaccion de la polimerasa en reverso y 1 unidad de Taq polimerasa (lu/pL,
Biotools). El producto se visualizo en gel de agarosa 0,8% TAEI1X, se purifico y se
cloné en el vector pSKBluescrpitSK+ (Stratagene).

El ¢cDNA clonado fue amplificado por PCR empleando cebadores especificos
con sitios de restriccion BamHI en los extremos de su secuencia para permitir su
posterior clonacidon en fase en el vector de expresion pET28a (Novagen) digerido
también con la enzima de restriccion BamHI. Varios clones diferentes fueron

enviados a secuenciar para comprobar la identidad de los fragmentos clonados.

4.11.Manipulacién y analisis de &cidos nucleicos.

Preparacion de DNA plasmidico.
Escherichia coli

Se empled el método de lisis alcalina con calor Studier, F. W., 1991. Las
células del cultivo bacteriano recogidas por centrifugacion se resuspendieron en
solucion de lisis (NaOH 0,1M, EDTA (pH 8) 10mM, SDS 2% (p/v)) y se calentaron
durante 2 minutos a 95°C. A continuacion se afiadieron las soluciones de MgCl, 1M
y AcK 5M (equilibrado a pH 5 con acido acético glacial) para neutralizar la solucion,
se agitd la mezcla y se precipitaron los restos celulares mediante centrifugacion. Se
recogio el sobrenadante y el DNA pldsmidico fue precipitado incubando en frio con
dos voliimenes de etanol absoluto. Finalmente, el DNA pldsmidico fue resuspendido

en 30 ul de TE 1X (Tris 10mM, EDTA (pH 8) ImM).
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Adicionalmente se empleo el estuche de biologia molecular “Concert-Rapid
plasmid miniprep system” (GibcoBRL-Life Technologies) siguiendo las
instrucciones suministradas por el fabricante, para aislar los plasmidos que iba a ser

enviados a secuenciar.
Agrobacterium tumefaciens.

Las células de un cultivo saturado de Agrobacterium crecido en medio LB con
kanamicina (50ug/mL) fueron recogidas por centrifugacion y resuspendidas en
tampon de lisis preenfriado (Glucosa 50 mM, Tris-HCI (pH 7,5) 25 mM, EDTA (pH
8) 10 mM, lisozima (4mg/mL)). La mezcla se agitd vigorosamente y se incubo 10
minutos a temperatura ambiente. A continuacién se afiadio a la suspension de células
la solucion de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1% (p/v)), incubandose a temperatura
ambiente durante 30 minutos mas. La mezcla de lisis fue neutralizada con AcK 3M
(pH 4,8) y los restos celulares precipitados mediante centrifugacion. El sobrenadante
se extrajo con PCI (Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico, en proporcion 25:24:1) y
se precipité el DNA plasmidico en frio con etanol absoluto. E1 DNA plasmidico se

lavo con etanol 70% (v/v) y se resuspendié en TE1X.

Preparacion de DNA genomico de Arabidopsis thaliana.

Se empleo una adaptacion del método del CTAB (bromuro de cetil
trimetilamonio; Murray, M. G. and Thompson, W. F., 1980) descrita en McKinney,
E. C. et al., 1995). Brevemente, 1 gramo de material vegetal fue congelado con
nitrogeno liquido y homogenizado en mortero. Al homogenizado se le afiadio 2 mL
de tampon de extraccion CTAB2X (CTAB 2 % (p/v), Tris-HCI (pH 8) 100 mM, PVP
(Mr. 40.000) 1 % (p/v), EDTA (pH 8) 20 mM , NaCl 1,4 M) y se incubo 10 minutos
a 60°C. La mezcla fue extraida con 2 mL de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1).
Se tomo la fase acuosa resultante y se le anadi6 0,1 volumenes de la solucion
CTAB10X (CTAB 10% (p/v), NaCl 0,7 M). La mezcla se incubo 2 minutos a 65°C y
a continuacion se le afiadieron dos volumenes de agua MiliQ fria para inducir la
precipitacion del complejo CTAB/DNA-RNA. Se incubo 15 minutos en hielo y se
recogio el complejo precipitado mediante centrifugacion. La precipitacion especifica
del DNA se consigui6 resuspendiendo el precipitado anterior en 0,4 mL de NaCl 1M

e incubando en frio con 0,8 mL de etanol absoluto. E1 DNA precipitado se lavo dos
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veces con etanol 70% para quitar el exceso de sal y fue resuspendido en 20 uLL. de TE

0,1X (Tris ImM, EDTA (pH 8) 0,1mM).

Aislamiento de RNA de Arabidopsis thaliana.
Purificacion de RNA total.

El material vegetal empleado para el aislamiento del RNA fueron
habitualmente hojas de roseta de plantas crecidas en invernadero. Sin embargo hubo
experimentos en los que se empleo otro material vegetal. En el experimento con los
diferentes tratamientos de estrés se emplearon plantulas crecidas en cultivo liquido
durante 12 dias a las que se les afiadi6 el estrés correspondiente durante los tiempos
indicados. Acabado el tratamiento, el material vegetal se lavo tres veces con agua
MiliQ para evitar interferencias en la extraccion del RNA y fue congelado en
nitrogeno liquido. En el andlisis de expresion en diferentes organos el material
vegetal se obtuvo de plantas crecidas en invernadero, salvo el de raiz, que fue
obtenido de plantas crecidas en cultivos liquidos. Para el andlisis de expresion en
semillas se emplearon de 200 mg de semillas que fueron esterilizadas en superficie y
embebidas en medio MS liquido con y sin estrés.

Independientemente del tipo de material, el protocolo de extraccion de RNA
fue el siguiente. Un gramo de material congelado se moli6 en mortero. Se le afiadio 1
mL de TCES (Tris 0,2 M, NaCl 0,2 M, EDTA (pH 8) 50mM, SDS 2% (p/v),
ajustado a pH 8 con HCI) y 1 mL de PCI precalentados a 50°C y se agitd. Se incub6
10 minutos a 50°C y a continuacion las fases fueron separadas mediante
centrifugacion. Se recogié la fase acuosa y se extrajo con un volumen de
Cloroformo:Alcohol Isoamilico (en proporcion 24:1). EI RNA fue separado de la
fase acuosa precipitandolo especificamente con un volumen de LiCl 6M durante 30
minutos a —20°C. El RNA fue recogido por centrifugacion, lavado con etanol 70% y
resuspendido en agua MiliQ tratada con DEPC (dietil pirocarbonato). La valoracion
de la integridad y la cuantificacion aproximada del RNA se llevo a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v) en tampon TAE1X (Tris 40mM, AcH 20
mM, EDTA 2mM) mediante comparacion con un patrén de rRNA (Boehringer).
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Purificacion del RNA mensajero.

El RNA mensajero se purifico del RNA total empleando el estuche de biologia
molecular “Dynabeads biomagnetic separation system*“(Dynal, Oslo). Este estuche
estd compuesto por bolitas magnéticas de poliestireno que poseen un oligo(dT)25
unido covalentemente a su superficie. El RNA mensajero se une por su cola poli(A)+
al oligo(dT)25 de las bolitas y ambos se separan de la solucién con el RNA total
empleando un iman. Para la purificacion se siguieron las instrucciones suministradas

por el fabricante.

Electroforesis de DNA.

Habitualmente se emplearon geles de agarosa 0,8% (D-1, bajaEEO, Pronadisa)
fundida en tampon de electroforesis TAE1X (Tris 40mM, AcH 20 mM, EDTA
2mM). Tanto al tampdn de electroforesis como al gel se les afiadi6 Bromuro de
Etidio (BrEt) 0,005% (p/v) (Sigma). Para distinguir los fragmentos de DNA de los
marcadores moleculares SSLP se emplearon geles de agarosa al 3%.

Como tampones de carga se utilizaron:

e Solucion 6X naranja compuesta por glicerol 50% (v/v), Tris-HCI (pH 8) 60

mM, EDTA 6 Mm, Orange G (Sigma) 0,35% (p/v).

e Soluciéon 6X azul cuya composicion es sacarosa 40% (p/v), azul de

bromofenol (Sigma) 0,25%(p/v), y EDTA 0,1M.

Como marcadores de tamafio molecular se utilizaron los patrones comerciales
AMHindIIl y 1kb (GibcoBRL-Life Technologies).

Para la purificacion de fragmentos de DNA en gel se uso el estuche de biologia
molecular “Concert-Rapid Gel Extraction System” (GibcoBRL-Life Technologies)

siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante.

Electroforesis de RNA.
Condiciones no desnaturalizantes.

Los geles no desnaturalizantes fueron geles de agarosa 1% TAEIX y se
emplearon para la cuantificacion y visualizacion de la integridad del RNA total

aislado. Para evitar la degradacion del RNA se lavo todo el material con agua y
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jabon, y todas las soluciones se hicieron justo antes de usarse con agua MiliQ recién

obtenida.
Condiciones desnaturalizantes.

Los geles empleados en condiciones desnaturalizantes fueron geles de agarosa
1% en tampon MAE1X (MOPS 20 mM, AcNa 5SmM, EDTA 1mM, ajustado a pH 7
con NaOH) con formaldehido 2,2% (v/v) para desnaturalizar el RNA. Como tampon
de electroforesis se utilizé tampon MAE1X con 1,1% de formaldehido.

Las muestras de RNA fueron mezcladas con el tampdn de carga 1,25X cuya
composicion es formamida 55% (v/v), formaldehido 20% (v/v), MAE10X 12,5%
(v/v), glicerol 8%(v/v), azul de bromofenol 0,05%(p/v) y BrEt 0,001% (p/v). Como
marcador de pesos moleculares se utiliz6 el marcador comercial “RNA ladder”

(GibcoBRL-Life Technologies).

Analisis “Southern blot”.

Se utilizaron 2 pg de DNA gendmico de Arabidopsis para cada digestion
enzimatica. La separacion de los fragmentos de restriccion de la digestion enzimatica
se realiz6 en un gel de agarosa 0,8 %TAE1X corrido durante 14-16 horas a un
voltaje de 20V. El DNA fue desnaturalizado y transferido a membrana de nailon
(Hybon-N+, Amershan) mediante la técnica de transferencia de DNA en medio
alcalino (Sambrook, J. and Russell, D., 2000). A continuacion el DNA fue fijado a la
membrana por radicacion ultravioleta y se prehibrido con tampén de hibridacion
(Na,HPOy4 (pH 7,2) 0,4 M, EDTA 1mM, SDS 7% (p/v)) durante 10 minutos.

La deteccion del DNA en la membrana se realizo mediante la hibridacion de la
membrana con la sonda radioactiva durante 14-16 horas a 65°C en tampon de
hibridacion. Posteriormente se realizaron los lavados del filtro con la soluciéon de
lavado (Na,HPO4 (pH 7,2) 40 mM, EDTA ImM, SDS 5% (p/v)), 2 lavados de 30
minutos a 65°C y uno final de 5 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente la
membrana fue sellada con plastico y revelada mediante autoradiografia.
Habitualmente se empleaba primero el sistema analizador BAS-1500 (Fujifilm,
Espana), con placas de imagen Bas-IP, MP 2040S y posteriormente se exponia la

membrana con pelicula Hyperfilm (Amersham Pharmacia) a —80 °C en presencia de
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pantallas intensificadoras. Estas peliculas fueron reveladas en una procesadora

automatica M35X-Omat (Kodak).

Analisis “Northern blot”.

El RNA fue separado en geles desnaturalizantes de agarosa con formaldehido y
transferido a membrana de nailon (Hybond-N, Amersham) por capilaridad en tampon
SSC10X (1,5 M NaCl, 0,15 M citrato sédico, ajustado a pH 7 con HCI). El RNA se
fijo a la membrana con ultravioleta y se prehibrido con tampén de hibridacion
(Na,HPO4 (pH 7,2) 0,4 M, EDTA 1mM, SDS 7% (p/v)) durante 10 minutos. La
deteccion del RNA se realiz6 mediante la hibridaciéon de la membrana con la
respectiva sonda marcada radioactivamente en tampon de hibridacion durante 14-16
horas a 65°C. La sonda no unida especificamente fue eliminada del filtro mediante
dos lavados de 5 minutos a 65°C con la solucion SSC 4X, SDS 0,1% (p/v) y
seguidamente se realizaron dos lavados con la solucion SSC 0,4X, SDS 0,1% (p/v),
un lavado de 5 minutos a 65°C y otro a temperatura ambiente. Después se sello el
filtro con pléstico y se realizd la autoradiografia del mismo modo que en el punto

anterior.

Marcaje radioactivo de sondas.

Normalmente el DNA molde empleado para la sintesis de las sondas
radioactivas fue obtenido mediante amplificacion por PCR de DNA gendémico con la
pareja de cebadores especificos para cada sonda. El producto de PCR fue visualizado
en geles de agarosa 0,8% TAE 1X y purificado utilizando el estuche de biologia
molecular “Concert-Rapid Gel Extraction System” (GibcoBRL-Life Technologies)
siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante.

Las sondas empleadas en los experimentos de “Southern” y “Northern blots”
fueron sintetizadas mediante el método de marcaje con hexanucleotidos (“random-
priming”) (Sambrook, J. and Russell, D., 2000). Como DNA molde se emplearon
entre 50 y 100 ng de DNA por sonda. El DNA molde se desnaturalizé a 95°C durante
10 minutos, anadiendo seguidamente la solucion de marcaje que contenia MES 20
mM, DTT 1mM, MgCl, 5SmM, Iug de hexanucleotidos al azar (“hexanucleotides
ramdom primers”, Boehringer), 20uM de dATP, 20uM de dGTP, 20uM de dTTP
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(como nucleotidos frios). A continuacion se afiadieron 10 unidades del fragmento
Klenow de la DNA polimerasa de E. coli (Boehringer, 10u/uL) como enzima
responsable de la sintesis de la sonda, BSA para estabilizar la enzima y 2000 kBq de
[a-32P]dCTP (110 TBg/mmol, Amersham) como nucleétido radioactivo, incubando
seguidamente la reaccion de marcaje entre 6 y 10 horas a temperatura ambiente.
Después de este tiempo se afadid TE1X para detener la reaccion, se desnaturalizo

nuevamente el DNA y se afiadio al tubo de hibridacion con la membrana a hibridar.

4.12.Expresion, preparacion y analisis de proteina recombinante.

Expresion y purificacion.

La obtencion de la proteina recombinante se llevo a cabo empleando el vector
de expresion de E. coli pET28a (Novagen). Este vector anade a la proteina
recombinante una cola de histidinas capaz de unirse y ser retenida por iones Ni', lo
cual permite la purificacion de la proteina recombinante a partir de extractos crudos
en columnas con una resina de agarosa Ni-NTA (Quiagen, CA) previamente cargada
con NiSOy.

Siguiendo las especificaciones del fabricante se transformo la cepa de E. coli
BL21(DE3) con el plasmido pET28a en el que se habia subclonado el cDNA de la
proteina a purificar. Para producir la proteina recombinante se inocularon 100 mL de
medio LB con kanamicina (50 pg/mL) con 1 mL de un cultivo saturado de bacterias
con el plasmido de expresion de la proteina recombinante y se incubo a 37°C en
agitacion. Las bacterias se crecieron hasta que el cultivo poseia una Aggo de 0,5-0,6.
En este punto de crecimiento exponencial bacteriano se indujo la produccion de la
proteina recombinante afadiendo IPTG (Isopropil B-D-TioGalactopirandsido) al
medio hasta una concentracion final de ImM. Pasadas entre dos y tres horas de
incubacion las células se recogieron por centrifugacion y se guardaron a —80°C.

Para la purificacion, las células descongeladas se resuspendieron en el tampéon
de sonicacion/equilibrado (fosfato potasico (pH 7,2) 5S0mM, KCl1 250 mM, Tween-20
0,1 % (v/v), B-mercaptoetanol 10mM, glicerol 10 % (v/v)), centrifugandose a
continuacion. Las células volvieron a resuspenderse en tampon de
sonicacion/equilibrado y fueron sometidas a sonicacion para romper las membranas

celulares utilizando 3 pulsos de 20 segundos a una potencia del 50% en un sonicador
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Branson 250, manteniendo las muestras en hielo. Posteriormente se centrifugaron las
muestras para precipitar los restos celulares y el sobrenadante se aplicé a una
columna que contenia la resina de agarosa Ni-NTA (Quiagen,CA). Seguidamente se
realiz6 una serie de lavados de la columna con la solucion de lavado (fosfato
potasico (pH 7,2) 50mM, KCIl 250 mM, Tween-20 0,1 % (v/v), B-mercaptoetanol
10mM, glicerol 20 % (v/v), imidazol 30 mM, ajustado el pH a 7,2 con HCI). El
imidazol compite por la unidon a los iones niquel de la columna, y a esta
concentracion elimina las uniones inespecificas de otras proteinas a la columna, pero
no puede deshacer la unién de los iones de Ni" de la columna con la cola de
histidinas. La elucion de la proteina recombinante se llevo a cabo en 5 fracciones, de
200 pl cada una, con tampon de elucion (fosfato potasico (pH 7,2) 50mM, KCI 250
mM, Tween-20 0,1 % (v/v), B-mercaptoetanol 10mM, glicerol 20 % (v/v), imidazol
250 mM, ajustado el pH a 7,2 con HCI). El aumento de la concentracion de imidazol
a 250 mM provoca la sustitucion de la cola de histidinas de la proteina recombinante
por el imidazol en la unién con los iones de niquel de la columna.

Las fracciones eluidas recolectadas fueron entonces analizadas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS/PAGE) y anélisis “Western blot” para
identificar aquellas fraccciones que contenian la proteina recombinante. La proteina
recombinante obtenida fue cuantificada en cada una de las fracciones por el método
de Bradford (Bradford, M. M., 1976; Kruger, N. J., 1994) empleando el reactivo de
Bradford (Biorad) y comparando con un patrén de y-globulina bovina (BSA).

Finalmente se regener6 la resina de la columna para un nuevo uso lavandola
una vez con solucion de regeneracion (AcH 0,2M, glicerol 30% (v/v)) y un posterior

lavado con agua MiliQ. Las columnas fueron almacenadas en etanol 30% a 4°C.

Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Las proteinas recombinantes fueron separadas en funcion del tamafio mediante
electroforesis vertical en mini-geles desnaturalizantes de poliacrilamida/SDS de 1,5
mm de grosor, utilizando el sistema de Laemmli para la compactacién de las
muestras (Laemmli, U. K., 1970). El gel constaba de dos partes: una superior de
aproximadamente 3 cm de longitud en la que se cargan las muestras, compuesta por
Tris 125 mM, acrilamida-bisacrilamida (19:1) 3,4 % (v/v), SDS 0,1 %, llevado a pH

6,8 con HCI, y que sirve para que las muestras se concentren; y otra parte inferior,
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ocupando la mayor parte del gel, compuesta por Tris 375 mM, acrilamida-
bisacrilamida (19:1) 10 % (v/v), SDS 0,1 %, llevado a pH 8,8 con HCI, y que sirve
para separar las proteinas en funcion de su tamafio.

La polimerizacion de los mini-geles se realizd entre dos vidrios con
separadores de 1,5 mm mediante la adicion de TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina) y APS (persulfato amonico) a concentraciones finales de
0,067 % (v/v) y 0,05 % (p/v), respectivamente. Las electroforesis se llevaron a cabo
verticalmente en un sistema Mini-PROTEAN®3 (BioRad), con un tampon de
electrofoforesis Tris-glicina (14,4 g glicina/L) pH 8,3, SDS 0,1 % (p/v).

La visualizacion de las proteinas en el gel se realizd mediante la tincion con
una solucién de colorante Coomassie Blue R (metanol 50 %, AcH 10 % y Coomassie
Blue R 0,05 % (p/v)). Los lavados para eliminar el exceso de colorante en el gel se

realizaron con una solucion 10 % metanol y 10 % AcH.

Analisis “Western blot”.

La deteccién inmunologica con anticuerpos especificos de las proteinas
recombinantes resueltas mediante SDS/PAGE se realizé mediante su transferencia a
membranas de nitrocelulosa, técnica cominmente conocida como “Western blot”
(Burnette, W. N., 1981). La transferencia a membranas de nitrocelulosa (Millipore)
de las proteinas se llevd a cabo situando la membrana en contacto con el gel y
efectuando una electroforesis perpendicular al gel en el tampdén de Dunn de
transferencia con carbonato (COsHNa 10 mM, COs;Na,; 3 mM; Dunn, S. D., 1986
conteniendo metanol 15 % (v/v) y SDS 0,01 % (p/v). La transferencia de las
proteinas recombinantes a la membrana fue visualizada mediante la tincién de la
membrana con una solucidon colorante Ponceau S (Ponceau S 0,1 % (p/v) y AcH
1%). Seguidamente se eliminé el colorante de la membrana y se incub6 con solucion
de bloqueo para reducir la unién del anticuerpo a zonas inespecificas de la membrana
compuesta por tampon TBS (NaCl 150 mM, Tris-HC1 20 mM, pH 7,6) conteniendo
leche desnatada 2 % (p/v) en polvo como agente bloqueante.

Tras la incubacion de la membrana con solucion de bloqueo, se llevo a cabo la
reaccion con el anticuerpo primario monoclonal Anti-T7 (Promega) diluido en la
misma soluciéon de bloqueo (dilucion 1:10.000), durante una hora a temperatura

ambiente con agitacion suave. La membrana fue entonces lavada varias veces con
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solucion de bloqueo y una ultima vez con tampdn TBS, tras lo cual se realizaba la
incubacion con el anticuerpo secundario, unido a fosfatasa alcalina (Anti-Mouse
IgG-AP conjugate, Promega) (Blake, M. S. et al., 1984), y diluido en tampén TBS
(dilucién 1:5.000), incubacion que se llevo a cabo durante media hora a temperatura
ambiente y con agitacion suave. Tras varios lavados cortos con tampon TBS y un
ultimo lavado con tampdn de fosfatasa alcalina (NaCl 0,1 M, MgCl, 5 mM, Tris-HCI
0,1 M, pH 9,0), se llevo a cabo la reaccion de color de la fosfatasa alcalina incubando
la membrana en 10 mL recién preparados de tampon de fosfatasa alcalina con 66 u L
de una solucién al 5 % de NBT (cloruro de tetrazolio nitroazul) en 70 % (v/v)
dimetilformamida, y 66 pL de una solucién al 2,5 % de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-fosfato, sal de toluidina) en dimetilformamida pura, parando la reaccion de

color con agua abundante.

Ensayo enzimatico.
Ensayo enzimatico de la actividad alcohol deshidrogenasa.

El ensayo de la actividad alcohol deshidrogenasa de la proteina recombinante
se realiz6 en 1 mL de un medio que contenia K;HPO4 (pH 7,2) 100 mM, NAD" 100
uM como coenzima, y diferentes concentraciones del sustrato. El ensayo fue
incubado a 25°C desde 0 hasta 120 minutos. La reaccion fue visualizada empleando
el incremento de Ass nm debido a la reduccion de NAD'" a NADH mediante un
espectrofotometro de barrrido de ultravioleta-visible Hewlett-Packard 8453. Se
realizaron dos ensayos independientes para las diferentes concentraciones de sustrato
analizadas (10, 20, 60 y 10 uM).

El anélisis de regresion se llevo a cabo empleando el programa Microsoft
Excel, calculandose la velocidad inicial de la reaccion, V, para cada concentracion
de sustrato. La K,, fue calculada mediante la representacion de dobles inversos, 1/V

frente a 1/S, para cada una de las concentraciones de sustrato analizada.
Determinacion de los productos de la reaccion.

Para determinar los productos de la reaccion enzimatica, se extrajo dos veces la

mezcla de reaccion con 1 mL de acetato de etilo. Estas dos fracciones fueron
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combinadas, concentradas y analizadas mediante HPLC-espectrometria de masas
(HPLC-MS).

El analisis de HPLC-espectrometria de masas fue llevado a cabo utilizando un
cromatografo Waters 1525 acoplado directamente a un espectrometro de masas ZD
Micromass (Waters, Milford MA) en el modo de ionizacion negativo de
“electrospray” bajo los siguientes pardmetros: voltaje de capilaridad de 2.500 V;
voltaje del cono de 40 V; temperatura del bloque fuente de 100°C; temperatura de
desolvatacion de 300°C. Las muestras fueron inyectas en una columna de fase
reversa del tipo C18 Symmetry (5 pum de tamafio de particula, 4,6 X 150mm; Waters)
equilibrada con 4cido acético 1%. La columna fue eluida con un gradiente lineal
entre el solvente A (dcido acético 1%) y el solvente B (metanol) a un flujo de
ImL/min aplicado durante 20 minutos. La eluciéon de la columna fue seguida
mediante un detector de absorbancia Waters 486 a una longitud de onda de 285 nm.
El espectro de cromatografia liquida-espectrometria de masas fue realizado en el

rango de carga de masa de 100 a 300
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5.1. Rastreo de las lineas de T-DNA

Condiciones de busqueda.

Tal como se describe en el capitulo de materiales y métodos, las lineas
transgénicas empleadas en este estudio fueron construidas por el laboratorio del Dr.
D. Weigel (The Salk Institute, La Jolla, CA) en el ecotipo silvestre Col empleando un
T-DNA que posee 4 secuencias 35S amplificadoras de la transcripcion del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) (Weigel, D. et al., 2000). De este modo, los mutantes
obtenidos pueden ser tanto mutantes recesivos por la insercion del T-DNA en un gen
como mutantes dominantes debidos a la sobreexpresion de un gen causado por las
secuencias 35S. La busqueda de mutantes resistentes a sal fue dividido en dos fases:
un rastreo primario a alta densidad de semillas para identificar posibles mutantes y
un rastreo secundario en el que se analizaron y confirmaron individualmente las
lineas candidatas obtenidas en el rastreo primario.

En primer lugar se determinaron las condiciones del rastreo primario a alta
densidad de semillas. Los ensayos se encaminaron a determinar la concentracion
minima de NaCl a la que el ecotipo silvestre Col no es capaz de germinar y
establecer la plantula y la cantidad adecuada de semillas que debian emplearse. Para
la determinacion de las condiciones del rastreo se empleo una poblacién de semillas
del ecotipo silvestre. Los resultados mostraron que habia una correlacion muy fuerte
entre la densidad de semillas y la concentracion de NaCl presente en el medio. Para
una cantidad de 2.000 semillas, distribuidas practicamente de forma individual en
una placa de 14 cm de didmetro, la concentracion de NaCl a la cual el ecotipo
silvestre no germinaba fue de 150 mM. Para una cantidad de 4.000 semillas, con una
distribucion en grupos de 10-30 semillas, la concentracion minima a la cual el
ecotipo silvestre no germinaba fue de NaCl 200 mM. A mayor nimero de semillas
por placa los resultados variaban enormemente entre las réplicas realizadas. De este
modo, las condiciones elegidas para el rastreo primario de las lineas transgénicas
fueron de 4.000 semillas por placa y NaCl 200 mM.

En segundo lugar se procedié a determinar las condiciones Optimas para el
rastreo secundario a baja densidad de semillas. La finalidad de este rastreo

secundario consistia en determinar de forma inequivoca el fenotipo mutante y su
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transmision a la siguiente generacion. El ensayo determind que la concentracion
minima a la que las semillas del ecotipo silvestre no germinaban era de NaCl 150

mM, de modo que estas fueron las condiciones elegidas para el rastreo secundario.

Busqueda y aislamiento de los mutantes sre (“salt resistant”).

Las lineas transgénicas suministradas por el ABRC fueron aproximadamente
16.500. Estas lineas constituyeron la poblacion de semillas que se denomind Sy (de
Seleccion), para que resultara mas facil y comprensible el seguimiento del rastreo y
de las diferentes generaciones.

Aproximadamente 200.000 semillas Sy fueron analizadas en el rastreo primario
segun se describe en el apartado de materiales y métodos. Como resultado se
obtuvieron 112 plantas candidatas S; que eran capaces de germinar y establecer la
plantula en condiciones de estrés salino (NaCl 200mM). En sentido estricto se define
la germinacion de una semilla como la emergencia de la radicula, pero en este caso la
germinacion fue definida como emergencia de la radicula y desarrollo de cotiledones
verdes (Figura 5.1.B), de modo que en realidad se estaba valorando tanto la
germinacion de la semilla como el establecimiento temprano de la plantula. Estos
112 individuos candidatos S; fueron rescatados del medio con sal y puestos en tierra
para obtener la siguiente generacion S,. Paralelamente al rastreo de las lineas
transgénicas mutagenizadas con T-DNA, 12.000 semillas del ecotipo silvestre fueron
analizadas en las mismas condiciones, obteniendo 4 plantas candidatas S; que
también fueron rescatadas y trasladadas a tierra para obtener la siguiente generacion
So.

A continuacion se realizo la segunda fase de la busqueda, el rastreo secundario
a baja densidad de semillas de las lineas candidatas S; empleando semillas S, (Figura
5.1.C). Este rastreo determin6 que de las 112 lineas S, analizadas unicamente 5 de
ellas poseian la capacidad de germinar y establecer el estadio de plantula en un
medio con NaCl 150 mM en un tiempo de 5 a 7 dias. Estas 5 lineas transgénicas
fueron entonces consideradas como mutantes sre. El analisis de las plantas
candidatas S; se completd analizando las lineas obtenidas en el rastreo primario de la
poblacion control Col. El resultado mostrd que ninguna de los 4 lineas S, era capaz

de germinar en un medio suplementado con NaCl 150 mM.
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Los resultados obtenidos del rastreo de ambas poblaciones de semillas
indicaron que las condiciones empleadas para la busqueda de mutantes resistentes a
sal habian sido muy exigentes, de modo que lineas con un fenotipo més suave no

fueron consideradas.

200.000 semillas S,
Iy

’ - Y

= -y % . ]
RASTREO PRIMARIO "? = Uk " &_.
200 mM NaCl % '_)%%.- R .
4.000 semillas/placa ? s 7 el e
112 Plantas S,(putativos mutantes sre)

Transferencia a tierra y ﬁ ‘_': :)‘ "

Generacion S,

RASTREO SECUNDARIO
150 mM NaCl
200 semillas/placa

Y

Seleccion de cinco
mutantes sre

Figura 5.1.-. Aislamiento de los mutantes sre (“salt resistant™).

(A) Esquema del rastreo empleado en el aislamiento de los mutantes sre. Se indican las
condiciones de los rastreos primarios y secundarios.

(B) Detalle de una placa del rastreo primario. La flecha sefala una plantula S; aislada en el
rastreo primario. Esta plantula muestra los cotiledones verdes y expandidos mientras que el resto de
semillas solo muestran emergencia de la radicula. La fotografia fue tomada a los 7 dias.

(C) Rastreo secundario. Dos filas de semillas S, de varios candidatos S; fueron sembradas en
varias placas con medio MS (izquierda) y MS suplementado con NaCl 150 mM (derecha). La
fotografia fue tomada a los 5 dias.

Analisis genético.

El siguiente paso en el analisis de los mutantes sre consistié en definir el
caracter dominante/recesivo de la mutacion y establecer los grupos de
complementacion. Para ello los mutantes sre fueron cruzados con el ecotipo silvestre
y las generacione F, y F, de cada cruce fueron ensayadas en medios MS con NaCl
150 mM. El andlisis de la generacion F; indicaba que todas las mutaciones eran
recesivas de modo que se analizd la segregacion del caracter mediante el analisis

estadistico y*> (Parker, R. E., 1981) empleando como hipétesis una segregacion
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fenotipica del tipo 3:1 (silvestre:mutante), que corresponde a un patrén de

transmision para el cardcter del tipo monogénico recesivo.

Tabla 5.1.: Analisis genético de los mutantes sre.

Los grupos de complementacion se determinaron analizando las semillas F, de los cruces entre
los mutantes sre. El analisis genético se realizd en semillas F, obtenidas por autofecundacion de
plantas F; del cruce de cada mutante con el ecotipo silvestre. Las semillas se analizaron en medio MS
suplementado con NaCl 150 mM y los datos de germinacion fueron tomados a los 5 dias. p:

probabilidad.

Cruces (? x 3) Generacion | Semillas totales Semillas x> (3:1); p
sembradas germinadas

Col x srel-1/srel-1 F, 223 49 0,93; p>0,5
Col x srel-2/srel-2 F, 269 62 0,55; p>0,5
Col x sre2-1/sre2-1 F, 1377 304 6,26; p>0,025
Col x sre2-2/sre2-2 F, 1444 359 0,015; p>0,97
Col x sre3/sre3 F, 1125 280 0,007; p>0,97
srel-1/srel-1 x srel-2/srel-2 F, 111 106 -
srel-1/srel-1 x sre2-1/sre2-1 F, 112 0 -
srel-1/srel-1 X sre3/sre3 F, 72 0 -
sre2-1/sre2-1 x sre2-2/sre2-2 F, 154 135 -
sre2-1/sre2-1 x sre3/sre3 F, 104 0 -

El resultado del analisis genético muestra que todos los mutantes, salvo el
mutante sre2-1, poseen un valor de 3 que corresponde a una probabilidad mayor de
0,5. Tomando el valor general de referencia de p>0,05 para rechazar o aceptar la
hipdtesis, se observa que los datos no permiten rechazar una segregacion del tipo
monogénica recesiva salvo en el caso del mutante sre2-1.

Para determinar los grupos de complementacién obtenidos en el rastreo se
cruzaron los 5 mutantes sre entre ellos. Como se observa en la Tabla 5.1., el test de
alelismo determiné la existencia de 3 grupos distintos en los mutantes sre aislados,

grupos que fueron denominados srel, sre2 y sre3 respectivamente.
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e El grupo srel constaba de dos mutantes, que se denominaron srel-1 y
srel-2.

e El grupo sre2 también estaba compuesto por otros dos mutantes, que se
denominaron sre2-1y sre2-2.

e El grupo sre3 solo contenia un mutante.

Andalisis de la presencia de T-DNA en los mutantes sre.

Dado que los mutantes sre procedian de una coleccion de lineas transgénicas
mutagenizadas con T-DNA, se procedio6 a realizar un analisis “Southern blot” para
determinar la presencia de T-DNA en el genoma de los mutantes aislados,
empleando sondas especificas del T-DNA (ver punto 4.2. de materiales y métodos)
(Figura 5.2.).

El andlisis revelo que:

e El mutante srel-1 hibridaba con la sonda 35S pero no con la sonda BAR.

Esto indicaba que poseia dos inserciones incompletas de T-DNA en su

genoma.

e El mutante srel-2 no poseia ninguna insercion de T-DNA en su genoma.

e El mutante sre2-1 poseia 4 inserciones de T-DNA que parecian estar

completas puesto que se obtenia hibridaciéon con ambas sondas especificas del

T-DNA.

e El mutante sre2-2 poseia una insercion de T-DNA que parecia completa,

puesto que también hibridaba con ambas sondas especificas del T-DNA.

e El mutante sre3 poseia varias inserciones de T-DNA, de las cuales al

menos 2 de ellas parecian ser inserciones de T-DNA completas.
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Figura 5.2.- Identificacion de las inserciones de T-DNA en los mutantes sre. Las membranas
poseian 2 ng de DNA gendmico en cada carrera, bien del ecotipo silvestre Col o bien de los mutante
sre, digerido con las enzimas de restriccion EcoRI (E), BamHI (B) y HindIII (H).

(A) Hibridacién empleando la sonda 35S. Se incluye una linea transgénica con varias
inserciones de T-DNA (linea transgénica n° 19) como control de la hibridacion.

(B) Hibridacion empleando la sonda BAR.

Andlisis de cosegregacion.

En aquellos mutantes sre que poseian al menos una inserciéon de T-DNA en su
DNA gendmico se llevo a cabo un analisis de cosegregacion entre el fenotipo del

mutante y el T-DNA. Este andlisis permite determinar si existe ligamiento entre el
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T-DNA vy el fenotipo mutante, indicando en caso de ligamiento que la insercion de
T-DNA puede ser la responsable del fenotipo.

En un primer momento se realizo6 el analisis con un nimero de 30 individuos F,
homocigotos mutantes, obteniendo que los individuos mutantes srel-1, sre2-2 'y sre3
no mostraban cosegregacion. En estos mutantes se observaba que los T-DNA
segregaban con una probabilidad del 50% en los individuos F, mutantes, lo que
indicaba que el /ocus correspondiente y el T-DNA estarian en cromosomas distintos
o bien a una distancia considerable (Figura 5.3.). En cambio, el mutante sre2-/
mostrd una cosegregacion positiva. De las 4 inserciones completas de T-DNA
incluidas en el genoma de las plantas mutantes, 3 de ellas segregaban siempre juntas
como una integracion compleja de mas de 30 kb en los individuos F, homocigotos
mutantes (Figura 5.3.). Para confirmar esta cosegregacion se completo el analisis
hasta un total de 88 individuos F, homocigotos sre2-1, obteniendo una cosegregacion
positiva en todos ellos. Asi pues, mediante el analisis de cosegregacion se pudo
determinar que el T-DNA y el locus SRE2 estaban a una distancia genética menor de
0,57 cM y que probablemente la insercion compleja de T-DNA presente en el

genoma del mutante sre2-1 era responsable del fenotipo mutante.
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1 23 45 6 7 8 910 111213

1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13

Figura 5.3. Analisis de cosegregacion en los mutantes srel-1, sre2-1y sre3.

DNA gendmico de individuos F, homocigotos srel-1 (arriba), sre2-1 (centro) y sre3 (abajo)
fue digerido con la enzima de restriccion EcoRI e hibridado con la sonda 35S del T-DNA. Cada
numero se refiere a un individuo F2 homocigoto mutante. Se indican con flechas las inserciones de T-
DNA que cosegregan juntas y con el fenotipo en el mutante sre2-1.
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Caracterizacion fenotipica de los mutantes sre.
Ensayos de germinacion y establecimiento de plantula.

Los mutantes sre fueron aislados gracias a su capacidad de germinacion y
establecimiento de la plantula en un medio suplementado con NaCl 200-150 mM.
Sin embargo, el estrés salino estd compuesto por el estrés idnico generado por los
iones (Na" y CI') y por el estrés osmético generado por la alta concentracion de sal.
Para estudiar ambas componentes, semillas de los distintos mutantes sre fueron
puestas a germinar en medios con distintas concentraciones de NaCl y de manitol.
Como resultado se obtuvo que todos los mutantes sre mostraban un elevado
porcentaje de germinacion (superior al 80%) en ambas condiciones (Figura 5.4.A.).

Mas detalladamente, a los 5 dias de haber sido puestas a germinar en un medio
suplementado con NaCl o manitol, las semillas de los mutantes sre habian germinado
e iniciaban el establecimiento del estadio de plantula mientras que las semillas del
ecotipo Col solo mostraban una ligera emergencia de la radicula. A los 7 dias estas
mismas semillas mutantes sre ya se habian desarrollado totalmente al estadio de
plantula, con unos cotiledones verdes y totalmente expandidos. Sin embargo las
semillas del ecotipo Col solo habian sacado ligeramente la radicula, siendo incapaces
de continuar el establecimiento de la plantula (Figura 5.4.B.).

Estos resultados muestran claramente como los mutantes sre son capaces de
evitar la detencion en la germinacion de las semillas inducido por las condiciones de
estrés salino y osmotico. En cambio en el ecotipo silvestre ocurre justo lo contrario,

siendo las semillas incapaces de germinar aunque se las deje varias semanas.
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Figura 5.4. Germinacion y establecimiento temprano de las plantulas mutantes sre y el ecotipo
silvestre en medios suplementados con NaCl y manitol.

(A) Porcentajes de germinacion del ecotipo silvestre y de los mutantes sre en medios
suplementados con manitol (arriba) y NaCl (abajo). Las semillas fueron sembradas en medios
suplementados con manitol (200mM, 300mM y 400mM) y con NaCl (100mM, 150 mM y 200 mM).
Los porcentajes de germinacion fueron determinados a los 5 dias (NaCl) y 8 dias (manitol).

(B) Fenotipo de germinacion y establecimiento de plantula de los mutantes sre. Germinacion
de las semillas en medios MS control (arriba), MS con NaCl 200 mM (medio) y MS con manitol 400
mM (abajo). Las fotografias fueron tomadas a los 5 dias (MS y NaCl) y 8 dias (manitol).
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Durante el transcurso de la caracterizacion fenotipica se realizo la observacion
que los mutantes sre mostraban fenotipo de marchitamiento cuando eran trasferidos
de una atmosfera con alta humedad a una con baja humedad, fenotipo que es muy
caracteristico de los mutantes deficientes e insensibles al acido abscisico (ABA).
Ademas, durante la realizacion esta tesis se describid que la busqueda de mutantes
resistentes a altas concentraciones de sal o de azlcares en ensayos de germinacion
habia tenido como resultado el aislamiento de mutantes deficientes o insensibles al
ABA (Huijjser, C. et al., 2000; Laby, R. J. et al., 2000; Quesada, V. et al., 2000).

De acuerdo con estas observaciones se procedi6 a analizar si los mutantes sre
eran mutantes insensibles o deficientes a ABA. Un primer ensayo consistié en
determinar la sensibilidad de la germinacién de los mutantes sre en medios
suplementados con la fitohormona ABA y con el inhibidor de las giberelinas
paclobutrazol (Tabla 5.2.). En general, los mutantes insensibles a ABA normalmente
son capaces de germinar en un medio suplementado con ABA mientras que los
mutantes deficientes normalmente germinan mejor en un medio suplementado con

paclobutrazol (Leung, J. and Giraudat, J., 1998; Rock, C. D., 2000).

Tabla 5.2. Porcentajes de germinacion y desarrollo temprano de la plantula de los mutantes sre
y del ecotipo silvestre en medios suplementados con ABA y placlobutrazol.

Semillas de los ecotipos silvestres (Col y La-er), de mutantes deficiente e insensibles a ABA y
de los mutantes sre fueron sembradas en medio MS suplementado con ABA y paclobutrazol. Los
porcentajes de germinacion fueron determinados a los 8 dias. La desviacion estandar fue calculada a
partir de al menos tres experimentos independientes.

1 uM ABA 3 uM ABA 1 pM Paclobutrazol 10 uM Paclobutrazol

Col 0+0 0+0 12+1 1+1

La-er 442 0+0 2+1 0+0

srel-1 0+0 0+0 77£15 90+5
srel-2 0+0 0+0 73+6 87+6
sre2-1 0+0 0+0 56+27 76+19
sre2-2 0+0 0+0 46+33 87+15
sre3 0+0 0+0 70+8 73+8
aba2-1 nd 0+0 65+12 89+6
aao3-1 0+0 0+0 2+1 3+4

abil-1 9444 9243 65+6 21+£15
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El analisis de la germinacion de los mutantes sre en medios suplementados con
2 concentraciones diferentes de ABA indicaba que estos no eran mutantes insensibles
al ABA. Sin embargo el analisis de la germinacion en medios suplementados con
paclobutrazol mostré6 como los mutantes sre eran capaces de germinar en un medio
suplementado con paclobutrazol 10 uM en 8 dias. Los porcentajes de germinacion de
los mutantes sre fueron superiores al 70% y bastantes similares a los porcentajes de
los mutantes deficientes en ABA (Tabla 5.2.). Asi, este Gltimo ensayo sugeria que los
mutantes sre podian representar nuevos loci o alelos de mutantes deficientes en
ABA.

Una de las funciones fisiologicas de la hormona ABA es la induccion de la fase
de latencia de las semillas. De esta forma, una caracteristica de los mutantes con
déficit o insensibilidad al ABA es la reducida o nula latencia presente en sus
semillas, llegando en algunos mutantes de maiz incluso a germinar antes de
abandonar la planta materna (Zeevaart, J. A. and Creelman, R. A., 1988). Por lo tanto

se analizo la latencia en las semillas de los mutantes sre (Figura 5.5.).

Col
La-er
srel-1
srel-2
sre2-1
sre2-2
sre3
aba2-1

aao3-1

abil

0 20 40 60 80 100

% Germinacion

Figura 5.5. Latencia de las semillas de los mutantes sre.

Semillas recién recogidas de los ecotipos silvestres (Col y La-er), de mutantes deficientes e
insensibles a ABA y de los mutantes sre fueron sembradas en medio MS. Los porcentajes de
germinacion se determinaron a los 5 dias. La desviacion estdndar fue calculada a partir de tres
experimentos independientes con 200 semillas en cada uno de ellos.
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Como resultado del ensayo se obtuvo que a los 5 dias de haber sido puestos
germinar a una placa con medio MS, las semillas de los mutantes sre eran capaces de
germinar con un porcentaje muy elevado (70%-80%), mientras que las semillas del
ecotipo silvestre apenas germinaban un 15% (Figura 5.5.). Esta elevada germinacion
implica una reduccidon notable de la latencia de las semillas de los mutantes sre,
siendo los valores de germinacion obtenidos muy similares a los que poseian tanto
los mutantes de biosintesis como los insensibles a ABA empleados como controles.
Este dato de latencia de las semillas indicaba un posible déficit de la hormona ABA
en las semillas de los mutantes sre.

Cabe mencionar que la variabilidad en la germinacion para los mutantes sre en
los diferentes ensayos realizados no fue muy elevada, con un porcentaje de
germinacion que estuvo entre el 87% y el 68%. Asi, la desviacion estandar calculada
estuvo entre el 19% y el 12 % de los valores, siendo estas desviaciones no muy
elevadas para un ensayo que es altamente influenciable por las condiciones

ambientales.
Ensayo de transpiracion.

Ante una situacion de estrés hidrico, una de las primeras reacciones de la planta
es el cierre de los estomas para reducir la pérdida de agua debida a la transpiracion.
Este cierre de los estomas estd mediado por la hormona ABA, que aumenta sus
niveles en condiciones de estrés e inicia una ruta de sefalizacién que tiene como
resultado final el cierre de los estomas. Por tanto, los mutantes deficientes o
insensibles a ABA no pueden cerrar adecuadamente los estomas bajo condiciones de
estrés, produciéndose un desequilibrio hidrico y un fenotipo de marchitamiento en la
planta. Esta disminucion del contenido de agua de la planta en condiciones de estrés
puede ser visualizada y cuantificada empleando cinéticas de pérdida de agua.

Los ensayos de transpiracion con los mutantes sre permitieron obtener unas
cinéticas de pérdida de agua que mostraban una mayor disminucién en el peso fresco
de los mutantes sre que en el ecotipo silvestre, indicando que todos ellos cerraban
peor los estomas que el ecotipo silvestre (Figura 5.6.). El resultado obtenido en todos
los mutantes sre fue bastante similar, con wuna pérdida ponderada de
aproximadamente el 50% de su peso fresco a los 60 minutos frente al 20% que pierde

el ecotipo silvestre. Unicamente el mutante sre/-2 mostré una cinética de pérdida de
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peso fresco significativamente mayor que la que poseen el resto de mutantes ser

(Figura 5.6.).
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Figura 5.6.- Cinéticas de pérdida de agua de los mutantes sre.

Se emplearon hojas de roseta de los ecotipo silvestre Col y de los mutantes sre. Se representa
el porcentaje de peso fresco respecto del inicial frente al tiempo para el ecotipo silvestre Col y los
mutantes srel-1, srel-2, sre2-1, sre2-2 y sre3. El error estandar fue calculado a partir de dos
experimentos independientes con dos réplicas en cada uno de ellos.

Medidas de Acido Abscisico.

Los datos de los diferentes ensayos de germinacion y de los ensayos de
transpiracion sugerian que los mutantes sre podian ser mutantes deficientes en acido
abscisico. Para confirmarlo se realiz6 la medicion de los niveles de acido abscisico
en las hojas de roseta de plantas silvestres y mutantes. Estas medidas se realizaron
tanto en condiciones sin estrés como en condiciones de estrés salino o por sequia,
condiciones que inducen fuertemente la sintesis de ABA. La Tabla 5.3. presenta los
niveles de ABA obtenidos en los diferentes ensayos realizados.

Las medidas de ABA en condiciones sin estrés confirmaron un menor nivel de
la hormona ABA en todos los mutantes sre. En el mutante srel-1 el nivel de ABA
resultd ser aproximadamente el 25 % del nivel del ecotipo silvestre, mientras que en
ambos alelos del mutante sre2 los niveles de ABA fueron aproximadamente el 30%

del silvestre. Como control del experimento se midi6 la cantidad de ABA presente en
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el mutante deficiente aba2-1. En condiciones de estrés, salino o sequia, las medidas
mostraron que el ecotipo silvestre poseia alrededor de 8 veces mas ABA en
condiciones de estrés que sin estrés y entre 20 y 30 veces mas ABA que los mutantes
srel. Sin embargo el aumento observado para el mutante sre/-/ en condiciones de
estrés fue solamente de 1,5 veces, resultados que fueron muy similares a los que se
obtuvieron para el mutante aba2-1. En cambio, las plantas mutantes sre2 fueron
capaces de aumentar sus niveles de ABA hasta 5 veces, aunque sus niveles finales de
ABA en condiciones de estrés resultaron ser 5 veces menores que el nivel de ABA en
el ecotipo silvestre. En los mutantes sre/-2 y sre3 fue imposible determinar de forma
fiable los niveles de ABA tanto en condiciones de estrés como sin estrés. En ambos
casos, los valores obtenidos indicaban que los niveles de ABA estaban por debajo del
limite de deteccion de la técnica empleada. Estos resultados permitian concluir que
los mutantes sre poseian menores niveles de ABA que el ecotipo silvestre en las
mismas condiciones, y que por tanto posiblemente tendrian afectada la biosintesis de

ABA.

Tabla 5.3. Niveles de ABA (ng ABA/g peso seco) en hojas de roseta de plantas del ecotipo
silvestre Col y de los mutantes srel-1, srel-2, sre2-1, sre2-2, sre3 'y aba2-1.

Se emplearon hojas de roseta sin tratar, tratadas con 200 mM NaCl durante 5 dias (estrés
salino) y mantenidas 7 dias sin regar (estrés por sequia). La desviacion estandar fue calculada a partir
de dos experimentos independientes con dos réplicas en cada uno.

Genotipo Sin estrés Estrés salino Estrés por sequia
Col 103+13 828+70 811+76
srel-1 25+ 3 3545 2745
srel-2 <20 <20 <20
sre2-1 30+ 3 122413 112415
sre2-2 35¢5 191+19 162+16
sre3 <20 <20 <20
aba2-1 22+ 3 45+ 4 4644

Medidas de prolina.

La prolina es una molécula que se acumula en muchos organismos, expuestos a
estreses ambientales (Delauney, A. J. et al., 1993). En las plantas superiores bajo
condiciones de estrés hidrico, las posibles funciones de la prolina serian actuar como
mediador en el ajuste osmoético, como estabilizador de estructuras subcelulares o
como un eliminador de radicales libres. En plantas superiores se sintetiza mediante la
ruta del acido glutdmico y de la ornitina. De ambas rutas, la ruta del acido glutamico

parece ser la actua en condiciones de estrés. Esta compuesta por dos enzimas, siendo
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la enzima P5CS1 (delta 1-pirrolina-5-carboxilato sintasa A), que cataliza el primer
paso de la ruta, la enzima crucial en la sintesis de prolina y cuya expresion es

inducida por condiciones de estrés (Yoshiba, Y. et al., 1999).

Tabla 5.4. Niveles de prolina (umoles/g peso fresco) en hojas de roseta del ecotipo silvestre y
de los mutantes srel-1, sre2-1y aba2-1.

Se utilizaron hojas de roseta de plantas del ecotipo silvestre y de los mutantes sre sin tratar,
tratadas con 200 mM NaCl durante 5 dias (estrés salino) y mantenidas 7 dias sin regar (estrés por
sequia). El error estandar fue calculado a partir de dos experimentos independientes con dos réplicas
en cada uno.

Genotipo Sin estrés Estrés salino Estrés por sequia
Col 0,73+0,31 8,78+0,76 14,05+0,77
srel-1 2,8540,48 2,18+0,32 1,97+0,42
sre2-1 1,09+0,24 5,66+0,83 7,52+0,95
aba2-1 2,45+0,35 1,77+0,44 1,63+0,42

Los valores obtenidos de los niveles de prolina en hojas de roseta de los
mutantes srel-1 y sre2-1 muestran que existe una menor produccion del aminoacido
bajo condiciones de estrés respecto al ecotipo silvestre. Sin embargo, ambos

mutantes poseen mayores niveles en condiciones sin estrés que el ecotipo silvestre.

Ensayos de complementacion con mutantes deficientes en ABA.

La medida de los niveles de ABA mostr6 como los mutantes sre tenian
menores niveles de ABA en hojas de roseta (Tabla 5.3.). Este déficit en la
fitohormona ABA podia ser debido a varias causas. En primer lugar podia ser un
problema en la biosintesis del acido abscisico, de modo que los mutantes sre podian
corresponder a loci implicados en la biosintesis de ABA ya descritos o bien podian
ser nuevos /oci todavia no descritos, tales como la actividad isomerasa que catalizada
la transformacion de la trans-violaxantina en 9-cis-violaxantina. Sin embargo, los
menores niveles de ABA podrian también ser debidos a una mayor degradacion del
ABA en la célula. En este caso los loci SRE estarian implicados en las rutas del
metabolismo del ABA, bien directamente como actividades de las rutas o bien
indirectamente como reguladores de estas rutas. Finalmente existe una tercera
posibilidad, que los /loci SRE estén implicados en la percepcion del estrés osmotico,
de modo que no se observa induccion de la sintesis de ABA en condiciones de estrés

porque los mutantes no pueden percibir el estrés adecuadamente.
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Para determinar si los mutantes sre aislados eran mutantes ABA deficientes ya
descritos se procedié a cruzarlos con los mutantes de biosintesis de acido abscisico
(Tabla 5.5.). Algunos de estos mutantes se encuentran disponibles en el fondo
genético Columbia (Col) y otros en el fondo Lansdberg erecta (La-er), aunque el
analisis de los fondos genéticos en las condiciones del ensayo determind que ambos

fondos se comportaban de forma muy similar.

Tabla 5.5. Analisis de complementacion entre mutantes deficientes en ABA y los mutantes
sre.

Semillas F; de cada cruce fueron germinadas en medio MS suplementado con NaCl 150 mM.
La direccion del cruce se encuentra indicada. La germinacion fue determinada a los 5 dias.

Cruce (? x &) Sembradas Germinadas
srel-1/srel-1x abal-5/abal-5 70 0
srel-1/srel-1 x aba2-1/aba2-1 147 145
aba2-1/aba2-1 x srel-2/srel-2 78 73
srel-1/srel-1 x aba3-2/aba3-2 92 0
abal-5/abal-5 x sre2-1/sre2-1 107 0
sre2-1/sre2-1 x aba2-1/aba2-1 112 0
sre2-1/sre2-1 x aba3-2/aba3-2 113 0
sre2-1/sre2-1 x aao3-1/aao3-1 89 74
sre2-2/sre2-2 x aao3-1/aao3-1 85 71
abal-5/abal-5 x sre3/sre3 95 93
aba2-2/aba2-1 x sre3/sre3 77 0
aba3-2/aba3-2 x sre3/sre3 99 0

Como resultado del andlisis de los cruces se obtuvo que:
e Los mutantes srel eran alélicos al mutante aba2-1. Dada la existencia
de al menos 7 nuevos alelos conocidos, se empez6 una nueva serie

alélica donde estarian incluidos los dos alelos mutantes srel, pasando a
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denominar a los mutantes srel-1 y srel-2 como aba2-11 'y aba2-12
respectivamente.

Los mutantes sre2 eran alélicos al mutante aao3-1. Solo existe un alelo
descrito en la bibliografia para este locus, de modo que se renombraron
los alelos mutantes sre2-1 y sre2-2, como aao3-2 y aao3-3
respectivamente.

El mutante sre3 representaba un nuevo alelo del mutante abal. Se
decidi6 renombrarlo como abal-101. Esta numeracion alélica fue
escogida para evitar confusiones con los alelos abal previamente
aislados, de los cuales hay al menos dos series alélicas (Koornneef, M.
et al., 1982; Comunicaciéon personal de A. Marion-Poll a P.L.

Rodriguez)
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5.2. Mutantes srel-1/aba2-11y srel-2/aba2-12.

El mutante aba2 de Arabidopsis thaliana fue identificado por primera vez en
una busqueda de mutantes capaces de germinar en presencia de paclobutrazol, un
inhibidor de la biosintesis de giberelinas (Leon-Kloosterziel, K. M. et al., 1996).
Posteriormente se han identificados numerosos alelos aba? en diferentes rastreos
(revisado en Rock, C. D., 2000; Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002). Extractos
protéicos del mutante aba2-1 mostraron en diversos ensayos una reducida capacidad
para transformar xantoxina en ABA, aunque estos mismos extractos proteicos si
fueron capaces de transformar el hipotético intermediario aldehido abscisico en
ABA. Esto llevo a que se propusiera que el paso catalizado por la actividad ABA2
seria la conversion de xantoxina en aldehido abscisico y l6gicamente el tltimo paso
de la ruta de biosintesis seria la oxidacion de este aldehido abscisico a ABA por una
actividad oxidasa de aldehido abscisico (Schwartz, S. H. et al., 1997a). En cambio,
otros autores habian propuesto una ruta diferente en la que la xantoxina seria
transformada a 4acido xantdxico mediante la actividad aldehido oxidasa codificada
por el gen AAO3 y el acido xantoxico seria transformado en ABA mediante la
actividad codificada por el gen ABA2 (Milborrow, B. V., 2001). Sin embargo,
ninguna de estas dos posibles rutas podia ser contrastada. En primer lugar, la
actividad oxidasa de aldehido abscisico codifica por el gen AAO3 era capaz de
catalizar in vitro tanto la conversion de aldehido abscisico a xantoxina como de
xantoxina a acido xantoxico (Seo, M. and Koshiba, T., 2002). En segundo lugar, el
gen ABA2 de A.thaliana no estaba clonado y por tanto no se conocia la identidad
molecular del gen ni la actividad enzimatica de su producto génico.

El punto 5.1. de esta tesis doctoral describe el aislamiento de dos nuevos alelos
aba2, denominados srel-1/aba2-11 y srel-2/aba2-12, asi como una extensa
caracterizacion fenotipica. En el presente punto se realizara la descripcion general de
ambos alelos mutantes, incluyendo un resumen de la caracterizacién fenotipica ya
realizada. Ademas, se realizard una detallada caracterizacion molecular y bioquimica

del gen y de la proteina ABA2, respectivamente.
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Identificacion de los mutantes.

En el transcurso de un analisis genético en Arabidopsis thaliana sobre la
capacidad de germinacion y establecimiento temprano de la plantula se identificaron
dos mutantes que formaban el grupo srel que se denominaron srel-1y srel-2. Dado
que ambos mutantes procedian de una coleccion de lineas mutagenizadas con T-
DNA, se determind la presencia de T-DNA en ambos alelos mutantes. El analisis
mostrd que el mutante srel-1 poseia dos inserciones incompletas de T-DNA en su
genoma, mientras que el mutante sre/-2 no poseia ningin T-DNA (Figura 5.2.). El
analisis de cosegregacion realizado entre el T-DNA y el fenotipo del alelo mutante
srel-2 concluy6 que el T-DNA no cosegregaba con el fenotipo (Figura 5.3.).

El analisis de complementacion entre los mutantes deficientes en ABA y sre
determin6d que los mutantes srel-1 y srel-2 eran alélicos al mutante aba2-1 (ver
Tabla 5.5.). Asi, los mutantes srel-1 y srel-2 fueron renombrados como aba2-11'y
aba2-12 respectivamente, iniciando una nueva serie alélica junto con 2 nuevos alelos
aislados por el grupo del profesor José Luis Micol, Universidad Miguel Hernandez,

Elche (Alicante).

Caracterizacion fenotipica.

En el presente punto de la tesis se incluye un pequefio resumen de los fenotipos
descritos anteriormente en el punto 5.1 de resultados, y ademas se incluyen los
resultados obtenidos con otro de los alelos, el mutante aba2-1 (incluido como

control).
Ensayos de germinacion y establecimiento de plantula.

En primer lugar se analiz6 la germinacion de las semillas tanto en condiciones
de estrés salino y osmotico como en medios MS con placlobutrazol. Los resultados
obtenidos muestran que todos los mutantes aba? poseen unos porcentajes de
germinacion elevados, alrededor del 80 %, tanto en medios suplementados con NaCl
y manitol como en medios con paclobutrazol (Figura 5.7.).

En segundo lugar se analizé la latencia de las semillas, obteniendo unos
resultados que muestran claramente que las semillas de todos los mutantes aba2
poseen una reducida latencia comparada con las semillas del ecotipo silvestre (Figura

5.7).
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Figura 5.7.- Porcentajes de germinacion de los mutantes aba2.

Las semillas germinaron en medios suplementados con NaCl 150 mM, manitol 400 mM y
paclobutrazol 10uM. Se determin el porcentaje de germinacion y desarrollo temprano de la plantula
a 5 dias (NaCl) y a 8 dias (manitol y paclobutrazol). Para analizar la latencia de las semillas se
emplearon semillas con un desarrollo de 16-18 dias después de la polinizacion y el porcentaje de
germinacion se determino a los 5 dias.

Ensayo de sensibilidad a estrés en plantulas.

Ademas de analizar la germinacion de las semillas en medios suplementados
con NaCl y manitol, se analiz6 también el crecimiento de plantulas en estos mismos
medios. Las semillas fueron germinadas en placas con medio MS y posteriormente
las plantulas fueron transferidas a unas placas con medio MS sin sacarosa
suplementadas con NaCl o manitol. A las dos semanas las plantulas mutantes srel-
1/aba2-11 mostraban una mayor sensibilidad al estrés salino u osmotico que las
plantulas del ecotipo silvestre. La Figura 5.8. muestra como a las dos semanas se
haber sido puestas a crecer, las plantulas del mutante srel-I/aba2-11 estaban
practicamente muertas mientras que las plantulas del ecotipo silvestre eran capaces

de sobrevivir y continuar el crecimiento.
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Figura 5.8. Sensibilidad al estrés osmotico de las plantulas srel-1/aba2-11.

Pléantulas de seis dias del ecotipo silvestre y del mutante sre/-1/aba2-11 fueron transferidas de
placas con medio MS a otras con MS sin sacarosa y suplementadas con NaCl 100 mM o manitol 200
mM. Las placas se sellaron con cinta Micropore™ para permitir el intercambio gaseoso con el
ambiente y se pusieron en una cimara de crecimiento in vitro. La fotografia se tomo 2 semanas
después que las plantulas fueran transferidas a las placas.

Ensayo de transpiracion.

El ensayo fue realizado como se describe en el apartado 4.4. Los resultados
obtenidos muestran claramente como los alelos mutantes aba2-1, srel-1/aba2-11'y
srel-2/aba2-12 poseen una pérdida de agua mayor que la del ecotipo silvestre. De
todos los mutantes, el mutante srel-2/aba2-12 fue el que mas redujo su porcentaje de
peso fresco, llegando a perder hasta un 80 % de su peso fresco en 60 minutos. En
cambio el mutante srel-1/aba2-11 perdié hasta un 60 % y el aba 2-1 hasta un 40%
(Figura 5.9.).

136



5. Resultados.

100

8 80

§ —0—Col
q; 60 —&— srel-1/aba2-11

0-2 40 ——srel-2/aba2-12
% & gba2-1
X 20

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (minutos)

Figura 5.9. Cinética de pérdida de agua de los mutantes aba?.

Se cortaron 2-3 hojas de roseta de cada planta y se pesaron cada 5 minutos. Se representa la
perdida de peso en porcentaje para el ecotipo silvestre Col y los mutantes srel-1/aba2-11, srel-
2/aba2-12 y aba2-1.

Medidas de acido abscisico y prolina.

Los diferentes ensayos de germinacion realizados con los mutantes aba?
mostraron que todos los alelos poseian unas respuestas similares. Sin embargo el
ensayo de transpiracion mostré6 una diferencia entre los alelos mutantes aba?2,
diferencia que podria ser debida a unos diferentes niveles de ABA. Esta hipotesis fue
analizada mediante la realizacién de las medidas del ABA presente en las hojas de
roseta de los alelos aba2. La Tabla 5.6. muestra las medidas de los niveles de ABA

obtenidas en condiciones de estrés salino, de estrés por sequia y sin estrés.

Tabla 5.6. Niveles de acido abscisico (ng ABA/gramo de peso seco).

Se emplearon hojas de roseta de plantas del ecotipo silvestre y de los mutantes srel-1/aba2-11
y aba2-1 sin tratar, tratadas con NaCl 200 mM durante 5 dias (estrés salino) y mantenidas 7 dias sin
regar (estrés por sequia).

Sin estrés Estrés salino Estrés por sequia
Col 103+13 828+70 811£76
srel-1/aba2-11 25+ 3 35+5 2745
srel-2/aba2-12 <20 <20 <20
aba2-1 22+ 3 45+ 4 46+4

En condiciones sin estrés el contenido de ABA en los mutantes aba?2 es
aproximadamente el 25 % del contenido de ABA del ecotipo silvestre. En

condiciones de estrés los niveles de ABA en los mutantes aba? practicamente no
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aumentan mientras en el ecotipo silvestre aumentan hasta 8 veces. En estas
condiciones, el ecotipo silvestre posee entre 20 y 30 veces mds ABA que los
mutantes aba2? (Tabla 5.6.). De los tres alelos mutantes aba? analizados el que
presenta menores niveles es el alelo srel-2/aba2-12, niveles que estan por debajo del
limite fiable de deteccion de la técnica de medicion.

La medicion de los niveles de prolina mostré que los mutantes srel-1/aba2-11
y aba2-1 poseen mas cantidad de prolina en condiciones sin estrés, al contrario de lo
que ocurre en el ecotipo silvestre. En cambio, en condiciones de estrés los niveles de
prolina en el ecotipo silvestre aumentan mientras que en los mutantes aba?2

disminuyen.

Tabla 5.7. Niveles de prolina (umoles prolina/gramo de peso seco).

La medicion se realizd en hojas de roseta de plantas del ecotipo silvestre y de los mutantes
srel-1/aba2-11y aba2-1, en condiciones sin estrés, con estrés salino (200 mM NaCl durante 5 dias) y
con estrés por sequia (7 dias sin regar).

Genotipo Sin estrés Estrés salino Estrés por sequia
Col 0,73+0,31 8,78+0,76 1,41+0,77
srel-1/aba2-11 2,85+0,48 2,18+0,32 1,97+0,42
aba2-1 2,45+0,35 1,77+0,44 1,63+0,42

Caracterizacion molecular.
Clonacion mediante mapeo posicional del locus ABA2.

La poblacion de mapeo empleada para la localizacion del gen ABA2 fue
generada segun se describe en el apartado 4.2. El listado de los distintos marcadores
moleculares empleados se encuentra en el apéndice.

El mutante aba?2 fue aislado y mapeado por primera vez en el brazo pequefio
del cromosoma I de Arabidopsis thaliana por Leon-Kloosterziel, K. M. et al., 1996)
ligado al marcador morfologico chl. Asi inicialmente, se procedio a identificar a los
marcadores ciwl (70 cM) y nga280 (83 cM), localizados en el brazo inferior del
cromosoma I, como los marcadores flanqueantes del locus ABA2, en posicion
centromérica y telomérica respectivamente (Figura 5.10.). El intervalo donde se
localizaba el gen ABA2 se fue reduciendo por ambos extremos de acuerdo con los
puntos de recombinacion definidos por los nuevos marcadores moleculares SSLP
desarrollados, llegando a establecer un “contig” de cromosomas artificiales de

bacterias (BACs) que contenia al locus ABA2. Finalmente se defini6 un intervalo
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que incluia los BACs F5F19, FIIS, F19K6 y F6DS8 en el cual ya no era posible
encontrar individuos recombinantes en la poblacion mutante y cuyos extremos eran

los marcadores localizados en los BACs F5F19 y F6DS8 (Figura 5.10.).
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Figura 5.10. Localizaciéon mediante mapeo posicional del gen ABA2 en el clon BAC F19K6
situado en el brazo pequefio del cromosoma I.

Los marcadores SSLP ciwl y nga280 fueron inicialmente identificados como los marcadores
cosegregantes y flanqueantes en la region del Jocus diana en posicion centromérica y telomérica,
respectivamente. Las barras verticales representan los marcadores SSLP polimoérficos empleados para
localizar los puntos de recombinacion (el nimero de recombinantes para cada marcador esta indicado
entre paréntesis) y para construir un “contig” de BACs que contiene al locus ABA2. Se indica la
posicion del “contig” de BACs con respecto al mapa AGI (Arabidopsis Genome Iniciative,
http://www.arabidopsis.org/servlets/mapper). cM, centimorgan. Kb, kilobases.

En este punto, se contintio la identificacion del gen ABA2 mediante la
hipotesis del gen candidato. Para ello se analizaron en detalle los genes de los BACs
incluidos en el intervalo definido por los marcadores localizados en los BACs F5F19
y F6D8. En este analisis se identificaron varios genes candidatos que codificaban
proteinas cuya funcion podia corresponder a la de la proteina ABA2. Los datos
disponibles en la bibliografia indicaban que el paso de transformacion de la
xantoxina a aldehido abscisico catalizado por la actividad ABA2 consistiria en la
oxidacion a cetona del grupo 4’-hidroxilo seguido de la apertura del anillo epoxido
de la xantoxina y la desturacion del enlace 2°3” mediante una o varias actividades.
Asi de los genes candidatos, el gen Atlg52340 localizado en el BAC F19K6 y que
codifica un miembro de la familia de las alcohol deshidrogenasas de cadena corta

parecia ser el mejor gen candidato, de acuerdo con la hipotética actividad ABA2
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(Schwartz, S. H. et al., 1997a) y a los posteriores indicios suministrados sobre la
identidad del gen ABA2 (Rook, F. et al., 2001) .

El gen At1g52340, de 1531 nucleodtidos de longitud, fue amplificado del DNA
genomico del ecotipo silvestre y de los mutantes srel-1/aba2-11'y srel-2/aba2-12,
empleando los cebadores especificos S’ABA2 y 3’ABA2 (Figura 5.11.A). El anélisis
de los productos de PCR mediante electroforesis mostrd6 que el fragmento
amplificado en las plantas mutantes srel-I/aba2-11 era menor que el
correspondiente para el ecotipo silvestre y para el otro alelo mutante, indicando una
posible delecion en la secuencia del gen At1g52340 (Figura 5.11.B). La existencia de
una serie alélica de mutaciones en un gen que cosegrega con un fenotipo mutante es
evidencia de que el gen representa el /ocus mutante. Asi la caracterizacion molecular
de las mutaciones de varios alelos aba2 confirmo inequivocamente al gen At1g52340

como el gen ABA2 (ver Tabla 5.8.)
Caracterizacion molecular de las mutaciones.

Para la caracterizacion molecular de las mutaciones se procedié a secuenciar el
gen Atl1g52340/ABA2 en los mutantes aba2 empleando los cebadores denominados
5’ABA2, 5’ABA2-795 y 3’ABA2 (Figura 5.11.A.). Los productos de PCR obtenidos
con las parejas de cebadores (5'ABA2, 3’ABA2) y (5'ABA2-795, 3’ABA2) fueron
clonados y varios clones diferentes se enviaron a secuenciar para evitar los posibles

errores cometidos por la polimerasa en la reaccion de amplificacion.
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Figura 5.11.Estructura genomica del gen ABA2 y de las mutaciones en los mutantes aba?2.

(A) Estructura del gen ABA2 y localizacion de las mutaciones en los mutantes aba2. La
numeracion se inicia en el codon del inicio de la traduccion ATG. Los bloques representan la pauta
abierta de lectura. Se indica la posicion de los cebadores empleados para la identificaciéon de las
mutaciones en los alelos aba?2.

(B). Electroforesis del gen ABA2 amplificado con los cebadores 5’ABA2 y 3’ABA2 a partir de
DNA gendmico del ecotipo silvestre y los mutantes srel-1/aba2-11 'y srel-2/aba2-12. Se indica la
posicion de la banda de 1,6 Kb del marcador.

(C) Marcador polimérfico CAPS. DNA de individuos F, homocigotos srel-1/aba2-11 fue
amplificado empleando los cebadores 5’ ABA2 y 3’ABA2 y el fragmento obtenido fue digerido con la
enzima de restriccion Bcll. La digestion fue visualizada en un gel de agarosa 1%. Se indica el tamafo
de las dos bandas que forman la banda observada en el ecotipo silvestre.

La secuenciacion en el mutante srel-I/aba2-11 permitié identificar una
delecion de 53 nucledtidos en la secuencia del gen. Esta delecion comprendia desde
el nucleotido 737 al 789 y ademas provocaba un cambio en la pauta de lectura de
gen. Asi, la traducciéon del RNA mensajero del gen en el mutante produciria una
proteina truncada de solo 22 aminodacidos, de los cuales los 10 ultimos serian
erroneos debido al cambio en la pauta de lectura del gen, siendo presumiblemente un
alelo nulo del gen ABA2. La identificacion de esta delecion en la secuencia del gen
permitié desarrollar un marcador polimorfico CAPS basado en la pérdida de un sitio

de corte para la enzima de restriccion Bcll, localizado en el nucle6tido 744 contando
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desde el ATG. Este marcador CAPS fue empleado para analizar la presencia de la
delecion en los cromosomas de individuos F, homocigotos srel-1/aba2-11. Para ello
DNA de plantas F, homocigotas mutantes y del ecotipo silvestre se amplificaron con
los cebadores 5’ABA2 y 3’ABA2. El fragmento amplificado, de 1,6 kb en el ecotipo
silvestre y algo menor en las plantas mutantes (Figura 5.11.B.), fue digerido con la
enzima de restriccion Bcll y el resultado de la digestion se visualizé empleando un
gel de agarosa. Como resultado se obtuvo que las plantas homocigotas mutantes
srel-1/aba2-11 no mostraron variacion en el tamafio del fragmento, mientras que el
ecotipo silvestre mostraba dos bandas solapadas de 780 y 810 pares de bases (pb)
aproximadamente como resultado de la digestion del fragmento de 1,6 kb. El anélisis
de los individuos homocigotos srel-1/aba2-11 mostr6 que existia cosegregacion
entre el alelo srel-1/aba2-11 del marcador CAPS y el fenotipo deficiente en ABA
(Figura 5.11.C.).

La secuenciacion del producto de amplificacion con los cebadores S’ABA2 y
3’ABA2 en el mutante srel-2/aba2-12 permitié identificar un cambio nucleotidico
en la secuencia del gen ABA2. Concretamente el nucledtido en posicion 755
cambiaba de guanina a adenina (Figura 5.11.A.). Este cambio nucleotidico
provocaba el cambio del aminoacido en posicidon 28 en el mutante, pasando de una
glicina (G) a una arginina (R). También se realizo la secuenciacion del gen ABA2 en
el mutante aba2-1, encontrandose el cambio de la guanina en posicion 1464 por una
adenina, cambio que produciria en la proteina el cambio de la serina (S) en posicion
264 por una asparagina (N) (Figura 5.12.).

Paralelamente al trabajo realizado en la presente tesis doctoral, el grupo del
profesor José Luis Micol realizé el aislamiento (Quesada, V. et al., 2000) y la
caracterizacion de los mutantes salobrerio (sani). En concreto, determinaron que los
mutantes sani3-1 y sani3-2 contenian nuevos alelos mutantes del /ocus ABA2, los
cuales se redenominaron como aba2-13 'y aba2-14 respectivamente. La
secuenciacion del locus ABA2 en estos alelos mutantes determino que el alelo sa7i3-
1/aba2-13 posee el cambio de la citosina en posicion 1200 a una timina, mientras que
el alelo sani3-2/aba2-14 posee la delecion de 951 nucleotidos, desde el nucledtido

—492 hasta el nucleo6tido 459 (José Luis Micol, comunicacion personal; Tabla 5.8.).
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Tabla 5.8. Caracterizacion molecular de las mutaciones aba?.
El numero del nucleotido esta referido al codon de inicio ATG. EMS, etil metilsulfonato.

Alelo Mutageno Cambio nucleotidico Cambio en la proteina
aba2-1 EMS G1464A Ser264Asn

srel-1/abaz-11 T-DNA A5733$t;’ %Zde CambioDeenlelZi?rI;/duccién
srel-2/aba2-12 T-DNA G755A Gly28Arg
san3-1/aba2-13 EMS C1200T Ser176Phe

san3-2/aba2-14 Nreélgirggse i A9—5419gl:1, 4(112 ;de CambioDeenl&iZi?rI;/duccién

ABA?2 codifica una alcohol deshidrogenasa de cadena corta.

El cDNA del gen ABA2 fue obtenido mediante la reaccion de la transcriptasa
en reverso empleando como molde RNA mensajero extraido del ecotipo silvestre y
los cebadores especificos 5’ ABA2 y 3’ABA2. Posteriormente el cDNA de ABA2 fue
clonado y secuenciado en su totalidad. La comparacion entre las secuencias del
cDNA y del DNA genémico confirmaron que el gen ABA2 estaba compuesto por
dos exones y un intron (Figura 5.11.). El cDNA contenia una pauta abierta de lectura
de 858 pb que hipotéticamente codificaba una proteina de 285 aminoacidos (aa) con
masa molecular de 30,2 kDa.

Diversas busquedas en las bases de datos mostraron que la proteina ABA2
pertenece a la familia denominada alcohol deshidrogenasas/reductasas de cadena
corta (SDR) (Figura 5.12.). Esta familia de enzimas contiene deshidrogenasas de
procariotas y de insectos, asi como algunas enzimas de mamiferos como la 15-
hidroxiprostanglandina deshidrogenasa y 17f3-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(Persson, B. et al., 1991; Jornvall, H. et al., 1995). El analisis de la estructura

primaria de la proteina ABA2 muestra los dos motivos de secuencia comunes en
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todos los miembros de esta familia (Figura 5.12.). Estos son el motivo de union del
coenzima, definido por la secuencia Gly,7-X-X-X-Gly;-X-Glyss y el motivo
definido por la secuencia Tyr;73-X-X-X-Lys;77, localizado en el hipotético sitio
activo de estas enzimas (Jornvall, H. et al., 1995). En general, las enzimas que
pertenecen a la familia SDR muestran una identidad de residuos entre el 15-30%. No
obstante, las estructuras terciarias resueltas de algunos de los miembros revelan una
estructura similar de tipo un-dominio con un patrén de 7 a 8 hojas § en un entorno de
estructuras o/P. En general, este patron de plegamiento es tipico del sitio de union al
coenzima de las enzimas deshidrogenasas (Rossmann, M. G. and Argos, P., 1978).
Sin embargo, la estructura terciaria del tipo un-dominio constituye una clara
diferencia con la estructura en dos-dominios de las enzimas conocidas como de
cadena media. Estas enzimas de cadena media son también conocidas como clasicas
e incluso deshidrogenasas dependientes de zinc e incluyen una serie de enzimas de
levadura y mamiferos muy bien conocidas como las alcohol, lactato y malato
deshidrogenasas y la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

El alelo mutante srel-1/aba2-11 codifica un péptido de solo 22 aminoacidos,
sin embargo las mutaciones srel-2/aba2-12 y aba2-1 producen un cambio
aminoacidico en la secuencia de la proteina. La mutacion srel-2/aba2-12 provoca la
sustitucion de la glicina en posicion 28 por una arginina en el dominio de unién del
coenzima. En cambio, la mutacion aba2-1 provoca la sustitucion de la serina en
posicidon 264 por una asparragina, cambio que afectaria al hipotético sitio de unioén
del sustrato, el cual parece estar situado en el extremo C-terminal de las SDR

(Ghosh, D. et al., 1991; Jornvall, H. et al., 1995; Figura 5.12.).
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{{ (srel-2/aba2-12)

€§r SEVRLFHKHGRAKWCH- - VDI#OBDLGGEVCKSHLRGE : 68
ARQAVAAGH ——-AD\LIPEEGAATA ---—— : 50

ABA2 : MSTNTESSSYSSLPSQRIRLIENVA]
2bhd strex : ~~~v~vmvvssnssan MNDIBS/EAT V|
dhgb bacme : ~~~~~vvsvssvaan MYKDJ®E AIRFATEKRK] NYRSKE[PEANSVLEE/#IKK-- : 55
hdha ecoli : ~~~~v~v~~~ MENSDNLRIBD[EINCA AITFATAGHES S—--DEINADAANHVVDEO--Q : 57
A RLASDPSQSFKVYATLRELKTQGRL AARAL : 53

17bhd Hum : ~~~v~~vssvsssnsssnns RTVV]

2bhd strex : —GDARRYQHLDVT EEDWQRVVAY“REEFG
dhgb bacme : VGGERIAVKGEMT3SDVINLVQSAIKE
hdha ecoli : LGGQEFACRCDITSEQELSALADFEISK
17bhd Hum : ACPPGSLETLOMDRDSKSVAAARERVTE[g

[E-NP--VSSHEMS®SD) NKVIDENLT 122
—-G-GGPKPF--DMPMADIGRRAYEIFINWYF — : 122
fIGLLGPLEALGEDAMAS---VLEWMYVET- : 119

ABA2 : SKETAFFIHGPEERFEDDI SNAVDFAVKNEE INC-GAPCPDIRNYSIRSEREMT F|SAANWMK! : 137
S-TG--MFLETESYERJGRKVV|SHINART : 116
S|

ABA2 : [@SUKHAARVMEPEK-KESHgS -GGVGGVGPHSHVCERHANLGETRSTRAERGOHGHENNCSE YA : 205
2bhd strex : MGUKTVIP-ANMKDAGGESINY -AGLVGLALTSS WG RGIISKLAVENGT DR YHizEM : 184
dhgb bacme : WMGSREAIKYFYENDIKET\Y HEWKS{PWPLFVH| GGUKLMTETLEYAPKGIAYNNIGIZEA : 192
hdha ecoli : FHMSQLVAPENMEKNGG AAENKNINMT - SMASKINAAR S HIFVRNIUIF DIFGEK NS GEAEER : 191
17bhd Hum : [HRYULQAFLPDYKRRGSERY -GGLYGLPFNDVCARSFANEGHCE SV LINLPFGYHMSLMECEP : 188
—
II ?(Cl 612-1)
ABA2 : ¥AR-K@ALAHLPEEE--RTEDAFVGFRNEF---AAANANBKGELTVDDgAN---AVIlEIAEDDSREIFED : 266
2bhd strex : TY@-PMTAE--TGIR--QGEGNY-----—----- PNTPUGRYGNEEGEING - - -1 LEDTSSMUNEA : 235
dhgb bacme : [INJ{-PBNAEKFADP[H--QRADVE-—-——-—--—— SMIPNGYRG-EZEEN- - ——/AVA SEASMET : 243
hdha ecoli : MLWDAMKSVITPEIE--QK--—-—-—-—-—-- MLOHT PIRRIIG - QJ=0 DIAN - — - AW FECEPAASIUSIED : 242
17bhd Hum HAFNEKVLGSPERVLDRTDIHTFHRFYQYLAHSKQVFREAAQNHEEWNEVFLTAINRAPKPTLRMFMTE : 258
ABA2 : NEMIDEEFTCTNHEEKVER ~~ v~ v v n s ne v v v v 0 0 0 0 e e : 285
2bhd strex : EEAVDEEWT - TGPEIVEY VMG~~~ nm v v v v 3 e v 3 3 N N e e : 255
dhgb bacme : TFADMT*QYPFQAGRG ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ : 262
hdha ecoli : IMTVSEEGVQELN -~~~ s m o m s m v v v 0 0 0 : 255
17bhd Hum : RFLPLLRMRLDDPEGSNYVTAMHREVFGDVPAKAEAGAEAGGGAGPGAEDEAGRSAVGDPELGDPPAAPQ : 328

Figura 5.12. Alineamiento de la proteina ABA2 con otros miembros de la familia SDR.

Las secuencias de la proteina ABA2 de A.thaliana (At1g52340), 3020B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa de Streptomyces exfoliatus (2bhd strex), Glc 1-deshidrogenasa de Bacillus
megaterium (dhgb bacme), 7o-hidroxiesteroide deshidrogenasa de E. coli (hdha ecoli) y 17B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa de humanos (17bhd Hum) fueron alineadas empleando los programas
PileUp y Genedoc. Las posiciones con residuos de aminoacidos idénticos o sustituciones
conservativas estan resaltadas en color negro cuando son idénticas en todas las proteinas o en gris
cuando solo coinciden 4 de las 5. Los residuos GXXXGXG del sitio de unién del coenzima (I) y del
motivo (II) con secuencia YXXXK estan subrayados. Los cambios de aminoacidos resultantes de las
mutaciones aba2-1y srel-2/aba2-12 estan indicados.

Caracterizacion bioquimica de la proteina ABA?2.

La secuencia codificante del gen ABA2 fue amplificada medinate RT-PCR
empleando RNA mensajero del ecotipo silvestre y de los mutantes aba2-1 y srel-
2/aba2-12 con los cebadores especificos 5’ABA2BRI y 3’ABA2B (ver punto 3.2. de
materiales). E1 cDNA resultante fue clonado en el vector de expresion pET28a, en
fase con una secuencia que codifica una cola de histidinas. Las proteina
recombinantes fueron expresadas en E. coli y purificadas mediante un sistema de
cromatografia de afinidad con resina de agarosa Ni-NTA. Ademds de la proteina
ABAZ2, se purificaron las proteinas recombinantes S264N aba2-1 y G28R aba2-12
para poder determinar el efecto ambas mutaciones en la actividad de la enzima

(Figura 5.14.A).
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Inicialmente se determino la actividad alcohol deshidrogenasa de la proteina
recombinante ABA2 empleando una serie de alcoholes con una estructura cada vez
mas compleja y similar al ABA .Asimismo se analiz6 si la reaccion era dependiente
del coenzima NAD', NADP" o se podian emplear ambos indistintamente. Se
emplearon alcoholes como el etanol, isopropanol, butanol, ciclohexanol, 2,6-
dimetilcilohexanol y 3,5,5 -trimetil ciclohexanol (Figura 5.14.D.). El resultado fue
negativo en todos los casos salvo con el alcohol 3,5,5 -trimetil ciclohexanol,
compuesto que posee un anillo estructuralmente similar al de la xantoxina, que si fue
oxidado por la proteina ABA2 con un valor de K;;, de 10 mM. Ademas la reaccion de
oxidacion catalizada por la enzima ABA2 resultd totalmente dependiente del
coenzima NAD', puesto que el NADP" no pudo reemplazar al NAD" como
coenzima.

A continuacién se determino la actividad alcohol deshidrogenasa empleando el
hipotético sustrato natural de la enzima xantoxina (Figura 5.13). La xantoxina y el
aldehido abscisico fueron suministrados por el Dr Jan A.D. Zeevaart (MSU-DOE
Plant Research Laboratory, Michigan State University, USA). La soluciéon de
xantoxina estaba compuesta por una mezcla 1:1 de los isomeros 2-cis,4-trans y 2-
trans,4-trans, la cual se obtiene simplemente por la exposicion de la xantoxina a la
luz (Burden, R. S. and Taylor, H. F., 1970). En cambio la solucién estdndar de
aldehido abscisico estaba compuesta mayoritariamente el isémero 2-cis,4-trans,
aunque también se puede detectar un pequefio pico correspondiente al isdbmero 2-
trans,4-trans (Figura 5.13.A.).

Para determinar los productos de la reaccidon se incubo el sustrato xantoxina
con la proteina ABA2 en presencia de la coenzima NAD", y al cabo de una hora se
analizaron los productos mediante HPLC-espectrometria de masas. Los productos de
la reaccion fueron identificados como 2-cis,4-trans aldehido abscisico (pico con un
tiempo de retencion de 13,30 minutos) y 2-trans,4-trans aldehido abscisico (pico con
un tiempo de retencion de 12,77 minutos) mediante la comparacion de los perfiles
cromatograficos de HPLC y de la espectofotometria de masas del estandar aldehido
abscisico (Figura 5.13.B). El andlisis de los productos mostré que la proteina ABA2
fue capaz de convertir cada isdmero de xantoxina a su correspondiente isdbmero de
aldehido abscisico, aunque el isdémero 2-cis,4-trans xantoxina fue transformado mas

eficientemente. Esta mayor eficiencia posee sentido bioldgico puesto que el corte de
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9-cis-epoxicarotenoide por la enzima NECD produce el isdbmero 2-cis,4-trans-

xantoxina (Schwartz, S. H. et al., 1997b).
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Figura 5.13. Identificacion mediante analisis por HPLC-Espectrometria de masas de los
productos de la reaccion después de la incubacion de xantoxina con la proteina recombinante ABA2.

(A) Cromatogramas de HPLC del sustrato xantoxina (arriba), el estandar de aldehido abscisico
(centro) y de los productos de reaccion después de la incubacion con la proteina ABA2 (abajo).

(B) Espectro de masas del estandar 2-cis,4-trans aldehido abscisico (arriba) y del producto de
reaccion con un tiempo de retencion de 13,30 minutos (abajo). El anidon molecular del compuesto (M")
esta indicado. Un espectro similar fue obtenido para el producto de reaccion eluido al tiempo de
retencion de 12,77, que corresponde al isémero 2-trans,4-trans producido a partir de la 2-trans,4-trans
xantoxina.

(C) Reaccidon catalizada por la proteina ABA2. La conversion de xantoxina a aldehido
abscisico implica la oxidaciéon del grupo cetona en posicion C4’ asi como la apertura del grupo
epoxido en posicion 1°-2". La apertura del grupo epoxido provoca la desaturacion del doble enlace 2'-
3" y la formacioén de un grupo hidroxilo en C1’. Se indican los pesos moleculares (Mr) de los dos

compuestos.
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Finalmente se realiz6 el estudio de la actividad xantoxina oxidasa catalizada
por la proteina ABA2. La proteina recombinante ABA2 fue capaz de catalizar la
reaccion de oxidacion de la xantoxina dependiente del coenzima NAD" con un valor
de K, de 19 uM (Figura 5.14.B). El anélisis se completo determinando la baja
capacidad de las proteinas recombinantes S264A aba2-1 y G28R aba2-12 para

catalizar la oxidacion de la xantoxina (Figura 5.14.C).

waM 1 23 ~ 37

> 20 Kw=19,2 pM
80 W 2
61 W 15

s
49 = a 10 | 1
I i Z. 1 Y

0,1 0,1

Tiempo (min)

100 1 — CH,CH,CH,CH,OH Butanol
80 CH,CHOHCH, Propanol
=
,g 60 - CH,CH,OH Etanol
=
E 40 o /O Ciclohexanol
2 20 & HDD 2,6-Dimethilciclohexanol
0 — s '

ABA2 aba2-1 srel-2/aba2-12 b\ 3,5,5 -trimethilciclohexanol
HO

Figura 5.14. Ensayo de la actividad ABA2.

(A) SDS-PAGE de las proteinas recombinantes ABA2, aba2-1y srel-2/aba2-12. Las lineas 1, 2
y 3 contienen 3, 6 y 9 ug de la proteina recombinante ABA2, aba2-1 o srel-2/aba2-12,
respectivamente. Los patrones de masa molecular (M) estan indicados en kDa.

(B) Cinética de la actividad enzimatica de ABA2 utilizando xantoxina como sustrato. La
proteina ABA2 fue incubada en una solucion que contenia K,HPO4 100 mM pH 7,2 como tampodn,
xantoxina 100uM como sustrato y NAD" 100uM como coenzima. La reduccion de la coenzima NAD"
a NADH fue seguida mediante la medicion de la Aj4 de la solucion. El andlisis de regresion de los
datos (R?=0,99) fue realizado empleando el programa Microsoft Excell para calcular la velocidad
inicial (V) de la reaccion (224 uM NADH-'min"'mg") a esta concentracion de sustrato (S). El
recuadro muestra la representacion de dobles inversos de 1/V, frente 1/S diferentes concentraciones
de xantoxina (10, 20, 60 y 100 uM)

(C) Comparacion de las actividades de las proteinas recombinantes ABA2, aba2-1 y srel-
1/aba2-12. Las condiciones del ensayo estan descritas en (B), incubandose durante 20 minutos la
reaccion. La barra de error indica la desviacion estandar calculada a partir de tres experimentos
independientes.

(D) Sustratos empleados en los primeros ensayos de la actividad alcohol deshidrogenasa de la

proteina recombinante ABA2. Las condiciones del ensayo son las mismas que las empleadas con el
sustrato natural xantoxina.

148



5. Resultados.

Analisis de la expresion génica.
Andalisis de la expresion del gen ABA2.

Se extrajo RNA total de diferentes tejidos de plantas del ecotipo silvestre y se
analiz6 mediante “Nothern blot” los niveles de expresion del gen ABA2. La
expresion del gen ABA2 fue detectada en todos los tejidos de la planta analizados,
aunque requeria una exposicion prolongada de la membrana (Figura 5.15.A).
También se analizé la expresion del gen en los mutantes srel-1/aba2-11'y srel-
2/aba2-12 empleando RNA total extraido de hojas de roseta, no detectandose en
ambos mutantes ninguna diferencia significativa de expresion respecto del ecotipo
silvestre (Figura 5.15.B).

El anélisis de expresion del gen ABA2 fue completado analizando la expresion
del gen en plantas sometidas a distintos tratamientos. E1 RNA total empleado se
extrajo de plantulas crecidas en medio liquido sometidas a tratamiento con ABA,
NaCl y manitol durante el tiempo indicado. El andlisis mostrd que la transcripcion
del gen ABA2 no variaba de forma significativa en respuesta a los distintos
tratamientos, mientras que si se observaba una fuerte induccién del los genes control
para los distintos tratamientos, RAB18 y RD29A (Figura 5.15.C).

El patron de expresion obtenido para el gen ABA2 coincide con los datos
disponibles que mostraban que el enzima codificado por el gen ABA2 es expresado
constitutivamente (Sindhu, R. K. and Walton, D. C., 1987) y no se induce en
tratamientos de estrés hidrico (Schwartz, S. H. et al., 1997a).
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Figura 5.15. Analisis de la expresion del gen ABA2.

(A) Expresion del gen ABA2 en varios oOrganos de la planta. La membrana contenia
aproximadamente 10 pg de RNA total de raiz (R), hojas (H), tallo (T) y silicuas (S). La carga del gel
se determind mediante la tincion con bromuro de etidio del rRNA.

(B) Analisis de expresion del gen ABA2 en los mutantes srel-1/aba2-11y srel-2/aba2-12. La
carga del gel se determiné mediante la hibridacion con la sonda del gen de la tubulina (TUB).

(C) Analisis de la expresion de ABA2 en plantas tratadas con ABA 50uM (izquierda), NaCl
150 mM (derecha) o manitol 300 mM (derecha). Como control se analizaron los niveles de
transcripcion de los genes RAB18 y RD29A. La carga del gel se determind mediante la hibridacion
con la sonda TUB.
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Andlisis de la expresion de genes de biosintesis de ABA.

Puesto que el mutante srel-1/aba2-11 poseia un déficit marcado en ABA,
resultaba interesante ver si ello afectaba la expresion de otros genes de biosintesis de
ABA como ABA1, AAO3 y NCED3.

En el caso del gen AAO3 no se detecto una expresion significativamente
diferente entre el ecotipo silvestre y el mutante. Sin embargo para el gen ABA1 los
niveles de expresion fueron mayores en el mutante, al contrario de lo que se
observaba en el gen NCED3, donde el mutante poseia unos niveles de expresion

practicamente indetectables (Figura 5.16.).

Col srel-1/aba2-11

ABA1 - —
chee ]

TUB - ————

Figura 5.16. Analisis de la expresion de genes de biosintesis de ABA en el mutantes srel-
1l/aba2-11.

La membrana contiene aproximadamente 10 pg de RNA total del ecotipo silvestre y del
mutante srel-1/aba2-11. La carga del gel se determiné mediante la hibridacion con la sonda TUB.

Analisis de la expresion de algunos genes inducibles por estrés.

El andlisis fenotipico de las plantas srel-1/aba2-11 determind que estas eran
mas sensibles al estrés salino. De modo que resultaba interesante examinar en el
mutante la expresion de algunos de los genes implicados en la tolerancia al estrés. De
los tres genes analizados, el gen RD29A poseia una induccion por estrés mas tardia
en el mutante y el gen DREB2A era mas expresado en el mutante que en el tipo
silvestre. El gen P5CS1, gen implicado en la biosintesis de prolina, era mas
expresado en condiciones normales en el mutante que en el tipo silvestre (Figura
5.17.), datos que concuerdan perfectamente con los valores obtenidos de prolina en

hojas de roseta (Tabla 5.7.).
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Figura 5.17. Analisis de la expresion de varios genes inducibles por estrés en el mutante srel-
1l/aba2-11.

La membrana contiene aproximadamente 10 pg de RNA total del ecotipo silvestre y del
mutante srel-1/aba2-11 preparado de plantulas crecidas en medio liquido durante 2 semanas.
Posteriormente las plantulas fueron tratadas con NaCl 150 mM durante el tiempo especificado. La
carga del gel fue visualizada mediante la tincién con bromuro de etidio.

Genes con similitud de secuencia a ABA2.
Aislamiento y caracterizacion.

La caracterizaciéon molecular del mutante srel-1/aba2-11 indicaba claramente
que este mutante seria un alelo nulo para el gen ABA2. En tratamientos con estrés, el
tipo silvestre poseia 30 veces mas ABA que el mutante. En cambio, en condiciones
normales el mutante srel-1/aba2-11 poseia unos niveles de ABA solo 4 veces
menores que el tipo silvestre. Estos niveles de ABA residuales eran bastante mas
altos de lo esperado para un mutante nulo (Tabla 5.6.). Una posible explicacion de
estos niveles podria ser la redundancia génica, aunque la bisqueda en las bases de
datos determiné la existencia de una unica copia del gen ABA2 en el genoma de
A.thaliana. No obstante, podrian existir genes en el genoma con similitud de
secuencia al gen ABA2 que codificasen actividades enzimaticas capaces de realizar
de forma inespecifica la reaccion de oxidacion de xantoxina a aldehido abscisico en

ausencia de ABA2 aunque con muy baja eficiencia.
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Para estudiar esta hipdtesis se realizo una busqueda de proteinas similares a
ABA?2 presentes en las bases de datos de A.thaliana empleando la secuencia de la
proteina ABA2. Como resultado se obtuvieron una serie de proteinas que pertenecian
a la misma familia que la proteina ABA2, la familia de proteinas SDR, entre las que
se encontraban las enzimas tropinona reductasa o glucosa deshidrogenasa (Figura

5.18.).

: B-cetoacil-ACP
Tropinona At3g55310 reductasa
reductasa

At2g29310
At1924360

At3g05260

At5g50600
Glucosa

deshidrogenasa 11-B-Hidroxiesteroide

deshidrogenasa

At1g54870

At3g26770
ABA2

At4g03140
At3g29250

At2g47130
0.1

At3g42960

At3g51680

Figura 5.18. Enzimas SDR presentes en el genoma de A.thaliana.

La proteina ABA2 se uso para la busqueda en la base de datos del TAIR empleando el
programa PSI-BLAST. Se obtuvieron una serie de miembros representativos de la familia de SDR y
se alinearon empleando el programa CLUSTALX 1.81. Se gener6 el dendograma correspondiente y se
visualizé mediante el programa Treeview. La barra de escala de 0,1 en el arbol sin raiz representa 0,1
sustituciones de aminoacidos por sitio.

De todas las proteinas pertenecientes a la familia SDR, las hipotéticas proteinas
codificadas por los genes At3g29250, At2g47130, At3g51680, At3g49260,
At4g03140, y At3g26770 fueron las que mostraron una mayor similitud de secuencia
con la proteina ABA2 (aproximadamente el 60% de identidad a nivel de aa).
Concretamente, estas proteinas mostraban una alta conservacion de los residuos
situados en dos de los dominios caracteristicos de las alcohol deshidrogenasas de

cadena corta, el dominio de union al coenzima y un dominio localizado en el centro
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catalitico de la enzima (indicados como I y II en la Figura 5.19.). Sin embargo, el
hipotético sitio de unién de sustrato de las enzimas (indicado como III) no mostraba
una elevada conservacion de residuos aminoacidicos, indicando que probablemente
catalizarian la oxidacion especifica de diferentes sustratos, aunque podrian catalizar

inespecificamente la conversion de xantoxina a aldehido abscisico.

* 20
2g47130 : A JIt_v INL ' awslH GA KR : 39
3929250 : ‘ ( : 39
3951680 65
3926770 48
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Figura 5.19. Alineamiento de las proteinas similares a ABA2 presentes en el en el genoma de
Arabidopsis thaliana.

Las secuencias fueron alineadas empleando los programas PileUp y Genedoc. Se indican
subrayados los residuos GXXXGXG del sitio de unidn del coenzima (I), del motivo (II) con secuencia
YXXXK localizado en el centro catalitico y el sitio de union a sustrato (III).

Ensayo de actividad

El analisis de las bases de datos de EST permiti6 identificar la existencia de
dos clones, con codigos AV553151 y AV553850 que correspondian a los genes
At2g47130 y At3g29250 respectivamente, cuyos productos génicos eran los que
mostraban una mayor similitud con la proteina ABA2 (Figura 5.19.). Estos clones
fueron suministrados por el Kazusa DNA Research Institute (Japon) y en base a su
secuencia se disefiaron cebadores con sitios de corte en sus extremos para favorecer

su posterior clonacion en el vector de expresion pET28 (punto 3.2.). En este caso,
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uno de los cebadores permitia amplificar ambos genes (5°2g47130BRI), mientras que
el otro cebador si era especifico para cada gen (32g47130B y 3'3g29250B; ver
punto 3.2.). Los productos amplificados fueron clonados en el vector pET28a y
fueron secuenciados para confirmar la identidad de los cDNAs. Las proteinas
recombinantes se expresaron en E. coli y fueron purificadas mediante el sistema de
cromatografia de afinidad con resina de agarosa Ni-NTA. A continuacion se realizo
el ensayo de actividad alcohol deshidrogenasa en las mismas condiciones que para la
proteina recombinante ABA2.

El ensayo de actividad alcohol deshidrogenasa mostré que la proteina
recombinante codificada por el gen At2g47130 era capaz de catalizar in vitro la
oxidacion dependiente de NAD" de la xantoxina a aldehido abscisico con un valor de
K de 300 uM, mientras que la proteina codificada por el gen At3g29250 no pudo
realizar la oxidacion. Este hecho sugiere la existencia de enzimas capaces de llevar a

cabo la conversion de xantoxina a aldehido abscisico en ausencia de la actividad

ABA2 (Figura 5.20.).
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Figura 5.20. Analisis de la actividad alcohol deshidrogenasa de las proteinas recombinantes
ABA2, aba2-1y At2g47130.

Las condiciones de las reacciones son las mismas que las descritas para la proteina
recombinante ABA2.
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5.3. Mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3.

En el genoma de Arabidopsis thaliana existen 4 genes que codifican enzimas
con actividad aldehido oxidasa (AAO1-4). De ellos, el gen AAO3 codifica una
enzima con actividad oxidasa de aldehido abscisico capaz de catalizar la conversion
de aldehido abscisico a acido abscisico, el ultimo paso de la biosintesis de acido
abscisico (Seo, M. et al., 2000a). Del locus AAO3 solo hay descrito el alelo mutante
aao3-1. Las plantas mutantes aao3-1 poseen una reduccion del 60% en los niveles de
ABA en hojas de roseta y en condiciones de baja humedad muestran un fenotipo de
marchitamiento. Sin embargo, las semillas mutantes aao3-1 poseen una reduccion de
solo el 40 % en los niveles de ABA y una latencia similar a la del ecotipo silvestre.
Asimismo, el analisis de la expresion del gen AAO3 mostré que el RNA mensajero
no es detectable en semillas. Por eso se concluyd que la actividad oxidasa de
aldehido abscisico codificada por el gen AAO3 solo catalizaria el Gltimo paso de la
biosintesis de ABA en hojas, pero no en semillas donde se supone que estaria
actuando otra enzima oxidasa de aldehido abscisico (Seo, M. et al., 2000b).

El punto 5.1 de esta tesis doctoral describe el aislamiento de dos nuevos alelos
mutantes aao3, denominados sre2-1/aao3-2 'y sre2-2/aao3-3. En el presente punto de
tesis doctoral se incluye un resumen de la caracterizacion fenotipica realizada
anteriormente junto con una detallada caracterizacion molecular de los nuevos
mutantes aao3 aislados. Asi mismo se relacionan los datos obtenidos para los
mutantes sre2-1/aao3-2 'y sre2-2/aao3-3 con datos del mutante aao3-1 anteriormente

caracterizado.

Identificacion de los mutantes.

El analisis de complementacion realizado entre los mutantes sre determiné la
existencia de dos alelos para el grupo denominado sre2, los alelos sre2-1y sre2-2. El
analisis sobre la presencia de T-DNA en el genoma de los mutantes indicd que
ambos mutantes poseian integraciones de T-DNA en sus genomas. El mutante sre2-1
poseia 4 integraciones de T-DNA completas que indicaban un patréon complejo de
integracion. En cambio, el mutante sre2-2 solo poseia una integracion completa de

T-DNA (Figura 5.2.).
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El andlisis de cosegregacion en una poblacion F, homocigota sre2-2 entre el
fenotipo mutante y el T-DNA determind que el T-DNA no era el causante del
fenotipo en el mutante. Sin embargo, el andlisis de 88 individuos F, homocigotos
sre2-1 determin6 que 3 de las 4 integraciones detectadas en el genoma del mutante
estaban siempre presentes y segregaban juntas en los individuos mutantes (Figura
5.3.), de modo que probablemente el T-DNA era el responsable del fenotipo en el
mutante sre2-1.

El andlisis de complementacion realizado entre los mutantes sre y los mutantes
de biosintesis de acido abscisico determino que los mutantes sre2 eran alélicos al
mutante aao3-1, pasando desde ese momento a denominar a los mutante sre2-1 y

sre2-2 como aao3-2 'y aao3-3, respectivamente (Tabla 5.5.).

Caracterizacion fenotipica.
Ensayos de germinacion y establecimiento de plantula.

Los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 mostraron un elevado porcentaje
de germinacion en medios MS suplementados con NaCl 150 o 200 mM y manitol
400 mM. También el mutante aao3-I mostré una germinacion significativamente
superior a la de su ecotipo silvestre (La-er) (Tabla 5.9.) y muy similar a la de los
mutantes sre2/aao3 en medios con manitol. Sin embargo, la germinacion del mutante
aao3-1 resulto ser bastante inferior que la de los mutantes sre2/aao3 en medios con
NaCl. Asimismo, se realizé el andlisis de la germinacion de los distintos mutantes
aao3 en medio MS suplementado con paclobutrazol 10 uM. Como resultado se
obtuvo que los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 poseian una germinacion
superior al 75% mientras que la germinaciéon del mutante aao3-I no es
significativamente diferente a la de su ecotipo silvestre (La-er) (Tabla 5.9.).

Ademas, las semillas de los mutantes sre2-1/aao3-2 'y sre2-2/aao3-3 mostraban
una reducida latencia, siendo capaces de germinar inmediatamente después de haber
sido recogidas con un porcentaje cercano al 70%. Sin embargo, las semillas del
mutante aao3-1 poseian una latencia equiparable a la que posee su ecotipo silvestre

(Seo, M. et al., 2000b) (Tabla 5.9.).
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Tabla 5.9.- Germinacién de las semillas del ecotipo silvestre y de los mutantes aao3 en
diferentes medios.

Las semillas del ecotipo silvestre (Col o La-er) y de los mutantes aao3 fueron sembradas en
placas con medio MS suplementado con NaCl 150 mM o 200 M, manitol 400 mM y paclobutrazol 10
pM. El porcentaje de germinacion y establecimiento de plantula se determin6 a 5 (NaCl) o 8 dias
(manitol y paclobutrazol). La germinacion en placas con medio MS fue siempre entre el 95% y 100%.
El ensayo de latencia se llevo a cabo con semillas con un desarrollo entre 16 y 18 dias después de la
polinizacion, puestas a germinar en placa con medio MS sin estratificacion. Los porcentajes de
germinacion se determinaron a los 5 dias. La desviacion estandar fue calculada a partir de tres
experimentos independientes.

Genotipo NaCl NaCl Manitol Paclobutrazol Latencia
150 mM 200 mM 400 mM 10 pM

Col 1,0£2,8 0,0£0 0,0+0 0,7+1,2 13,3+£39

sre2-1/aao3-2 82,3+123 [61,3+16,5 |84,4+£10,0 76,1 £19,1 67,9 £15,0

sre2-2/aao3-3 88,6+7,7 [82,8+53 91,7£7,1 86,7 £ 15,1 73,0 £ 18,6

La-er 6,6 £ 0,7 0,0£0 0,8+ 1,1 0,0+0 56£75

aao3-1 50,7£64 [28,4+£20 91,1£11,0 3,042 9,4+3,7

Asi pues, el andlisis fenotipico de las semillas mutantes aao3 mostrd
diferencias significativas en la latencia y en la germinacién en medios suplementados
con placlobutrazol entre el mutante aao3-1 y los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-
2/aao3-3. En cambio, la germinacion bajo tratamiento de estrés salino u osmotico fue
similar en todos los mutantes aao3, aunque los porcentajes de germinacion
mostrados por los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 fueron mayores que el
porcentaje mostrado por el mutante aao3-1. Estos datos revelan la existencia de
notables diferencias fenotipicas entre los mutante aao3 y sugieren que al menos en el
fondo genético Col, la actividad codificada por el gen AAO3 esta implicada en la
biosintesis de la hormona ABA en semillas. Por tanto los niveles de ABA en las

semillas de los diferentes mutantes aao3 deberian ser bastante diferentes.

Medidas de ABA en semillas.

Dados los diferentes fenotipos mostrados por las semillas mutantes aao3, se
procedié a medir los niveles del ABA presente en las semillas del ecotipo silvestre y
de los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3, tanto sin tratar como tratadas con
estrés salino.

Los resultados obtenidos en ambos tratamientos mostraron que las semillas

mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 poseian alrededor del 35% del contenido en
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ABA de las semillas del ecotipo silvestre Col. Asimismo, el contemido de ABA en
las semillas tratadas con NaCl mostraba el aumento de los niveles de ABA como
consecuencia del tratamiento tanto en el ecotipo silvestre Col como en los mutantes
sre2-1/aao3-2 'y sre2-2/aao3-3, siendo este aumento aproximadamente de 1,6 veces.
No obstante, los niveles de ABA en las semillas mutantes seguian siendo alrededor

del 35% de las semillas del ecotipo silvestre (Tabla 5.10.)

Tabla 5.10. Contenido de ABA (ng ABA/g peso seco) en semillas.

Los niveles de ABA en los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 fueron medidos en
semillas embebidas en medio MS y MS con NaCl 200 mM. Se indica el porcentaje de ABA de las
semillas respecto del ecotipo silvestre.

Genotipo Sin estrés Estrés salino
Col 151£15 (100%) 250+20 (100%)
sre2-1/aao3-2 5249 (34%) 83+10 (33%)
sre2-2/aao3-3 57£10 (37%) 91£12 (36%)

Medidas de dcido abscisico en hojas de roseta.

El analisis del ABA presente en los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 se
complemento analizando el contenido de ABA presente en las hojas de roseta, tanto
en condiciones normales como en condiciones de sequia y estrés salino. Las medidas
obtenidas confirmaron que los mutantes también poseian menores niveles de ABA en
las hojas, siendo el contenido de ABA 3 veces mayor en el ecotipo silvestre que en
los mutantes (Tabla 5.11). Estos resultados son similares a los obtenidos por Seo, M.
et al., 2000b) para el mutante aao3-1, de modo que todos los mutantes aao3 poseen
aproximadamente el 30 % del contenido de ABA del ecotipo silvestre en hojas de
roseta.

Las medidas realizadas en condiciones de estrés mostraron un aumento de
entre 3-4 veces en los niveles de ABA en los mutantes sre2-1/aao3-2 'y sre2-2/aao3-
3 como respuesta al tratamiento de estrés, tal y como ocurre para el mutante aao3-1
(Seo, M. et al., 2000b). Sin embargo, en estas mismas condiciones se produce un
aumento de aproximadamente de § veces en los niveles de ABA del ecotipo silvestre.
Estos datos muestran que aun siendo capaces de sintetizar ABA en respuesta al
tratamiento de estrés, los mutantes aao3 muestran 7 veces menos ABA que sus

ecotipos silvestres (Tabla 5.11.).
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Tabla 5.11.- Contenido de ABA (ng ABA/g peso seco) en hojas de roseta.

Se emplearon hojas de roseta de plantas del ecotipo silvestre y de los mutantes sre2-1/aao3-2'y
sre2-2/aao3-3 sin tratar, tratadas con 200 mM NaCl durante 5 dias (estrés salino) y mantenidas 7 dias
sin regar (estrés por sequia). La desviacion estandar fue obtenida de tres experimentos diferentes.

Genotipo Sin estrés Estrés salino Estrés por sequia
Col 103+13 828+70 811+76
sre2-1/aao3-2 30+ 3 122+13 112+£15
sre2-2/aao3-2 35+ 5 191£19 162+16

Ensayo de transpiracion.

Seo, M. et al., 2000b) describe el aislamiento del mutante aao3-1 en un rastreo
de plantas que muestran un fenotipo de marchitamiento en planta debido un menor
contenido en ABA. Para estudiar el fenotipo de marchitamiento en los mutantes sre2-
l/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 se realizo la determinacion de las cinéticas de pérdida de
agua de las hojas de roseta. Como resultado se obtuvieron unas cinéticas que
mostraban que ambos mutantes poseian una pérdida de peso fresco mayor que la de

su ecotipo silvestre Col y similar a la mostrada por el mutante aao3-1 (Figura 5.21.).

100 W
=
% 30 | —o— Col
o= —e— La-er
=
& —1— sre2-1/aao3-2
=N
52 60 - —l— sre2-2/aao3-3
—A— aao3-1
40 T T T
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Figura 5.21. Cinéticas de pérdida agua de los mutantes aao3.

El porcentaje de perdida de peso fresco se determind empleando hojas de roseta de plantas de
los ecotipos Col y La-er y de los mutantes aao3-1, sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3.
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Caracterizacion molecular.
Caracterizacion del mutante sre2-1/aao3-2.

Anteriormente se habia determinado que el mutante sre2-1/aao3-2 poseia una
integraciéon compleja de T-DNA que cosegregaba con el fenotipo mutante, por lo que
resultaba probable que el fenotipo estuviera causado por la integracion de T-DNA
(ver Figura 5.3.) Mediante la técnica del rescate plasmidico se procedid a recuperar
DNA genomico de la planta adyacente a la integracion del T-DNA, obteniéndose
como resultado dos tipos diferentes de plasmidos. El primer tipo correspondia al
plasmido formado cuando se corta una repeticion de dos T-DNA contiguos. En
cambio, el segundo tipo de plasmido si que contenia DNA gendmico de la planta
adyacente a la integracion del T-DNA. La secuenciacion de este segundo tipo de
plasmido permitio localizar la insercion de T-DNA en el intréon 1 del gen AAO3.
Concretamente el T-DNA se encontraba insertado en el nucledtido 282 del gen
AAO3 contando a partir del ATG (Figura 5.22.). Esta integracion se encuentra
localizada al principio del gen, de modo que lo mas probable es que no exista
expresion del mismo y el alelo mutante sre2-1/aao3-2 sea un alelo nulo (ver Figura

5.24.)
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T-DNA sre2-2/aao3-3
5'AAO3-5 5"AA03-900 5'AAO3-1800 5°AA03-2672 5'AA03-3550 5°AA03-4360 i5063

— — —

3’AAO3-1010 3’AAO3-1880 3'AA03-279

3’AAO3-3661 3°AAO3-4544 3'AAO3-5139

sre2-1/aao03-2

K W D L D Q M
sre2-2/a03-3:CAAGTGGGA. . . TTTAGATCAGATGTTTTT

EEEE | R
Col:CAAGTTGCAACGTCCTGTTAAGATGTTTTT 0,

K,L R P V K M,

Figura 5.22. Caracterizacion molecular de los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3.

Estructura del gen AAO3 y mutaciones en los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3. Se
indica la posicion de la insercion del T-DNA en el mutante sre2-1/aao3-2. La modificacion
identificada en la secuencia del alelo sre2-2/aao3-3 esta indicada junto con los aminoacidos que
codifica. El sitio de restriccion 7ail presente en el ecotipo silvestre esta subrayado en la secuencia de
nucleétidos. La numeracion de nucleotidos esta referida al codon de inicio ATG y la de aminoacidos
esta referida a la Met inicial.

Caracterizacion del mutante sre2-2/aao3-3.

La caracterizacion previa realizada sobre la presencia de T-DNA en el mutante
sre2-2/aao3-3 permitié determinar que no existia cosegregacion entre el T-DNA y el
fenotipo en el mutante. Asi pues, para la identificacion de la mutacion en el mutante
sre2-2/aao3-3 se procedid a la secuenciacion del gen AAO3 mediante la
amplificacion por PCR de fragmentos solapantes del gen empleando los cebadores
indicados en la Figura 5.22. y cuyas secuencias se encuentran en el apéndice.

La amplificacion y posterior secuenciacion de los fragmentos solapantes del
gen AAO3 permitié determinar la existencia de una modificacion en la secuencia del
gen en la planta mutante entre los nucledtidos 3066 y 3080, contando desde el codon
de inicio del gen. Esta modificacion consistia en una delecion de 3 nucledtidos y en
el cambio de varios nucleotidos mas. Asi, la proteina codificada por el alelo mutante
sre2-2/aao3-3 poseia un aminoacido menos y varios mas diferentes respecto de la

proteina codificada por el alelo silvestre (Figura 5.22.). Asi mismo, esta modificacion
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en la secuencia del gen AAO3 en el mutante provocaba la pérdida de un sitio de
corte para la enzima de restriccion Tail (Figura 5.22.). Aprovechando esta diferencia
entre el mutante y el ecotipo silvestre se desarrollé6 un marcador polimérfico CAPS
basado en esta enzima de restriccion. Asi, se amplificaron los DNA genémicos de 30
individuos F, homocigotos mutantes sre2-2/aao3-3 empleando los cebadores
5'AAQO3-2673 y 3’AAO3-3681. A continuacién el producto fue digerido con la
enzima de restriccion Tail y visualizado en gel de agarosa. Como resultado se obtuvo
que todos los individuos F, homocigotos sre2-2/aao3-3 mostraban el alelo mutante
del CAPS (Figura 5.23.), determindndose la existencia de ligamiento entre la

delecion de los nucleodtidos en el gen AAO3 y el fenotipo de deficiencia a ABA.

Col 1 2 3 4 5 6 7 8 M

Figura 5.23. Marcador polimoérfico CAPS en el locus AAO3.

DNA genémico del ecotipo silvestre y individuos F, homocigotos sre2-2/aao3-3 fue
amplificado y digerido con la enzima de restriccion 7ail. Los niimeros corresponden a individuos F,
homocigotos sre2-2/a003-3.

Analisis de la expresion génica.
Analisis de expresion del gen AAO3.

El andlisis de expresion del gen AAO3 fue realizado empleando RNA total
extraido de plantas del ecotipo silvestre Col y de los mutantes sre2/aao3. Este
analisis mostr6 la ausencia del RNA mensajero del gen en el mutante sre2-1/aao3-2,
confirmando que la insercion del T-DNA provocaba la eliminacion del transcrito del
gen en el mutante. Sin embargo, no se observo ningiin cambio significativo ni en los
niveles ni en el tamafio del RNA mensajero del gen en el mutante sre2-2/aao3-3

(Figura 5.24.A).
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Anteriormente se habia determinado que el gen AAO3 no se expresaba en
semillas secas y que las semillas del mutante aao3-1 poseian una latencia similar a
las semillas del ecotipo silvestre, por lo que se especuld que la enzima no participaba
en la biosintesis de ABA en semillas (Seo, M. et al., 2000a; Seo, M. et al., 2000b).
Sin embargo, en el presente estudio se han aislado dos nuevos alelos mutantes
denominados sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3, que han mostrado una menor latencia y
unos menores niveles de ABA en sus semillas (Tablas 5.9. y 5.10.). Estos datos
implican claramente a la enzima codificada por el gen AAO3 en la biosintesis de
ABA en semillas.

Para apoyar esta afirmacion se analizdé nuevamente la expresion del gen AAO3
en el estadio de semilla, empleando RNA extraido de silicuas verdes y de semillas
del ecotipo Col. El analisis en silicuas verdes confirmo la expresion del gen durante
la formacion de la semilla, aunque fue necesario utilizar entre 10 y 20 ng de RNA
total para detectar la presencia del RNA mensajero (Figura 5.24.B, izquierda). Asi
mismo, el andlisis de la expresion en semillas confirmo6 que durante la germinacion
en condiciones sin estrés la expresion del gen AAO3 es indetectable, al igual que en
semillas secas (Seo, M. et al., 2000b). No obstante, en condiciones de estrés
osmotico la expresion del gen es inducida (Figura 5.24.B, derecha), aunque al igual
que en silicuas fue necesario utilizar una gran cantidad de RNA, hasta 20 ug de RNA
total para poder detectar el RNA mensajero.

De este modo se confirmo la expresion del gen AAO3 tanto en el estadio de

semilla como en hojas de roseta.
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Figura 5.24. Analisis de la expresion del gen AAO3.

(A) Analisis de la expresion del gen AAO3 en el ecotipo silvestre Col y en los mutantes sre2-
1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3. Cada carrera contiene aproximadamente 10 pug de RNA total extraido de
hojas de roseta. La carga del gel fue visualizada mediante hibridacién con la sonda TUB.

(B) Analisis de la expresion del gen AAO3 en silicuas verdes (izquierda) y semillas (derecha).
Para el andlisis en silicuas se cargaron cantidades crecientes (5, 10 y 20 pg) de RNA total del ecotipo
silvestre y 20 pg de RNA total del mutante sre2-1/aao3-2. E1 RNA total de semillas fue extraido de
semillas embebidas en MS durante 60 horas (-) o en MS manitol 400 mM durante 24 horas (+). La
carga del gel fue visualizada mediante la tincién con bromuro de etidio.

Anadlisis de la expresion de genes de biosintesis de ABA.

Para determinar como afectaban las mutaciones sre2-1/aao3-2 'y sre2-2/aao3-3
a la expresion de otros genes de biosintesis se realiz6 el andlisis de la expresion los
genes de biosintesis ABA1, ABA2 y NCED3 en los mutantes empleando RNA total
extraido de hojas de roseta de plantas mutantes. El anélisis mostrd que el nivel de
expresion del gen ABA1 en los mutantes era mayor que en el ecotipo silvestre Col
(Figura 5.25.). De forma opuesta, los niveles de expresion de los genes NCED3 y
ABAZ2 resultaron ser menores en los mutantes que en el ecotipo silvestre Col. Asi
mismo, los datos indicaban que no habian diferencias notables de expresion entre los

dos mutantes.
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Figura 5.25. Analisis de expresion de los genes ABA1, ABA2 y NCED3 en los mutantes sre2-
1l/aao3-2 y sre2-2/aao3-3.

Se emplearon 10 pg de RNA total extraido de hojas de roseta del ecotipo silvestre y de los
mutantes. Como control de carga del gel se empleo la hibridacion con la sonda tubulina.

Analisis de la expresion de genes inducibles por estrés.

La caracterizacion de los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 se completod
analizando la expresion de algunos genes de respuesta a estrés. Se decidié analizar la
expresion de genes de respuesta a estrés osmético como DREB2A, PSCS1 y RD29A,
un gen de respuesta a frio como KIN1 y un gen de respuesta a estrés oxidativo como
GST6. Como resultado se obtuvo que los genes de respuesta a estrés osmotico y frio
mostraban una menor expresion en el mutante y estd era ademds mas lenta en el
tiempo. En cambio la expresion del gen GST6 resulté mayor en el mutante que en el
ecotipo silvestre a tiempo 0 y la expresion se mantuvo mas en el tiempo (Figura

5.26.).
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Figura 5.26. Expresion de algunos genes inducibles por estrés en el ecotipo silvestre y en el
mutante sre2-1/aao3-2.

Se empleo RNA total de plantas del ecotipo silvestre y del mutante sre2-1/aao3-2 tratadas con
NaCl 200 mM durante 0, 1, 3 y 6 horas. Como control de carga se empleo la hibridacién con la
tubulina.

Complementacion de los fenotipos mutantes.

La confirmacion definitiva de que el fenotipo observado en los mutantes era
debido a las mutaciones sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 encontradas en el gen AAO3
requeria la complementacion de los fenotipos mutantes mediante la introduccion del
alelo silvestre del gen AAO3 en las plantas mutantes. Para la complementacion se
empleo la construccion pPZP211-AAO3 suministrada por el Dr. Mitsunori Seo
(Departamento de Ciencias Bioldgicas, Universidad Metropolitana de Tokyo, Japon)
en la cual el gen AAO3 se encuentra bajo el control de su propio promotor. Esta
construccion contiene el inserto de 7,8 kb denominado ProAOO3-A003 que incluye
la ORF y el promotor del gen AAO3 (Seo, M. et al., 2000b). El transgen fue

introducido en los mutantes mediante transformacion mediada por Agrobacterium
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tumefasciens, seleccionandose posteriormente diferentes plantas T; resistentes al
antibiotico kanamicina presente en el T-DNA. A continuacion se seleccionaron
distintas poblaciones T, con una segregacion 3:1 (resistentes:sensibles) en medio MS
con kanamicina y se obtuvo su correspondiente linea T; homocigota para el transgen
AAOQ3. Las lineas T, y T3 fueron analizadas en diferentes ensayos para determinar la
existencia de complementacion.

En primer lugar se determiné la latencia de las semillas y los porcentajes de
germinacion de las lineas T3 homocigotas para el transgen en medios suplementados
con NaCl 200 mM y manitol 400 mM (Figura 5.27.). Los resultados muestran
claramente que todas las lineas transgénicas T3 poseen una germinacion en NaCl y
manitol similares a la del ecotipo silvestre y totalmente diferente a la mostrada por
los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 (Figura 5.27.A y B). En cuanto a la
latencia de las semillas, se obtuvo que las semillas Tz homocigotas para el transgen
mostraban unos porcentajes similares a los del ecotipo silvestre (Figura 5.27.B). Asi
se puede concluir que la introduccion del transgen complementa los fenotipos
mutantes de germinacion en medios con NaCl y manitol asi como que recupera la
latencia de las semillas mutantes.

Ademas del analisis de los fenotipos de germinacion y establecimiento de
plantula, se analizé también las cinéticas de perdida de agua de las lineas
transgénicas T, heterocigotas (3:1). Tal como se observa en la Figura 5.27.C,
ninguna de las lineas T, transformadas con el alelo silvestre del gen AAO3 posee una
pérdida de peso fresco superior al 60 %, pérdida que es similar a la del ecotipo
silvestre y claramente menor a la que manifiestan los mutantes. Asi pues, la
introduccion del alelo silvestre del gen AAO3 también complementa el fenotipo de
marchitamiento de las plantas mutantes.

Estos resultados confirman que al menos en el fondo genético Col, el gen

AAO3 esta implicado en la biosintesis de ABA tanto en semillas como en hojas.
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Figura 5.27. Complementacion de los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 por el gen
AAO3.

(A) Germinacion y establecimiento de plantula del ecotipo silvestre Col, de los mutantes sre2-
1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 y de las lineas T; homocigotas transformadas con el vector binario pPZP211
conteniendo el inserto Prosao;-AAQO3. Las semillas fueron germinadas en medios MS y MS
suplementados con NaCl 200 mM o con manitol 400 mM. La fotografia fue tomada a los 10 dias.

(B) Porcentaje de germinacion y establecimiento de plantula en condiciones de estrés salino y
osmotico del ecotipo silvestre Col, mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 y lineas T; homocigotas
para el transgen. Las semillas germinaron en placas con medio MS suplementado con NaCl 200 mM o
manitol 400 mM. El porcentaje de germinacion se determiné a los 5 (NaCl) y 8 dias (manitol). La
desviacion estandar fue calculada a partir de tres experimentos independientes con 200 semillas en
cada uno de ellos

(C) La mayor pérdida de peso fresco de los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 fue
complementada mediante la introduccion del alelo silvestre del gen AAO3. El ensayo de transpiracion
se realizé con hojas de roseta del ecotipo silvestre, de los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 'y

de varias lineas T, transformadas. El ensayo se realizo con 4 hojas por individuo en condiciones de
25C°y 40% de humedad relativa.
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5.4. Mutante sre3/abal-101.

El aislamiento del mutante aba? de Nicotiana plumbaginifolia permitio la
clonacion del primer gen implicado en la biosintesis del ABA. Este gen codifica la
enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP), que cataliza la conversion de la zeaxantina a
trans-violaxantina mediante dos pasos de epoxidacion. También se identifico al gen
responsable del fenotipo del mutante abal de Arabidopsis thaliana como el gen
ortdlogo al gen aba2 de Nicotiana plumbaginifolia (Marin, E. et al., 1996), aunque
no se lleg6 a clonar.

Gracias al proyecto genoma de A. thaliana se identificO un gen con alta
similitud al gen NpABA2 y cuyo nimero de entrada era At5g67030. Este gen posee
un tamafo de 3346 nucledtidos, una estructura de 16 exones y 15 intrones (ver
Figura 5.30.) y codifica una proteina de 667 aminoacidos que posee una sefial de
movimiento a cloroplasto en el extremo N-terminal y un dominio monooxigenasa.
En los ultimos afios se han publicado varios articulos en los cuales se ha realizado la
caracterizacion molecular de varios alelos del mutante abal de Arabidopsis thaliana
que permite identificar de manera inequivoca al gen At5g67030 como el gen que
codifica la enzima ZEP en A. thaliana (Audran, C. et al., 2001; Xiong, L. et al.,
2002a).

Debido a los fenotipos pleiotropicos que manifiestan los mutantes abal de A.
thaliana, se han aislado alelos mutantes abal en busquedas de mutantes con
germinacion precoz, susceptibilidad al marchitamiento, capacidad para germinar y
crecer en medios con alta concentracion de sal o sacarosa y en susceptibilidad a un
exceso de luz (revisado en Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002). En el presente
trabajo se ha descrito el aislamiento de un mutante capaz de germinar y desarrollarse
a plantula en un medio suplementado con NaCl denominado sre3 que resultd ser
alélico al mutante abal-5 (ver Tabla 5.5.). Debido a que existe actualmente una serie
alélica no muy precisa que comprende aproximadamente 20 alelos de distinta
procedencia, se decidi6 iniciar una nueva serie alélica para evitar confusiones con los
alelos abal previamente aislados, de los cuales hay al menos dos series alélicas
(Koornneef, M. et al., 1982; Comunicaciéon personal de A. Marion-Poll a P.L.
Rodriguez).

El punto 5.1 de la tesis doctoral se describe el aislamiento y caracterizacion

fenotipica del mutante sre3/abal-101. En presente punto de esta tesis doctoral se
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incluye un resumen de la caracterizacion fenotipica y una detallada caracterizacion

molecular del mutante.

Caracterizacion fenotipica.

Aparte de los fenotipos observados que son comunes con el resto de mutantes
deficientes en ABA, se observo en las plantas mutantes sre3/abal-101 una dramatica
reduccion del crecimiento en el invernadero, mostrando una considerable reduccion
en su tamafio de roseta (Figura 5.32.) y el nimero de semillas, obteniendo solo 100-
200 semillas/planta. Debido a esto, las plantas mutantes sre3/abal-101 tuvieron que

ser suplementadas en las primeras fases del crecimiento con ABA exdgeno.
Ensayos de germinacion y establecimiento de plantula.

Los ensayos de germinacion realizados con los mutantes abal-5 y sre3/abal-
101 mostraron que ambos poseian unos porcentajes de germinacion muy parecidos,
practicamente del 80%. Este porcentaje de germinacion resultd ser similar en los
diferentes ensayos (estrés salino, estrés osmotico o placlobutrazol), germinando las
semillas mutantes a los 5 dias de haber sido puestas a germinar mientras que las
semillas control apenas desarrollaron la radicula a los 7 dias (ver Figura 5.4.).

El ensayo de la latencia de las semillas de ambos mutantes abal determind que
eran capaces de germinar inmediatamente después de ser recogidas, con unos

porcentajes de germinacion cercanos al 75%.

100 _l—_ _T_

80 A

% Germinacion

60 0O Col
Osre3/abal-101
40 B abal-5
20
0

100mM 150mM 200mM 200 mM 300 mM 400 mM  1uM 10 pM

NaCl Manitol Paclobutrazol Latencia
Figura 5.28. Porcentaje de germinacion de los alelos mutantes abal.

Semillas del ecotipo silvestre y de los mutantes abal-5 y sre3/abal-101 fueron sembradas en
medios suplementados con NaCl, manitol y paclobutrazol. Los porcentajes de germinacion se
determinaron a los 5 (NaCl) y 8 dias (manitol y paclobutrazol). En el ensayo de latencia se emplearon
semillas recién recogidas. Estas semillas fueron sembradas en medio MS y los porcentajes de
germinacion se determinaron a los 5 dias. La desviacion estandar fue calculada a partir de tres
experimentos independientes con 200 semillas en cada uno de ellos.
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Ensayo de transpiracion.

Se determinaron las cinéticas de pérdida de peso fresco para ambos alelos
abal, obteniendo que la pérdida de peso fresco en ambos alelos resultaba ser de hasta

el 60%, mientras que la del ecotipo Col estaba alrededor del 20%.
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Figura 5.29. Ensayo de transpiracion de los alelos mutantes aba!.

Se representa el porcentaje de peso fresco respecto del inicial frente al tiempo para el ecotipo
silvestre Col y los mutantes abal-5y sre3/abal-101.

Caracterizacion molecular.

El mutante sre3/abal-101 no poseia ninguna insercion de T-DNA en su
genoma que cosegregase con el fenotipo mutante (Figura 5.3.), de modo que el gen
responsable del fenotipo fue identificado mediante el analisis de complementacion
con mutantes deficientes en ABA, donde se determind que el mutante sre3 era
alélico al mutante abal-5 (Tabla 5.5.). Asi, la caracterizacion molecular de la
mutacion sre3/abal-101 se realizd mediante la secuenciacion del gen ABAI. Para
ello, DNA gendmico del mutante fue amplificado empleando las parejas de
cebadores (5’ABAI1, 3’ABA1-1700) y (5’ABA1-1710, 3’ABAI). Los fragmentos
amplificados fueron clonados y varios clones independientes de cada pareja de
cebadores fueron enviados a secuenciar por ambos extremos. El analisis de las
secuencias revelo la delecion de la timina en posicion 396, respecto del ATG (Figura
5.30.). Esta delecion fue confirmada secuenciando varios clones obtenidos de una
nueva amplificacion del DNA gendmico del mutante con los cebadores S’ ABA1-300

y 3’ABA1-1700. La delecion de la timina en posicion 396 produce un cambio en la

172



5. Resultados.

pauta de lectura del gen desde ese punto, que provoca la aparicién de un codon de
finalizacion prematuro en posicion 133 en lugar de una leucina. De este modo se

predice una proteina ABAI truncada de solo 132 aminoacidos.

5’ABAI 5’ABAI-1700
— —

— <~ <«—
5’ABA1-30 \ 3'ABAL-1710 3'ABAl

AAC GCT TTA GCT... - AAC GCT TAG CT...
N A L Ay N3 Ay, Stop

Col sre3/abal-101

Figura 5.30. Estructura del gen ABA1 y caracterizacion molecular del mutante sre3/abal-101.

Se indican los cebadores empleados para la secuenciacion del gen, asi como la delecion de un
nucleétido encontrada en el mutante sre3/abal-101 y el cambio que provoca en la pauta de lectura del
gen. La numeracion de aminoécidos esta referida a la Met inicial.

Analisis de la expresion de genes de biosintesis de ABA.

En primer lugar se realizo el analisis de la expresion del gen ABAI tanto en el
ecotipo Col como en los alelos sre3/abal-101 y abal-5 empleando RNA total de
hojas de roseta. Este analisis mostr6 la ausencia de RNA mensajero en el mutante
abal-5, lo cual concuerda con los datos descritos para el alelo mutante (Audran, C. et
al., 2001), mientras que en el mutante abal-101 se observd una menor cantidad de
RNA mensajero que en el ecotipo silvestre (Figura 5.31.A.).

Posteriormente se analizé la posible induccion de la expresion del gen ABA1
tanto en condiciones de estrés salino como en condiciones de aplicacion exdgena de
la hormona ABA (Figura 5.31.B.). Como resultado se obtuvo que en ambas
condiciones (NaCl y ABA) se produce una induccion similar de la expresion del gen
ABA1 y en ambos tratamientos el maximo de la expresion del gen se produce a la
hora de iniciar el tratamiento.

Por ultimo se realizo6 el analisis de varios genes de la biosintesis de ABA. Este

analisis determin6 que ambos mutantes abal poseian una reduccion de los niveles de
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expresion de los genes de biosintesis AAO3 y NCED3, mientras que no se observaba

una diferencia significativa en la expresion del gen ABA2 (Figura 5.31.C.).
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Figura 5.31. Analisis de la expresion del gen ABA1 y otros genes de biosintesis de ABA.

(A) Expresion del gen ABA1 en el ecotipo silvestre y los mutantes abal-5 'y sre3/abal-101.

(B) Expresion del gen ABA1 en plantas del ecotipo silvestre tratadas con estrés salino y ABA.
Como control de carga se emplea la hibridacion con TUB

(C) Analisis de expresion de genes de biosintesis de ABA en el ecotipo silvestre, y en los
mutantes sre3/abal-101y abal-5.

Complementacion del fenotipo mutante.

Para confirmar que el fenotipo observado en el mutante sre3/abal-101 era
debido a la mutacion identificada en el gen ABAI se realizd el ensayo de
complementacion del mutante introduciendo el alelo silvestre del gen ABA1 en el
mutante sre3/abal-101.

Para ello se digirio el TAC K8A10 que contenia el gen ABAT con la enzima de
restriccion BamHI. De los fragmentos se identificé uno de 8,5 kb que contenia la
secuencia genomica completa del gen ABA1 y 710 nucleoétidos del promotor. Este
fragmento se clono, secuencid y finalmente se introdujo en el vector de

transformacion PBIN19, obteniendo la construccion PBIN19-ABAI1. Esta

174



5. Resultados.

construccion se introdujo por electroporacion en Agrobacterium tumefasciens y se
transformaron con ella varias macetas del mutante sre3/abal-101. Las plantas
transgénicas T; fueron seleccionadas mediante el antibidtico de seleccion
kanamicina. La complementacion del fenotipo mutante fue analizada mediante la
determinacion del porcentaje de germinacidon y establecimiento de plantula en
medios suplementados con NaCl y paclobutrazol, analizandose diferentes lineas
transgénicas T, con diferente nimero de inserciones de T-DNA (Figura 5.32.A).

Los ensayos de germinacion de la progenie de 8 lineas T, sre3/abal-
101::ABA1 confirmaron la complementacion del fenotipo en las plantas mutantes,
obteniendo unos porcentajes inferiores al 30%, mientras que el mutante sre3/abal-
101 mostraba unos porcentajes superiores al 80%. Las lineas T, con mas de una
insercion del transgen mostraron unos porcentajes de germinacion practicamente
nulos, mientras que aquellas lineas con una segregacion 3:1 (resistentes:sensibles) de
resistencia a kanamicina, por tanto con una insercion del transgen, mostraban una
germinacion cercana al 25% (Figura 5.32.A.). Algunas plantulas T3 homocigotas
para el transgen fueron crecidas en maceta, donde mostraban un desarrollo de roseta

que era comparable al del ecotipo silvestre (Figura 5.32.B).

175



5. Resultados

A

100
[] Paclobutrazol 1 uM [ NaCl 150 mM
80 A
g
NS
2 60
£
g 40 A
O
o
) N |Jti rl |J(i |J(i
. 1Nl P =5 |
1 2 3 4 5 6 7 8

Col

T, sre3/abal-101::ABA1

~
S
D
~
S
B
3
o
I\
N
1

Col sre3/abal-101

sre3/abal-101
\ sre3/abal-101::

A
% ABAI

Figura 5.32. Complementacion del mutante sre3/abal-101.

(A) Germinacién y establecimiento de plantula en medios con NaCl o paclobutrazol.
Aproximadamente 200 semillas del ecotipo silvestre, del mutante sre3/abal-101 y la progenie T, de 8
lineas transgénicas sre3/abal-101 transformadas con la construccion pBIN19-ABA1 se sembraron en
medio MS suplementado con NaCl 150 mM o paclobutrazol 1uM. Los porcentajes de germinacion se
determinaron a los 5 dias (NaCl) y 7 dias (paclobutrazol).

(B) Desarrollo de roseta del ecotipo silvestre, del mutante sre3/abal-10] y de una linea T;
sre3/abal-101::ABA1 homocigota. La fotografia esta tomada 21 dias después de sembrarlas en tierra.
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6.1. Busqueda y aislamiento de los mutantes sre.

La hormona ABA controla el desarrollo y crecimiento del embrion, asi como el
desarrollo de la semilla y algunos procesos que en ella se desarrollan como el
acumulo de sustancias de reservas y la latencia (Finkelstein, R. R. and Rock, C. D.,
2002). Una vez acabado el desarrollo de la semilla, el ABA se encarga de mantener
la latencia de las semillas tanto en condiciones favorables como desfavorables,
impidiendo de este modo la germinacion. Incluso una vez germinada la semilla, el
ABA permite la detencion del crecimiento de la plantula en condiciones adversas
(Lopez-Molina, L. et al., 2001). Durante el desarrollo vegetativo, el ABA posee un
papel crucial en la respuesta de la planta frente a diversos estreses ambientales, como
el estrés hidrico generado por frio, sequia y salinidad, induciendo la sintesis de
diferentes grupos de genes de respuesta a estrés y el cierre de los estomas.
Actualmente las condiciones de estrés ambiental abiotico, y especialmente la sequia
y la salinidad, son los principales factores que en la actualidad reducen las cosechas
de cultivos en todo el mundo (Boyer, J. S., 1982). De este modo, el conocimiento de
la ruta de biosintesis, del circuito regulador de la expresion génica de los enzimas
biosintéticos y los mecanismos implicados en la sefializacion por ABA constituyen
una herramienta potencial muy importante para generar variedades transgénicas
vegetales con mayor tolerancia a la sequia y salinidad.

Dadas las diferentes respuestas fisiologicas reguladas por el ABA durante el
ciclo vital de una planta se han aislado multitud de mutantes de biosintesis y de
sefializacion de ABA en una gran variedad de andlisis genéticos. Estos analisis
genéticos han sido realizados en diferentes estadios de las plantas tanto en
Arabidopsis como en otras especies como maiz y tabaco (revisado en Finkelstein, R.
R. and Rock, C. D., 2002; Cheng, W. H. et al., 2002; Schwartz, S. H. et al., 2003a).
Especificamente en el estadio de semillas, se han realizado analisis genéticos basados
en la alteracion del desarrollo embrionario (Meinke, D. W. et al., 1994), en la
germinacion precoz o produccion de semillas sin latencia (Koornneef, M. et al.,
1982; Tan, B. C. et al., 1997), en la capacidad para germinar y crecer en medios con
alta concentracion de sal o sacarosa (Laby, R. J. et al., 2000; Quesada, V. et al.,
2000; Rook, F. et al., 2001) o en medios con placlobutrazol (Leon-Kloosterziel, K.
M. et al., 1996) y en la pérdida o ganancia de sensibilidad al ABA en germinacioén
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(Koornneef, M. et al., 1984; Finkelstein, R. R., 1994; Cutler, S. et al., 1996). Ademaés
se han aislado mutantes con defectos en la respuesta a multiples sefiales en analisis
genéticos basados en la germinacion con alto azucar (Arenas-Huertero, F. et al.,
2000), o resistencia a otras fitohormonas como auxinas, brasinoesteroides o etileno
(Wilson, A. K. et al., 1990; Alonso, J. M. et al., 1999; Li, J. et al., 2001). Esta gran
variedad de ensayos genéticos realizados ha puesto de manifiesto los fenotipos
pleiotropicos mostrados por los mutantes, permitiendo aislar diferentes series alélicas
de los genes implicados en la biosintesis y sefializacion de ABA (Rock, C. D., 2000;
Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002).

El presente trabajo de tesis doctoral se inicio con el objetivo de analizar y
buscar determinantes genéticos de la tolerancia a sal en la planta Arabidopsis
thaliana. Para ello se realizé el analisis genético de la germinacion de una poblacion
de semillas de Arabidopsis mutagenizadas con T-DNA en medio MS suplementado
con sal (NaCl 200 mM) (ver Figura 5.1.), obteniendo como resultado el aislamiento
de una serie de mutantes denominados sre (“salt resistant”). Estos mutantes eran
capaces de germinar y desarrollarse a plantula en medios suplementados con varias
concentraciones de NaCl, manitol y paclobutrazol (Figura 5.2., Tabla 5.2.), apenas
poseian latencia en sus semillas (Figura 5.5.) y mostraban una perdida de agua mayor
que el ecotipo silvestre en los ensayos de transpiracion (Figura 5.6.). Ademas, los
mutantes sre poseian unos niveles de ABA en hojas de roseta menores que el ecotipo
silvestre y estos niveles no aumentaban en plantas en condiciones de estrés salino o
sequia (Tabla 5.3.). El andlisis de algunos genes de respuesta a estrés dependientes
de ABA mostrd que estos no eran inducidos de la misma forma que en el ecotipo
silvestre (Figuras 5.17.; 5.26. y 5.31.). Todos estos datos indicaban que los mutantes
sre podian ser mutantes afectados en la biosintesis de ABA. Asi, se realizo el andlisis
genético entre los mutantes sre y mutantes de biosintesis de ABA, determinandose
que los mutantes sre eran alélicos a los mutantes de biosintesis de ABA aba?2-1,
aao3-1y abal-5. De esta forma quedo establecido que los mutantes srel, sre? y sre3
eran nuevos alelos mutantes de los loci de biosintesis de acido abscisico ABA2,
AAO3 y ABAI respectivamente (Tabla 5.5.).

El papel del ABA en la iniciacién y mantenimiento de la latencia de la semilla
esta bien documentado (Koornneef, M. et al., 1984, Bentsink, L. and Koornneef, M.,
2003). El ABA ademas permite la detencion del crecimiento de la semilla en

condiciones adversas una vez ha germinado (Lopez-Molina, L. et al., 2001). La
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germinacion comienza con la imbibicion de la semilla seca, y finaliza cuando la
radicula se extiende para penetrar en el medio circundante (Bewley, J. D., 1997;
Koornneef, M. et al., 1982). A primera vista, los mutantes obtenidos en el presente
analisis genético eran mutantes “resistentes” al estrés salino. Sin embargo, el estudio
en posteriores estadios de desarrollo confirmé que estos mutantes eran mas sensibles
al estrés salino (Figura 5.8.). La identificacion de los loci SRE como loci de
biosintesis de ABA indicaba que el analisis genético llevado a cabo en el presente
trabajo resultd ser un andlisis de “insensibilidad” en lugar de resistencia a estrés. Asi
los mutantes sre eran incapaces de percibir el estrés y por tanto no bloqueaban su
capacidad para germinar. Se ha estudiado mucho sobre la sefializacion de estrés y
todos los estudios indican que la percepcion de la sefial de estrés hidrico tiene como
elemento principal al ABA (revisado en Xiong, Liming and Zhu, Jian Kang, 2002).
De este modo los mutantes de biosintesis o de sefalizacion de ABA son los mejores
candidatos para ser identificados en los andlisis genéticos de germinacion realizados
en medios con alta sal o azticares (estrés hidrico) (Laby, R. J. et al., 2000; Quesada,
V. et al., 2000; Rook, F. et al., 2001; Ruggiero, B. et al., 2004; presente trabajo).
Estos resultados muestran el papel crucial desempefiado por el ABA en la inhibicion
de la germinacién y el desarrollo temprano de la semilla en condiciones
desfavorables, por ejemplo en condiciones de estrés hidrico o salino, confirmado por
el aumento de los niveles de ABA en semillas tratadas con NaCl 200mM (Figura
5.22)).

En cambio, el andlisis de hipersensibilidad al estrés salino ha permitido aislar
los mutantes sos (salt overly sensitive) que no son mutantes de biosintesis o
sefalizacion de ABA (Xiong, Liming and Zhu, Jian Kang, 2002). No obstante, el
haber obtenido solamente éxitos parciales en la tolerancia a la salinidad cuando se
sobreexpresaba un gen en concreto ha hecho que se inicien una serie de estudios para
analizar la variabilidad natural tanto en una especie glicofita como Arabidopsis como
en otras halofitas con el objetivo de identificar una serie de loci que contribuirian
conjuntamente a la tolerancia al estrés hidrico (Quesada, V. et al., 2002; Xiong,
Liming and Zhu, Jian Kang, 2002).

Las lineas transgénicas empleadas en el analisis genético corresponden a dos
lotes de lineas transgénicas de A.thaliana mutagenizadas con un T-DNA que posee 4
secuencias intensificadoras de la transcripcion 35S del virus del mosaico de la

coliflor (CaMV) (Figura 3.1.). Esta colecciéon de lineas transgénicas ha sido ya
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empleada para el aislamiento de mutantes dominantes producidos por la
sobreexpresion génica inducida por las secuencias 35S (Weigel, D. et al., 2000). Sin
embargo ninguno de los mutantes aislados en el presente trabajo poseen fenotipos
dominantes (Tabla 5.1.), lo que sugiere la posibilidad que estas lineas transgénicas no
permitan aislar mutantes con fenotipos dominantes en medios suplementados con
NaCl. Esto podria ser debido a que las lineas transgénicas suministradas
correspondan a la generacion T4. Esto habria permitido a la planta silenciar o
disminuir la expresion de los genes sobreexpresados tal como ocurre cuando se
realiza la sobreexpresion constitutiva del factor de transcripcion DREB2A. Este
factor fue sobreexpresado en una serie de lineas transgénicas que eran capaces de
sobrevivir en condiciones de estrés hidrico. Sin embargo, en condiciones normales
las plantas transgénicas mostraban menor porte y una menor viabilidad, tendiendo a
silenciar la expresion del transgen. Sin embargo cuando el factor DREB2A se ponia
bajo el control del promotor del gen RDD29A inducible por estrés, las plantas eran
similares al ecotipo silvestre en condiciones normales pero mostraban una mayor
tolerancia en condiciones de estrés (Kasuga, M. et al., 1999). Del mismo modo, las
lineas transgénicas con mejor tolerancia al estrés hidrico por sobreexpresion se
habrian perdido o bien la sobreexpresion habria sido atenuada o silenciada a favor de
una mayor viabilidad.

El analisis genético en los distintos mutantes sre concluyd que para todos,
excepto para el mutante sre2-1, los datos se ajustaban de forma significativa (p>0,5)
a una segregacion monogénica recesiva del caracter (Tabla 5.1.). La posterior
identificacion de la mutacion en el loci SRE2/AAQO3 y la posterior complementacion
del fenotipo mutante concluyeron sin ninguna duda que la mutacion sre2-1 se trataba
de una mutacion monogénica recesiva. El andlisis de cosegregacion realizado entre el
T-DNA vy el fenotipo en los mutantes sre mostrdé que el mutante sre2-1 era el tnico
mutante con una integracion de T-DNA que cosegregaba con el fenotipo mutante
(Figura 5.3.). Asi una posible explicacion a la anomalia del andlisis genético en el
mutante sre2-1 seria que la insercion compleja de T-DNA este afectando a la
segregacion del cardcter en la poblacion F,. Apoyaria esta afirmacion que la
segregacion del otro alelo sre?2 si se ajusta a la segregacion esperada para un caracter
monogénico recesivo y que los porcentajes de germinacion son similares cuando se

realizan los cruces entre los mutante sre2-1, sre2-2 'y aao3-1 (Tablas 5.1y 5.5.).
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6.2. El gen SRE1/ABA2 codifica una alcohol deshidrogenasa de cadena
corta.

La caracterizacion bioquimica de los mutantes deficientes en ABA ha revelado
la mayor parte de los defectos biosintéticos en muchos de los loci deficientes
conocidos (revisado en Cheng, W. H. et al., 2002). Concretamente, el trabajo
realizado por Schwartz, S. H. et al., 1997a) con extractos libres de células revelod que
el mutante aba2-1 mostraba una sustancial reduccion en la capacidad de convertir
xantoxina en ABA, pero en cambio mostraban inalterada su capacidad para
transformar el aldehido abscisico en ABA, indicando que el mutante aba2-1 estaba
bloqueado en el paso de conversion de xantoxina a aldehido abscisico. La conversion
de la xantoxina en ABA implica tanto modificaciones en el anillo (la desaturacion
del enlace 2’3" y la apertura del anillo epoxido) como las oxidaciones del grupo
hidroxilo en el carbono C4" a grupo cetona y del aldehido en posicion C1 a acido
carboxilico (Figura 1.4). De hecho, dado que se requieren tres reacciones quimicas
para convertir xantoxina en aldehido abscisico, la oxidacion del grupo hidroxilo en el
carbono C4’, la apertura del anillo epoxido y la desaturacion del enlace 2°3” (Figura
5.13.), no estaba claro si era necesaria la actuaciéon de otros enzimas ademas de
ABAZ2 para llevar a cabo la reaccioén de conversion.

En el presente trabajo se presenta el aislamiento y caracterizacion de dos
nuevos alelos mutantes del loci ABA2, denominados srel-1/aba2-11y srel-2/aba2-
12. La 1identificacion del Jlocus SRE1/ABA2 se realizo combinando las
aproximaciones de mapeo posicional y gen candidato. En un primer momento
mediante la técnica de mapeo posicional se identifico un “contig” de BACs en el que
se incluiria el locus SRE1/ABA2, siguiendo a continuacion la hipdtesis del gen
candidato para identificar el locus ABA2 (ver resultados 5.2.). La confirmacion
definitiva de la identidad del locus ABA2 se obtuvo mediante la identificacion de la
mutaciones presentes en una nueva serie alélica (Tabla 5.8.). Asi mismo, los analisis
realizados de la reaccion catalizada por la enzima ABA2 en el presente trabajo
establecen inequivocamente que la enzima ABA2 es por si misma capaz de convertir
eficientemente xantoxina en aldehido abscisico (Figuras 5.13. y 5.14.). Muchos
ejemplos de péptidos con varias actividades enzimaticas son conocidos, como por
ejemplo la actividad ent-kaureno oxidasa que es capaz de catalizar tres pasos en la

biosintesis de GAs (Helliwell, C. A. et al., 1999). Asi, la futura determinacién de la

183



6. Discusion

estructura cristalina de ABA2 ayudard a resolver el mecanismo de reaccion de la
conversion de xantoxina en aldehido abscisico.

Paralelamente al presente trabajo de tesis doctoral, el grupo de la Dra. Jen
Sheen realizd un trabajo similar. Ellos realizaron también la identificacion y
caracterizacion de varios nuevos alelos aba?, dandose la circunstancia que su
mutante gin/-1 es el mutante srel-1, y ademds llevaron a cabo la caracterizacion
bioquimica, localizacion celular y subcelular de la proteina ABA2 (Cheng, W. H. et
al., 2002). Los datos obtenidos de este trabajo coinciden con los datos obtenidos en la
presente tesis doctoral.

El anélisis bioquimico de la actividad alcohol deshidrogenasa de la proteina
ABA2 muestra que la enzima es capaz de convertir la xantoxina en aldehido
abscisico (Figura 5.13.), pero no puede catalizar la conversion del 4cido xantdxico en
ABA (Cheng, W. H. et al., 2002). Estos datos junto con el andlisis bioquimico
realizado con la enzima codificada por el gen AAO3 (Seo, M. et al., 2000a; Seo, M.
et al., 2000b), la caracterizaciébn genética y bioquimica del mutante aba2-1 de
A.thaliana (Schwartz, S. H. et al., 1997a) y el aislamiento de los mutantes afectados
en la oxidacion del aldehido abscisico a ABA (aba3 y aao3 de A.thaliana, abal de
tabaco y los mutantes flc y sit de tomate; revisados en (Cutler, A. J. and Krochko, J.
E., 1999; Finkelstein, R. R. and Rock, C. D., 2002) apoyan inequivocamente la ruta
xantoxina — aldehido abscisico—> ABA como los pasos finales de la ruta
predominante de biosintesis de ABA (Sindhu, R. K. and Walton, D. C., 1987;
Sindhu, R. K. and Walton, D. C., 1988; Rock, C. D. and Zeevaart, J. A., 1990;
Sindhu, R. K. et al., 1990) en contra de la opinion de algunos autores que consideran
que la conversion de xantoxina a ABA tendria lugar via el 4cido xantdxico
(Milborrow, B. V., 2001). En un primer momento se indicd que la conversion de
xantoxina a ABA por extractos libres de células de hojas de guisantes se localizaba
en el citosol (Sindhu, R. K. and Walton, D. C., 1987), aunque posteriores
experimentos con cloroplastos intactos de hojas de espinacas indicaban que la ruta
completa de biosintesis de ABA ocurria en los cloroplastos (Milborrow, B. V. and
Lee, S. H., 1998). Sin embargo la realizacion de varios experimentos de localizacién
subcelular de la proteina recombinante ABA2-GFP han permitido clarificar esta
cuestion, mostrando que la proteina ABA2 se localizaria en el citosol de la célula

(Cheng, W. H. et al., 2002).
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Varios trabajos previos con extractos libres de células indicaban que el gen
ABAZ2 debia expresarse constitutivamente y ademdas mostraron que la conversion de
xantoxina a ABA no aumentaba significativamente bajo condiciones de estrés
osmotico (Sindhu, R. K. and Walton, D. C., 1987; Schwartz, S. H. et al., 1997a). El
analisis de expresion realizado del gen ABA2 en el presente trabajo con y sin
tratamiento de estrés osmotico, confirman a nivel de RNA mensajero los datos
previos obtenidos nivel de proteinas (Figura 5.15.). Otros genes implicados en la ruta
de biosintesis de ABA, como ABA1, NCED, ABA3 y AAQO3, son inducidos por
estrés hidrico (Tan, B. C. et al., 1997; Audran, C. et al., 1998; Seo, M. et al., 2000b;
Xiong, L. et al., 2001b), no obstante solo en el caso de NCED se ha confirmado la
induccién a nivel de proteina (Qin, X. and Zeevaart, J. A., 1999), mientras que para
el gen AAO3 el cambio en la expresion del gen inducido por estrés no produce un
cambio significativo en la cantidad de proteina (Seo, M. et al., 2000a). El tratamiento
con ABA no produjo la induccion de la expresion del RNA mensajero del gen ABA2
(Figura 5.15.), aunque si esta descrito que se produce induccion de la expresion del
gen cuando las plantas se tratan con glucosa (Cheng, W. H. et al., 2002). Estos datos
diferencian claramente la regulacion de la expresion del gen ABA2 del resto de
genes de biosintesis, los cuales si son regulados por estrés y ABA (revisado en
Xiong, L. and Zhu, J. K., 2003). Estos datos conectan la biosintesis de ABA y los
cambios en los niveles de glucosa en las células, papel que puede resultar muy
importante en la correcta formacion y desarrollo de las semilla (Cheng, W. H. et al.,
2002).

Si bien parece que la enzima ABA2 no cataliza un paso limitante en la
biosintesis de ABA, si es claro que resulta crucial para mantener el nivel basal de
ABA considerando tanto la severa reduccion en los niveles de ABA medidos para los
mutantes aba2-1'y srel-1/aba2-11 (Tabla 5.6.) como la reducida actividad de las
proteinas recombinantes (Figura 5.13.). No obstante, el hecho de poder medir en
ambos mutantes unos niveles residuales de ABA sugiere que alguna otra via de
biosintesis de ABA debe existir (Cheng, W. H. et al., 2002), o bien que otras
proteinas codificadas por genes de la familia SDR son capaces de catalizar
inespecificamente la reaccion en ausencia de ABA2. El gen que codifica la proteina
ABA2 es tnico en el genoma y pertenece a la familia génica SDR (Figura 5.18.;
Cheng, W. H. et al., 2002). El estudio de la familia de genes SDR han permitido
identificar a los genes At3g29250 y At2g47130 como aquellos genes que codifican
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productos génicos con mayor similitud con la proteina ABA2 (62 y 60 % de
similitud respectivamente) (Figura 5.18.). El andlisis de las secuencias de los
productos génicos mostrd la conservacion existente en los residuos que forman los
dominios de unién al coenzima NAD" asi como en el hipotético sitio catalitico
(Figura 5.19.). El ensayo de actividad alcohol deshidrogenasa determin6d que
unicamente la proteina codificada por el gen At2g47130 era capaz de catalizar la
conversion de xantoxina a aldehido abscisico in vitro con una K, 10 veces superior
que la de la proteina ABA2. Estos datos apoyan la hipdtesis de la existencia de una
actividad enzimatica, seguramente no especifica, diferente de ABA2 capaz de

convertir xantoxina en aldehido abscisico en ausencia de ABA2 (Figura 5.20.).

6.3. Nuevos alelos mutantes sre2/aao3 implican al gen AAO3 en la

biosintesis de ABA en semilla.

El ltimo paso de la ruta de biosintesis de ABA consiste en la oxidacion del
aldehido abscisico a ABA, el cual requiere la actividad de los enzimas codificados
por los genes AAO3 y ABA3. El gen ABA3 ha sido recientemente clonado y
codifica para la actividad sulfurasa del cofactor MoCo (MCSU) (Bittner, F. et al.,
2001; Xiong, L. et al., 2001b). La forma sulfurada del cofactor MoCo es la forma
empleada por la enzima codificada por el gen AAO3, la cual cataliza la oxidacion del
grupo 1-aldehido del aldehido abscisico a acido carboxilico, obteniéndose ABA
como producto (Seo, M. et al., 2000a). La familia de genes que codifican para
aldehido oxidasas de A.thaliana esta compuesta por 4 miembros, denominados
AAO1-4 (Seo, M. et al., 2000a). Los ensayos de actividad oxidasa de aldehido
indican que las actividades codificadas por los genes AAO1, AAO2 y AAO4 no son
capaces de emplear aldehido abscisico como sustrato (Sekimoto, H. et al., 1998; Seo,
M. et al., 2000a). En cambio, la actividad codificada por el gen AAO3 (AOJ) es
capaz de oxidar eficientemente el aldehido abscisico a ABA (Seo, M. et al., 2000a).
Adicionalmente, el aislamiento y caracterizacion de un alelo mutante deficiente en
ABA para el locus AAO3 proporciond la confirmacion definitiva de la implicacion
del gen en el ultimo paso de la biosintesis de ABA. El mutante aao3-1, aislado en el
fondo genético La-er, mostro unos niveles de ABA en hojas de roseta de solo el 30%
del nivel de ABA en el ecotipo silvestre y una mayor pérdida de agua que el ecotipo

silvestre. No obstante, el mutante aao3-/ poseia una latencia en sus semillas
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comparable a la del ecotipo silvestre y los niveles de ABA en semillas secas estaban
reducidos solo en un 40% respecto al ecotipo silvestre (Seo, M. et al., 2000b). Asi
pues, la funcidn principal de la actividad codificada por el gen AAO3 consistiria en
la catalizacion del ultimo paso de la biosintesis de ABA en hojas de roseta, pero no
en semillas. En semillas se supone que actuaria otra aldehido oxidasa, que segiin los
estudios de expresion génica podria ser el producto codificado por el gen AAOI
(Seo, M. et al., 2000b; Seo, M. et al., 2000a; Seo, M. and Koshiba, T., 2002).

En el presente trabajo se ha realizado el aislamiento y caracterizacion de dos
nuevos alelos mutantes de locus AAO3, denominados sre2-1/aao3-2 y se2-2/aao3-3.
Estos nuevos mutantes aao3, en contraste con el mutante previamente descrito aao3-
1, muestran una reduccion significativa de la latencia y de los niveles de ABA en
semillas comparado con el ecotipo silvestre. Semillas de los mutantes sre2-1/aao3-2
y sre2-2/aao3-3 muestran una reduccion de los niveles de ABA del 65% respecto de
su ecotipo silvestre frente al 40% que muestran las semillas del mutante aao3-1 y
una la latencia similar a la que poseen otros mutantes de la biosintesis de ABA,
frente a la latencia comparable a la del ecotipo silvestre que poseen las semillas
mutantes aao3-1 (Tablas 5.9. y 5.10.). En cambio, las plantas mutantes sre2-1/aao3-
2y se2-2/aao3-3 muestran un fenotipo de marchitamiento y unos niveles reducidos
de ABA en hojas de roseta como el mutante aao3-1 (Figura 5.21.y Tabla 5.11.)

La caracterizacion molecular del gen AAO3 en el mutante sre2-1/aao3-2
revel6 la existencia de una insercion de T-DNA en el primer intrén que eliminaba la
expresion del gen y producia un alelo nulo de AAO3 (Figuras 5.22. y 5.24.). En el
caso del mutante sre2-2/aao3-3, la secuenciacion del gen AAO3 permitid encontrar
una mutacion compleja en el sexto exon compuesta por la pérdida de 3 nucleétidos y
el cambio de varios nucledtidos mas. Esta mutacion producia presumiblemente la
pérdida de un residuo aminoacidico y el cambio de 5 mas respecto del ecotipo
silvestre (Figura 5.22.). Este cambio de aminoacidos tendria lugar en el primer sitio
de unién del cofactor MoCo (residuos 797-803) y afectaria también al presumible
sitio de unién de sustrato (residuos 878-886; Sekimoto, H. et al., 1998). Ademas, el
programa informatico PROSITE predice un sitio de union a nucledtido que estaria
localizado entre los residuos 796 y 826, el cual también resultaria afectado por la
mutacion. Todos estos datos junto con que la expresion del gen en el mutante es
similar a la del ecotipo silvestre (Figura 5.10.) indican que la mutacion en el alelo

sre2-2/aao3-3 tendria un gran efecto sobre la actividad enzimatica de AAO3.
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Apoyaria esta suposicion el hecho que el fenotipo del alelo sre2-2/aao3-3 es bastante
similar al del alelo nulo sre2-1/aao3-2, y que en ambos el contenido de ABA esta
reducido a unos niveles similares tanto en semilla como en hojas de roseta (Tabla
5.10.y5.11.).

Segun Seo et al., (2000b), el gen AAO3 se expresaria en raices, hojas de roseta,
tallos, flores y plantulas de 8 dias. Sin embargo, no se detecté RNA mensajero del
gen AAO3 en semillas secas y silicuas, lugares donde se supone estaria actuando la
enzima codificada por el gen. Asi, los fenotipos de los nuevos alelos mutantes aao3
plantearon que se debia reanalizar la expresion del gen AAO3 tanto en silicuas como
en semillas. Como resultado, el transcrito del gen AAO3 fue detectado en silicuas y
semillas embebidas sometidas a estrés osmotico (Figura 5.24.). No obstante fue
necesario emplear entre 15 y 20 pug de RNA total para poder detectar una débil
expresion del gen AAO3 en silicuas en lugar de los 5 pg de RNA total empleados en
Seo, et al., (2000b). En cambio, de acuerdo con los datos de Seo et al, (2000b) fue
imposible detectar expresion del gen AAO3 en semillas secas (Figura 5.24.). Sin
embargo, después de la imbibicion de las semillas y bajo condiciones de estrés
osmotico se produce la induccion de la expresion del gen AAO3 (Figura 5.24.). Estos
resultados junto con el aumento de los niveles de ABA medidos en semillas tratadas
con 200 mM NaCl sugieren que tiene lugar sintesis de novo de ABA en las semillas
sometidas a estrés osmotico. De acuerdo con esta idea, los mutantes deficientes en
ABA se comportaran como mutantes resistentes a sal en ensayos de germinaciéon
(Leon-Kloosterziel, K. M. et al., 1996; Quesada, V. et al., 2000; presente trabajo).

La caracterizacion fisiologica de ambos alelos sre2-1/aao3-2 y se2-2/aao3-3
revela notables diferencias respecto del mutante aao3-1. A pesar que las semillas de
los tres alelos aao3 poseen resistencia al estrés salino y osmético, solo las semillas de
los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 muestran una reducida latencia y
germinacion en medios con paclobutrazol (Tabla 5.9.). Estos datos junto con los
reducidos niveles de ABA en las semillas (Tabla 5.10.) apoyan un papel para el
producto codificado por el gen AAO3 en la biosintesis de ABA en semillas. Las
diferentes caracteristicas de los mutantes sre2-1/aao3-2'y sre2-2/aao3-3 con respecto
al mutante aao3-1 pueden ser atribuidas por lo menos a dos razones. La primera, es
que la mutacion aao3-1 no es probablemente nula. Esta mutacion es una sustitucion
unica de un par de bases al final del noveno intron del gen AAQO3, la cual provoca un

procesado incorrecto del transcrito primario de AAO3 (Seo, M. et al., 2000b). De
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cualquier manera, se producen transcritos mas cortos con una delecion de 6 pb (Seo,
M. et al., 2000b). Por lo tanto, no se puede excluir que exista una actividad residual
por debajo del limite de deteccion del ensayo de actividad empleado. Segundo, la
mutacion aao3-1 se encuentra en el fondo genético La-er, mientras que las
mutaciones sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3 estan en el fondo Col. El mutante erecta
tiene una lesion en un repeticion rica en leucinas de un receptor quinasa que afecta al
desarrollo de los organos de la parte aérea de la planta (Godiard, L. et al., 2003). De
hecho, semillas del ecotipo silvestre La-er son mas sensibles a la inhibicion de la
germinacion por bajas concentraciones de ABA que el ecotipo Col. Por lo tanto, el
umbral de concentracion de ABA necesario para mostrar una reduccién en la latencia
de las semillas puede ser diferente en ambos genotipos silvestres (Col y La-er). En
cualquier caso, la identificacion de las lesiones genéticas en el locus AAO3 que
provocan el fenotipo deficiente de ABA en semillas del ecotipo silvestre Col
sugieren con rotundidad que este gen esta implicado en la biosintesis de ABA en

semillas.

6.4. Caracterizacion del nuevo alelo mutante sre3/abal-101.

El aislamiento del mutante insercional aba? de Nicotiana plumbaginifolia
permitio la identificacion molecular del gen que codifica la actividad zeaxantina
epoxidasa encargada de catalizar la conversion de la zeaxantina a violaxantina via
anteraxantina mediante dos pasos consecutivos de epoxidaciéon. Asi mismo, la
complementacion del mutante abal de A.thaliana por el gen ABA2 de Nicotiana
permitio identificar al gen ABA1 de A.thaliana como el ortdélogo del gen ABA2 de
Nicotiana (Marin, E. et al., 1996), corroborando los estudios bioquimicos que
indicaban que el mutante abal de A.thaliana poseia bloqueado la conversion de
zeaxantina a violaxantina (Rock, C. D. and Zeevaart, J. A., 1991). Posteriormente, el
proyecto genoma de A.thaliana permitid identificar un gen con alta homologia al gen
ABA2 de Nicotiana, anotandose como el gen que codifica la enzima ZEP de
A.thaliana, aunque no fue hasta hace unos pocos afios que se identificd el cDNA del
gen ABAI1 y se caracterizaron molecularmente un gran nimero de alelos mutantes
abal que identificaban inequivocamente al gen ABA1 (Audran, C. et al., 2001;
Xiong, L. et al., 2002a).
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En el presente trabajo se presenta la identificaciéon de un nuevo alelo mutante
abal denominado sre3/abal-101 aislado en un andlisis genético de germinacion en
un medio suplementado con NaCl (Figura 5.1.). Ademas del fenotipo de germinacion
en medios suplementados con NaCl, manitol y paclobutrazol (Figura 5.28.) presenta
una mayor transpiracion que el ecotipo silvestre (Figura 5.29.) y una dramatica
reduccion del crecimiento vegetativo y del numero de semillas (Figura 5.32.). El
analisis de complementacion llevado a cabo con el mutante sre3/abal-101
empleando DNA genomico del ecotipo silvestre que contenia la ORF del gen ABAI
y parte del promotor, confirmo que la mutacion sre3/abal-101 era la causante del
fenotipo en el mutante (Figura 5.32.).

El andlisis de la expresion del gen ABA1 en el ecotipo silvestre mostrd
claramente la induccion transitoria de la expresion del gen en plantas tratadas con
ABA o NaCl (Figura 5.31.), confirmando los datos previos obtenidos (Bittner, F. et
al., 2001; Xiong, L. et al., 2002a). Asi mismo, la expresion de los genes de
biosintesis ABA2, AAO3 y NCED3 en los mutantes abal confirmo también los
datos previos (Xiong, L. et al., 2002a).

6.5. Ruta de biosintesis de ABA en plantas.

La disponibilidad de mutantes deficientes en ABA ha permitido mostrar en
primer lugar la intervencion del ABA en diferentes procesos fisioldgicos, y
posteriormente la identificacion de la ruta de biosintesis de ABA y los genes que
codifican para las enzimas que en ella intervienen. La gran mayoria de estos genes
estan clonados y sus productos génicos han sido caracterizados (revisado en Seo, M.
and Koshiba, T., 2002; Schwartz, S. H. et al., 2003a). No obstante, hasta hace unos
pocos afios no se pudo identificar claramente la ruta que proporcionaba los
precursores para la ruta de biosintesis de ABA y tampoco se conocian todas las
identidades moleculares de los genes implicados en la biosintesis de ABA. Los
precursores carotenoides de la ruta de biosintesis son sintetizados a partir de los
pentaterpenos IPP y DMAPP obtenidos mediante la ruta de biosintesis de
isoprenoides en los plastidos (ruta MEP) (revisado en Seo, M. and Koshiba, T.,
2002). Seguidamente tiene lugar el primer paso especifico de la ruta de biosintesis de
ABA, la epoxidacion del carotenoide zeaxantina a trans-violaxantina catalizada por

la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP) codificada por el gen ABA1 de A.thaliana
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(Marin, E. et al., 1996; Audran, C. et al.,, 2001; Xiong, L. et al., 2002a). A
continuacion la trans-violaxantina es isomerizada mediante varias actividades
todavia no identificadas, obteniéndose los compuestos 9-cis-violaxantina y 9-cis-
neoxantina, que son sustratos de la enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa
(NCED). Esta enzima cataliza la rotura oxidativa del 9-cis-epoxicarotenoide para
formar xantoxina, la cual sale de forma desconocida del plastido al citosol de la
c¢lula donde tendran lugar los ltimos pasos de la ruta de biosintesis.

En los ultimos afios han existido dos rutas alternativas para la transformacion
de la xantoxina a ABA. La primera tendria lugar via el metabolito aldehido abscisico,
y la segunda via el metabolito acido xantoxico. La caracterizacién bioquimica de las
enzima codificadas por los genes ABA2 (Gonzalez-Guzman, M. et al., 2002; Cheng,
W. H. et al., 2002) y AAO3 (Seo, M. et al., 2000b; Gonzalez-Guzman, M. et al.,
2004) confirman definitivamente a la ruta de transformacién de xantoxina a ABA via
el aldehido abscisico como los tltimos pasos de la ruta mayoritaria de biosintesis de
ABA en todos los estadios de la planta. Asi pues el presente trabajo de tesis doctoral
ha permitido concluir definitivamente que la ruta mayoritaria de biosintesis de ABA
es aquella que transforma la xantoxina en ABA via aldehido abscisico.

Los mutantes de biosintesis de ABA poseen entre 20 y 30 veces menos ABA
que el ecotipo silvestre en condiciones de estrés hidrico (Tabla 5.3.). No obstante el
hecho que mutantes de los genes ABA1, ABA2 y AAO3 de A.thaliana posean unos
niveles residuales de ABA en condiciones normales indica la existencia de otras
posibles vias alternativas para la sintesis de ABA (Marin, E. et al., 1996; Seo, M. and
Koshiba, T., 2002). Una de estas vias podria ser la ruta del dcido xantdxico. Existen
diferentes evidencias apoyan su existencia, como el aislamiento de dcido xantoxico
en estudios de intermediarios en cloroplastos de espinacas (Milborrow, B. V., 2001)
y que la enzima codificada por AAQO3 sea capaz de catalizar in vitro la conversion de
xantoxina a acido xantdéxico (Seo, M. and Koshiba, T., 2002). Sin embargo, el hecho
que la enzima ABA2 no sea capaz de emplear acido xantdxico como sustrato
(Cheng, W. H. et al, 2002) implica la existencia de otra actividad alcohol
deshidrogenasa todavia no identificada. De este modo, la identificacion de esta
actividad supondra la clarificacion de la existencia de esta via. Otra via alternativa
que funcionaria en tomate es aquella en la cual el aldehido abscisico es transformado
en alcohol abscisico y este se transforma finalmente en ABA (Seo, M. and Koshiba,

T., 2002). Los datos obtenidos en el presente trabajo indican que esta misma ruta se
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daria en A.thaliana y que seguramente estaria inducida por estrés dados los niveles
de ABA en las hojas de roseta de los mutantes aao3 (Tabla 5.11.).

Sin embargo, puede ser que en lugar de vias minoritarias de biosintesis de
ABA existan otros enzimas capaces de realizar los distintos pasos de la ruta. Por
ejemplo, el gen NCED pertenece a una familia génica en la cual varios de sus
miembros son capaces de catalizar la rotura oxidativa de los 9-cis-epoxicarotenoides
y ademas son regulados de forma diferente por estrés (revisado en Xiong, L. and
Zhu, J. K., 2003). Asi, en el presenta trabajo se ha presentado la caracterizacion
bioquimica de una enzima de la familia SDR, a la que pertenece ABA2, que es capaz
de catalizar in vitro la conversion de xantoxina en aldehido abscisico (Figura 5.20.),
indicando que estd enzima podria actuar en ausencia de la enzima ABA2 y de este
modo los mutantes aba2 poseerian unos niveles basales de ABA (Tabla 5.3.).

Ademas existen varios puntos de la ruta de biosintesis de ABA sobre los que
hay que seguir investigando. Por ejemplo, todavia hay determinadas actividades
implicadas en la ruta sin identificar, como las isomerasas implicadas en la conversion
de trans-violaxantina a 9-cis-neoxantina o 9-cis-violaxantina, asi como aspectos de la
biosintesis de ABA relativos a las vias minoritarias. Pero sin duda, lo mas interesante
es conocer como se regula la ruta de biosintesis de ABA, y en consecuencia, como
podemos aplicar estos conocimiento para mejorar la produccion vegetal.

Las mediciones de los niveles de ABA presente en los mutantes de biosintesis
de ABA y en el ecotipo silvestre en condiciones normales muestran la existencia de
unos niveles basales de ABA necesarios para el desarrollo y crecimiento de las
plantas (Tabla 5.3.; Seo, M. and Koshiba, T., 2002). Sin embargo, otros procesos
como la maduracion de las semillas y la respuesta a estreses ambientales requieren
un aumento de estos niveles de ABA. Asi, el ABA promueve en estos procesos la
sintesis de diferentes proteinas, la maduracion del embridn, el inicio y mantenimiento
de la latencia de las semillas y el cierre de los estomas, aprecidndose notables
diferencias entre los mutantes y el ecotipo silvestre (Figuras 5.5., 5.6. y 5.8.). La
diferencia entre estos procesos indica una compleja regulacion de la biosintesis de
ABA.

Primeramente parece existir una regulacion de la biosintesis seglin el estadio de
desarrollo. El gen ABA1 de A.thaliana es expresado justo antes de la aparicion del
pico de ABA durante la formacién del embrion (Audran, C. et al., 2001). Diversos

estudios indican que este pico de ABA es producido por la madre (Karssen, C. M. et

192



6. Discusion.

al., 1983). Sin embargo, recientemente ha surgido la hipotesis que el ABA
sintetizado por la madre puede ser la sefial para la biosintesis de novo de ABA en los
embriones en desarrollo, indicando que el ABA es un regulador positivo de su propia
biosintesis (Xiong, L. and Zhu, J. K., 2003). Asimismo, parecen que el azucar es otra
sefial reguladora. La expresion de los genes ABA1, ABA2, AAO3 y ABA3 es
inducida por azlcar en semillas (Cheng, W. H. et al., 2002), siendo especialmente
importante esta induccion para el gen ABA2 puesto que no es inducible por estrés
(osmotico y salino) ni ABA (Figura 5.15.). Esta induccion indicaria que los niveles
de azlcar pueden regular la biosintesis de ABA en el embrion y que el gen ABA2
puede ser la pieza principal de esta regulacion (Cheng, W. H. et al., 2002). La
sobreexpresion de los genes ABA2 de Nicotiana y NCEDI de tomate producen
semillas que posen mas ABA y muestran mas latencia (Frey, A. et al.,, 1999;
Thompson, A. J. et al., 2000b), indicando que pueden haber multiples pasos de
regulacion de la biosintesis de ABA en las semillas en desarrollo y que el enzima
codificado por ABA1 puede ser un paso realmente importante en la biosintesis de
ABA en tejidos no fotosintéticos (Xiong, L. et al., 2002a; Xiong, L. and Zhu, J. K.,
2003).

La luz act@ia también como una sefal reguladora. Los genes encargados de
codificar las enzimas ZEP y NCED en tomate y tabaco poseen su expresion regulada
por el ritmo circadiano en los tejido fotosintéticos (Audran, C. et al.,, 1998;
Thompson, A. J. et al., 2000a). Esta regulacion parecer estar relacionada con el papel
desempefiado por los productos de las enzimas en el sistema de fotoproteccion de los
fotosistemas.

La induccion de la biosintesis de ABA por los estreses abioticos,
principalmente salinidad y sequia, se produce principalmente mediante la regulacion
transcripcional de los genes biosintéticos. Esta regulacion es posiblemente la clave
de la regulacion de la ruta de biosintesis de ABA, aunque no se puede olvidar la
regulacion especifica que puede tener cada paso de la ruta. En general, los genes de
la biosintesis de ABA, salvo el gen ABA2, son sobreexpresados en las plantas
cuando se someten a tratamientos de estrés salino y osmotico (revisado en Xiong, L.
and Zhu, J. K., 2003). El paso catalizado por la enzima NCED es considerado como
el paso clave de la regulacion de la ruta. El gen es inducido por estrés en diferentes
especies como maiz (Tan, B. C. et al., 1997), tomate (Burbidge, A. et al., 1999),
guisante (Qin, X. and Zeevaart, J. A., 1999) y A.thaliana (Iuchi, S. et al., 2001), con
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una induccion de la expresion muy elevada a los 15-30 minutos posteriores al
tratamiento (Qin, X. and Zeevaart, J. A., 1999) y ademds semillas de plantas de
tomate que sobreexpresan el gen poseen mads ABA y muestran una mayor latencia
(Thompson, A. J. et al.,, 2000b). El gen que codifica la actividad ZEP no esta
regulado por estrés en hojas de tabaco y tomate pero si lo esta en raices (Audran, C.
et al., 1998; Thompson, A. J. et al., 2000a). En cambio en A.thaliana este si es
claramente inducido con tratamientos de sequia, salinidad, polietilengilcol (Xiong, L.
et al., 2002a) y ABA (Figura 5.31.A.) tanto en hojas como en raices, demostrando
que la regulacion de los enzimas puede ser diferente en distintas especies.

Un caso especialmente interesante es el anteriormente nombrado de la
regulacion del gen ABA2 de A.thaliana. El gen es expresado constitutivamente con
unos niveles muy bajos en raiz, tallo, hojas de roseta y silicuas (Figura 5.15.A.) y no
es inducido por estrés salino ni ABA (Figura 5.15.C.) aunque si por azucar (Cheng,
W. H. et al., 2002). Estos datos indican que los cambios en los niveles de azucar en
las semillas en maduracion podrian regular la biosintesis de ABA y por tanto el
desarrollo de la semilla.

No obstante, no se ha determinado a nivel de proteina el efecto de la induccioén
de la transcripcion de los genes. Es esperado que los niveles de proteina aumenten
con los niveles de RNA mensajero como ocurre en el caso de la enzima NCED (Qin,
X. and Zeevaart, J. A., 1999), aunque el estudio realizado con el gen AAO3 mostr6
que los niveles de proteina no variaban pese al aumento de la transcripcion del gen
(Seo, M. et al., 2000a), indicando la existencia de un control postranscripcional en
algunos genes de la ruta. Asi el conocimiento de las enzimas implicadas en la ruta de
biosintesis permitird realizar en un futuro estudios sobre la regulacion
postranscripcional de las enzimas de la ruta.

La superproduccion de ABA causada por la sobreexpresion del gen NCED en
tabaco correlaciona con un aumento del catabolito acido faséico (Shi, H. et al.,
2002), apoyando la idea del ABA como regulador negativo de la acumulacion del
ABA mediante la activacion de los genes encargados de su degradacion (Cutler, A. J.
and Krochko, J. E., 1999). Sin embargo, los genes ABAI, AAO3 y ABA3 de
A.thaliana son inducidos por ABA exdgeno (Figura 5.31.; Xiong, L. et al., 2001a;
Xiong, L. et al., 2001b; Xiong, L. et al., 2002a). El gen NCED no es inducido por
ABA exdgeno en tomate (Thompson, A. J. et al., 2000b) ni en judia (Tuchi, S. et al.,

2000), aunque se ha encontrado que el ABA es necesario para la completa induccion
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transcripcional del gen NCED3 de A.thaliana por estrés osmotico (Xiong, L. et al.,
2002a). Ademas, este gen es inducido por ABA exogeno en el fondo genético La-er
(Cheng, W. H. et al., 2002), y en los mutantes srel/aba2, sre2/aao3 y srel/abal el
gen se encuentra menos expresado que en el ecotipo silvestre (Figuras 5.16., 5.25.,
5.31.). Todas estas observaciones sugieren que el ABA actia como un regulador
positivo de su propia biosintesis, seguramente como un mecanismo de adaptacion al
estrés por el cual una induccioén inicial de la biosintesis de ABA puede rapidamente
estimular una mayor produccion. Diversas observaciones indican que la
ribonucleoproteina SADI1, y alguna proteina fosfatasa podrian ser elementos de este
circuito de autorregulacion (Xiong, L. and Zhu, J. K., 2003). Asimismo, la
interconexion existente entre las hormonas ABA y etileno y la sacarosa en diferentes
aspectos fisioldgicos, y el hecho que no se haya obtenido ningiin componente que
regule directamente la biosintesis de ABA puede significar que exista algin
componente de sefializacion de otras rutas de respuesta que este implicada en la
regulacion de la biosintesis de ABA.

Recientes estudios histologicos muestran la expresion localizada de los genes
ABA2 y AAQO3, tultimos pasos de la ruta de biosintesis; (Cheng, W. H. et al., 2002;
Koiwai, H. et al.,, 2004). El gen ABA2 se expresaba especificamente en tejido
vascular del hipocotilo, en las venas de las hojas, en el tallo, en las flores abiertas, en
el septum y funiculo de silicuas en desarrollo y en silicuas jovenes en desarrollo
(Cheng, W. H. et al., 2002). El gen AAO3 también se expresaba abundantemente en
el tejido vascular de raices, hipocotilos, tallos de inflorescencia y en las venas de las
hojas. Concretamente, la proteina AAO3 fue especificamente localizada en las
células acompafiantes de floema y en las células parenquimaticas del xilema. Las
células acompafantes forma parte del complejo denominado tubos cribosos-células
acompanantes (SE-CC), el cual posee un papel principal en el movimiento de solutos
y macromoléculas de las celulas del mesofilo al resto de la planta y en el control de
las sustancias que entran y salen del floema (Ayre, B. G. et al., 2003). Asimismo, se
ha encontrado una expresion elevada del antiportador Na'/H™ SOS1 en las células
parenquimaticas del xilema (Shi, H. et al.,, 2002) y algunas proteinas/genes
inducibles por estrés son expresados abundantemente en las zonas vasculares. Estos
datos hacen que (Koiwai, H. et al., 2004) propongan que la localizacion de los
enzimas AAO3 y ABA2 en el tejido vascular responde a que la existencia de los

estreses osmaticos y salinos es controlada en los tejidos vasculares y que la relacion
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entre la biosintesis de ABA y la cantidad de ABA cargado es regulada en las células
acompafiantes y/ o las células parenquimaticas del xilema. Entonces, el ABA
secretado es transportado a diferentes o6rganos o tejidos diana a través de los tubos
cribosos del floema o de las traqueas del xilema.

Asi mismo, se ha localizado expresion del gen AAO3 en las células oclusivas y
se ha observado que esta expresion es fuertemente inducida en respuesta a estrés por
sequia, lo que indica la existencia de sintesis de novo de ABA. Asi, se han obtenido

pruebas de la implicacion de la sintesis de novo de ABA en el cierre estomatico.

196



7. Conclusiones.

7. Conclusiones.

197






7. Conclusiones.

1.

El analisis genético de la tolerancia a sal en Arabidopsis thaliana realizado en
el presente trabajo ha permitido aislar tres mutantes sre (“salt resistant™)
denominados srel, sre2 y sre3. Estos mutantes mostraban gran capacidad
para germinar y establecer plantula en condiciones de estrés osmotico y
paclobutrazol, latencia muy reducida, mayor transpiracioén y niveles de ABA
en hojas de roseta significativamente menores que plantas silvestres. El
analisis de complementacion con mutantes de biosintesis de ABA determino
que los mutantes sre eran nuevos alelos mutantes de los /oci de biosintesis
ABAI1, ABA2 y AAO3. El aislamiento de estos nuevos alelos mutantes junto
con el aumento de la biosintesis de ABA determinado en las semillas de
Arabidopsis en condiciones de estrés salino demuestran el papel crucial
desempefiado por el ABA en la inhibicién de la germinacidon en condiciones

desfavorables de estrés osmotico.

La combinacion de las técnicas de mapeo posicional e hipdtesis del gen
candidato junto con la identificacién de una nueva serie alélica aba? mutante
ha permitido identificar al gen At1g52340 como el gen ABA2. El andlisis de
la secuencia determin6 que el gen ABA2 codifica un miembro de la familia
de alcohol deshidrogenasas de cadena corta (SDR). Mediante un analisis
HPLC-MS se ha demostrado que la proteina recombinante ABA2 cataliza la
conversion de xantoxina en aldehido abscisico en una reaccion dependiente
de NAD" con una K, de 19,2 pM. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo establecen inequivocamente que la conversion de xantoxina en
aldehido abscisico representa el penultimo paso de la ruta de biosintesis de
ABA y que este es catalizado por el producto génico del gen ABA2
(At1g52340).
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3. El andlisis de las secuencias de diversos miembros de la familia de proteinas
alcohol deshidrogenasas de cadena corta permiti6 identificar dos genes
(At2g47130 y At3g29250) que codifican proteinas con la mayor similitud a
ABA 2 (60%). El analisis HPLC-MS ha permitido demostrar que la proteina
recombinante codificada por el gen At2g47130 es capaz de catalizar la
conversion de xantoxina en aldehido abscisico en una reaccion in vitro
dependiente de NAD" con una K, de 300 uM. Este resultado sugiere la
posibilidad que los niveles de ABA basales en condiciones normales de los
mutantes aba? sean debidos a la actuacion de este u otros enzimas similares
capaces de llevar a cabo la conversion de xantoxina a aldehido abscisico en

ausencia de la proteina ABA2.

4. . Los mutantes sre2-1/aao3-2 y sre2-2/aao3-3, igual que el mutante aao3-1,
muestran una reduccién en los niveles de ABA en hojas de roseta y una
mayor transpiracion que las plantas silvestres. En cambio, contrariamente el
mutante aao3-1, muestran un fenotipo de osmotolerancia en germinacion y
establecimiento de plantula, germinacidn resistente a paclobutrazol, latencia
reducida y poseen una reduccion del 65% en los niveles de ABA en semillas.
Las caracterizaciones moleculares de las mutaciones sre2-1/aao3-2 y sre2-
2/aao3-3 junto con la complementacion de fenotipo mutante indican que
lesiones en el gen AAO3 conducen a niveles reducidos de ABA y fenotipos
caracteristicos en semillas. Por consiguiente, queda demostrado que el gen

AAO3 desempefia un papel crucial en la biosintesis de ABA en semillas.
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Apéndice: Marcadores moleculares

Marcador Secuencia cebador (5™-3") Polimorfismo pb (Col:La-er)

F11M15 GTA GAG GAC GTG GTG TGG 130: 190
GAT AAC GAG CCT CTT AGC

F5F19 CCA GAA GAT CTA CCT CTG 154:127
GGT TCA ATG TCT GGG AC

F6D8 TCT TCC AGA GTT TGA CTC TG 260:166
CTA CGT ATT ATC ATG TAA TGG

F12M16 GGC GAA TTA TGA ATC CAA CTA 169:130
GAG CAA CCG ACT TCG GCA

F15I1 ATG ATG GTC ACA ACG GTG 227:187
GTT CTA TTA CTA CTT TCA CC

F16N3 TGG GTT TAG GAG AAG ACG 141:166
TAC CAT TGA CCG ACG TGC

F2F22 GCC TCA AAT ACA CGG GTG 205:180
TTA GAC CAA CAA TAA TTG GG

F19C24 GAG AAA ACT GAA CAT CGT GG 340:277
AAT CAT AGC CTA GTG GGG

T5A14 TAT ATA TCG TGA ATT CCG CA 312:210
GAG GAG ATT TTA CCG TTG

F8L180 TGA ACT AAC AAC ACT ACC 415:350
TAT ACG GAC TTA CTA TAT G

ciwl ACA TTT TCT CAA TCC TTA CTC 160:135
GAG AGC TTC TTT ATT TGT GAT

nga280 GGC TCC ATA AAA AGT GCA CC 105:85

CTG ATC TCA CGG ACA ATAGTG C
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