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RESUMEN

La plasticidad es la capacidad de un genotipo determinado de conferir fenotipos distintos
segin las condiciones ambientales. Entre las estrategias utilizadas por las plantas para
adaptarse al entorno, las hormonas juegan un papel importante como integradoras de
sefiales ambientales, y entre ellas la contribucion de las giberelinas (y sus elementos
principales de sefalizacion, las proteinas DELLA) es la mas extensa porque afecta a
procesos a lo largo de toda la vida de la planta. Aunque se sabe que las giberelinas modulan
la amplitud de la respuesta a distintas sefales (luz, disponibilidad de nutrientes,
temperatura...), no se ha estudiado si también ayudan a fijar el grado de plasticidad,
entendido como el rango de intensidades de sefiales que una planta puede reconocer y a las
que debe responder. En este trabajo hemos estudiado el comportamiento de distintos
aspectos del desarrollo de mutantes de ganancia (gai-I, rga-Al7) y pérdida de funcion
(dellaKO) de Arabidopsis thaliana en respuesta a gradientes de varias sefiales ambientales.
Nuestros resultados indican que las giberelinas y las proteinas DELLA influyen en la
plasticidad de las plantas frente a varias sefiales ambientales (intensidad de luz,
disponibilidad de nutrientes, y disponibilidad de agua) al analizar el tamafio del hipocotilo y
el crecimiento de la raiz. Por otra parte, el andlisis de los niveles de proteinas DELLA en
distintas intensidades de luz indica que su acumulacién no correlaciona con su efecto en el
crecimiento del hipocotilo, por lo que el mecanismo por el que las proteinas DELLA

regularian la plasticidad es atin desconocido.

Palabras clave: DELLA, plasticidad ambiental, luz, sefializacion, giberelinas

ABSTRACT

Plasticity is the ability of a given genotype to confer distinct phenotypes depending on
environmental conditions. Among the strategies used by plants to adapt to the environment,
hormones play an important role as integrators of environmental signals, and among them
the contribution of gibberellins (and their main signaling elements, the DELLA proteins) is
the most extensive because it affects to processes throughout the life of the plant. Although
it is known that gibberellins modulate the amplitude of the response to different signals
(light, availability of nutrients, temperature...), it has not been studied whether they also
help to set the degree of plasticity, understood as the range of signal intensities that a plant
can recognize and to which it must respond. In this work we have studied the behavior of
different aspects of the development of gain (gai-1, rga-A17) and loss-of-function (dellaKO)
mutants of Arabidopsis thaliana in response to gradients of various environmental signals.
Our results indicate that gibberellins and DELLA proteins influence plant plasticity under
various environmental cues (light intensity, nutrient availability, and water availability) by
analyzing hypocotyl size and root growth. On the other hand, the analysis of DELLA
protein levels at different light intensities indicates that their accumulation does not



correlate with their effect on hypocotyl growth, so the mechanism by which DELLA
proteins regulate plasticity is still unknown.

Keywords: DELLA, environmental plasticity, light, signaling, gibberellins

RESUM

La plasticitat és la capacitat d'un genotip determinat de conferir fenotips diferents segons les
condicions ambientals. Entre les estratégies utilitzades per les plantes per a adaptar-se a
l'entorn, les hormones juguen un paper important com a integradores de senyals ambientals,
i entre elles la contribucié de les giberelinas (i els seus elements principals de senyalitzacio,
les proteines DELLA) és la més extensa perque afecta processos al llarg de tota la vida de la
planta. Encara que se sap que les giberelinas modulen 1'amplitud de la resposta a diferents
senyals (Ilum, disponibilitat de nutrients, temperatura...), no s'ha estudiat si també ajuden a
fixar el grau de plasticitat, entés com el rang d'intensitats de senyals que una planta pot
reconéixer i a les quals ha de respondre. En aquest treball hem estudiat el comportament de
diferents aspectes del desenvolupament de mutants de guany (gai-1, rga-Al17) i pérdua de
funcié (dellaKO) de Arabidopsis thaliana en resposta a gradients de diversos senyals
ambientals. Els nostres resultats indiquen que les giberelinas i les proteines DELLA
influeixen en la plasticitat de les plantes enfront de diversos senyals ambientals (intensitat
de llum, disponibilitat de nutrients, i disponibilitat d'aigua) en analitzar la grandaria del
hipocotilo i el creixement de I'arrel. D'altra banda, 1'analisi dels nivells de proteines DELLA
en diferents intensitats de llum indica que la seua acumulacié no correlaciona amb el seu
efecte en el creixement del hipocotilo, per la qual cosa el mecanisme pel qual les proteines
DELLA regularien la plasticitat €s encara desconegut.

Paraules clau: DELLA, plasticitat ambiental, llum, senyalitzacio, giberelinas
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1. INTRODUCCION



1.INTRODUCCION

1.1 Regulacion ambiental del desarrollo de las plantas

Una caracteristica determinante de las plantas es su incapacidad para moverse, lo que les
ha obligado a priorizar otras estrategias de adaptacion al entorno. Al contrario que los
animales, el desarrollo de las plantas no se reduce al embridn, sino que tiene lugar durante
toda la vida de las plantas, incluso en los organismos adultos. Esto hace que decisiones
importantes sobre la forma, el crecimiento, el nimero de 6rganos producidos, ¢ incluso el
tipo de organos dependen de manera muy importante de las condiciones ambientales'.

Entre las estrategias de adaptacion al entorno, la regulacion de los niveles de varias
hormonas se ha propuesto como una de las mas extendidas. Varias hormonas se han
relacionado con aspectos concretos de la interaccion con el entorno. Por ejemplo, el 4acido
abscisico es importante para la adaptacion a la baja disponibilidad de agua ? ; el acido
jasmonico y el acido salicilico se han relacionado con la respuesta frente a patégenos °;
los brasinoesteroides parecen mediar parte de la regulacion por luz del crecimiento; y las
auxinas son necesarias para la reorientacion de los 6rganos con respecto a la luz y a la
gravedad 7. Por ultimo, se ha propuesto que las giberelinas (GAs) modulan a todas las
demas rutas de sefializacion en funcidon de las condiciones ambiantales (luz, temperatura,
disponibilidad de nutrientes, presencia de patogenos)®. El que las GAs participen en tantos
procesos biologicos ha llevado a pensar que estas hormonas tienen una funcién clave en

proporcionar plasticidad al desarrollo vegetal ',

1.2 Arabidopsis thaliana como sistema modelo

La mayor parte de los estudios genéticos y moleculares sobre la sefializacion ambiental y
las hormonas vegetales se han llevado a cabo con A. thaliana como organismo modelo. Las
razones por las que esta planta es un perfecto sujeto de estudio son su pequefio genoma (150
Mb), su corto tiempo de generacion (alrededor de 2 meses) y la facilidad de manejo.
Ademas, también se dispone de una gran cantidad de lineas mutantes de insercién de

T-DNA.!0



Ademés, A. thaliana cuenta con la ventaja de tener dos 6rganos faciles de analizar, cuya
velocidad de crecimiento es el resultado de la integracion de multiples sefiales ambientales:

la raiz y el hipocétilo.

1.3 La ruta de seializacion por luz en A. thaliana

Las plantas utilizan la luz de muchas maneras diferentes: no solo convierten la energia
solar en energia quimica a través del proceso de fotosintesis, sino que también utilizan la
luz como sefial de informacion para controlar multiples respuestas fisiologicas a lo largo de
su ciclo de vida. Estas reacciones se denominan colectivamente fotomorfogénesis '! . Las
respuestas diferenciales de las plantas a la luz requieren una alta versatilidad en la
maquinaria de percepcion y transmision de la informacién de la luz, que deben recoger una
compleja informacion sobre su intensidad, direccion, duracion y longitud de onda.

Se han identificado cuatro clases de fotorreceptores en Arabidopsis: fitocromos,
criptocromos, receptores de luz UV, y otras flavoproteinas. Los fotorreceptores son
cromoproteinas compuestas por una apoproteina unida a una variedad de cromdforos 12713
Los fotorreceptores modulan el crecimiento y desarrollo de las plantas a lo largo de su ciclo
de vida; ademas, al monitorear el entorno de luz, contribuyen a fijar el momento en el que
suceden las transiciones de desarrollo clave, como la germinacion de las semillas y el inicio

6 . Como consecuencia directa de la absorcion de luz por parte de los

de la floracién !
fotorreceptores, se ha visto que éstos interactian con otros elementos de sefalizacion, lo
que finalmente conduce a una serie de respuestas moleculares y morfologicas. Por ejemplo,
al percibir la luz roja el fitocromo B pasa de su forma inactiva (Pr) a su forma activa (Prr),
que entonces interactua con una pequefia familia de factores de transcripcion de la familia
bHLH (llamados PIF) y promueve su degradacion. Dado que los PIF inducen la expresion

de genes que promueven la expansion celular, esta degradacion explica el freno en el

crecimiento del hipocotilo que provoca la exposicion de las plantulas a la luz!”.

1.4 La seializacion por giberelinas
Las GAs son una clase de acidos diterpenoides que controlan los principales aspectos del

crecimiento y desarrollo de las plantas, incluida la latencia y germinacion de las semillas, el



alargamiento de raices y tallos, la induccién de la floracion, el desarrollo de frutos y la
maduracion del polen. Todos estos procesos los controlan las GAs a través de una extensa
regulacion transcripcional '$19,

La senalizacion por GAs comienza con la percepcion de la hormona por un receptor
soluble llamado GID1, que en Arabidopsis estd codificado por tres genes pardlogos. La
uniodn de la hormona provoca un cambio conformacional que permite la union del complejo
GA-GID1 a la proteina DELLA, de la que en Arabidopsis existen cinco genes (GAI, RGA,
RGLI-3). Gracias a esta interaccion se recluta a una E3-ubiquitina ligasa a través de la
proteina F-box llamada GID2/SLEEPY, que marca a la proteina DELLA para su

degradacion por el proteasoma (Fig.1)024.

Target gene

Fig. 1. Esquema simplificado de la sefializacion por
giberelinas. La proteina F-box es la codificada por
SLY/GID2,y es la que recluta al complejo E3-Ub ligasa
para poliubicuitinar a la DELLA. (Imagen tomada de la
Referencia 24)



Las proteinas DELLA son reguladores transcripcionales que no se unen al DNA, pero

interactuan con mas de 180 factores de transcripcion (TFs) en Arabidopsis, alterando su

actividad. Por esta razon, la degradacion de DELLA inducida por GAs provoca cambios en

la transcripcion de numerosas dianas de dichos TFs (Fig.2)?2¢.

PII;\ BZR1
> [ores H)> ‘
Cell expansion Cell expansion HLS1 Separation Layer
genes genes genes
b c SCL3
IDD1
d e

Fig. 2. Mecanismos por loso que las
DELLA controlan la transcripcion.

(a) Las DELLA inhiben la actividad de union
al DNA de los factores de transcripcion tras la
interaccion (aqui representados como ejemplo
por PIF4, BZR1, EIN3 y ALC). (b) Las
DELLA inhiben la actividad de otros
reguladores transcripcionales que no se unen
directamente al DNA (como los JAZ, que
tienen consecuencias en la actividad de otros
factores de transcripcion como MYC2). (¢)
Las DELLA interactian con otros reguladores
transcripcionales (SCL3 e IDD1) para formar
parte de los complejos transcripcionales en los
promotores diana, donde actiian como
coactivadores. (d) La actividad de DELLA
estd modulada por la interaccion con otros
reguladores transcripcionales (BOI). (e) Las
DELLA podrian modular la estructura de la
cromatina interactuando con remodeladores de
cromatina (SWI3C). (Imagen tomada de la
Referencia 26)

Las proteinas DELLA tienen dos regiones bien diferenciadas. En su extremo N-terminal

contiene los aminodcidos clave para la interaccion con el receptor GID1, mientras que a

través de la mitad C-terminal es por donde interactia con todos los TFs conocidos. La

delecion del motivo “D-E-L-L-A” en el extremo N-terminal genera un alelo especial de la

proteina DELLA que ya no interactia con el receptor, por lo que es insensible a la

degradacion por GAs %’ . Es el caso de las mutaciones gai-I o rga-Al7 en los genes

correspondientes de Arabidopsis (Fig. 3a,b).
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Fig. 3. Distintos dominios de las proteinas DELLA tienen funciones
distintas. (a) Estructura de la proteina DELLA silvestre y de las versiones
mutantes de ganancia de funcion. (b) Fenotipo de Ler, y de los mutantes

de ganancia de funcidon gai-1 y rga-417 (Imagen tomado de referencia
57).

Dichas mutaciones generan una ganancia de funcion DELLA que se manifiesta en un
tamafio mas pequefio de las plantas incluso si éstas se tratan con GAs. A la vez, también se
consigue una mayor resitencia al estrés. Es el mismo fenotipo que se obtiene al eliminar los
receptores GID1a, b y c. También observamos ese enanismo si se limita la sintesis de GAs
mediante mutacion de genes de biosintesis de GAs, o si se tratan las plantas con un
inhibidor de la sintesis (el paclobutrazol, PAC). Sin embargo, en estos dos casos si que se

puede revertir el enanismo con la aplicacion de GAs.
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Por otra parte, la pérdida de funcion de DELLA (mediante la mutacion de los cinco genes
DELLA de Arabidopsis en el mutante dellaKO) provoca un fenotipo similar al del
tratamiento exogeno con GAs: un aumento del tamafio de los érganos de la planta, y una
reduccion en la capacidad de tolerancia al estrés bidtico y abidtico.

Los estudios transcriptomicos de mutantes de ganancia y de pérdida de funcion de
DELLA muestran que las DELLA inducen la expresion de genes que codifican enzimas
para la desintoxicacién de especies reactivas de oxigeno, retrasando asi la senescencia y
promoviendo la tolerancia al estrés >*?® . De la misma forma, las DELLA reprimen la

expresion de genes necesarios para la division y la expansion celular.

11
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La observacion de que las DELLA interactian con docenas de TFs y que estas
interacciones afectan a muy diferentes procesos celulares?® y rutas de sefializacion (Fig. 4)
ha llevado a plantear que el papel bioldgico de la ruta GA-GID1-DELLA es coordinar la
respuesta ambiental de las plantas, proporcionando el comportamiento 6ptimo en cada
circunstancia. Sin embargo, el papel clave de esta ruta en el aumento de la plasticidad
vegetal no esta totalmente demostrado.

El objetivo general de este trabajo es comprobar si la alteracion de los niveles de
DELLA provoca una reduccion en la plasticidad de Arabidopsis. En el contexto de este
trabajo, definimos “plasticidad” como la capacidad de las plantas para responder a un rango
determinado de intensidades de sefiales ambientales. Una planta tendra mas plasticidad si es

capaz de modificar su comportamiento en un rango mayor de intensidades que otra.

Nutrients  Stress

Temperature
.\

Light —W01, ’H Circadian clock
GA

GA metabolism

—» d
+=. @
Chromatin remodeling @

o@D, \\
Defence ‘ . — \I.
F;@pment
v

— s /

Flowering

Microtubule
organization

Skotomorphogenesis —E

Cell expansion

Fig.4 DELLA interactiian con docenas de TFs (Imagen tomado de refenrencia
19)
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Los objetivos especificos del trabajo son:

1. Establecer el grado de plasticidad de Arabidopsis frente a distintas sefales
ambientales. Analizaremos la respuesta de crecimiento del hipocotilo frente a
distintas intensidades de luz blanca y distintas concentraciones de un nutriente como
la sacarosa; y analizaremos el crecimiento de la raiz frente a distintas intensidades de
limitacion de agua.

2. Investigar si ese grado de plasticidad esta alterado en mutantes de ganancia y
pérdida de funcion de DELLA. Estudiaremos la respuesta a esos mismos factores
en mutantes de ganancia (gai-1, rga-Al7) y pérdida de funcion (dellaKO) y la
compararemos con la de plantas silvestres.

3. Averiguar si los niveles de DELLA varian con la intensidad de las sefiales
ambientales. Analizaremos los niveles de la proteina reportera YFP-RGA en

distintas intensidades de luz, mediante microscopia confocal y western blot.
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3 .RESULTADOS

3.1. Analisis del efecto de las DELLA sobre la respuesta a intensidad de luz.
Se ha descrito que las proteinas DELLA influyen sobre la respuesta a luz en general 393!,
Para estudiar la influencia de las proteinas DELLA en la plasticidad frente a la intensidad
de luz, examinamos el tamafio del hipocotilo de plantulas de cuatro genotipos de A. thaliana
(Ler como silvestre parental del resto; dellaKO como mutante de pérdida de funcién de las
cinco DELLA de esta especie; y los mutantes gai-/ y rga-Al7 con ganancia de funcion de
DELLA), cultivadas en dia largo con distintas intensidades de luz entre 0 y 100
umol- m?2s? (como se explica en Materiales y Métodos). Al cabo de 7 dias, las plantulas
presentaban tamafios, formas y colores muy distintas entre si, dependiendo tanto del
genotipo como de la intensidad de luz (Fig. 5). Al variar la intensidad de la luz, el
hipocotilo de arabidopsis mostr6 una correlacion negativa con la intensidad de la luz,
mientras que el tamafo de los cotiledones y el color causado por la acumulacion de
clorofila mostraron una correlacioén positiva. La reduccion en el tamaifio del hipocotilo se
observo en los 4 genotipos durante varios valores de intensidad, hasta estabilizarse (Fig. 6).
Con el fin de determinar un valor relacionado con la plasticidad de este fenotipo (el
crecimiento en respuesta a intensidad de luz), realizamos un analisis de regresion lineal por
el que encontramos que, mientras en el silvestre la respuesta se daba entre 0.15 y 19
umol- m?2s2, este rango era menor en el mutante dellaKO (entre 0.6 y 19 umol- m2s?), el
mutante gai-/ (entre 0.6 y 7 pmol- m?s?) y en el mutante rga-Al7 (entre 0.15 y 7
umol- m?s?) (Fig. 6). Es decir, tanto la pérdida como la ganancia de funcion de DELLA
tenia como resultado una reduccién en la plasticidad de la respuesta a intensidad de luz

blanca.
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3.2. Analisis del efecto de las DELLA sobre la respuesta a disponibilidad de nutrientes.
Para comprobar si el comportamiento de los mutantes en DELLA se extiende a otras
condiciones ambientales, examinamos el tamafio del hipocotilo de los cuatro genotipos
empleados anteriormente, creciendo en diferentes concentraciones de sacarosa —para
simular el posible impacto de diferentes disponibilidades de nutrientes. Se ha descrito
previamente que las giberelinas son importantes para la estimulacion del crecimiento del
hipocotilo por azucares en la oscuridad 3%, aunque no se han realizado estudios sobre su
participacion en presencia de luz. Por tanto, seleccionamos 10 concentraciones de azlcar y
medimos la longitud del hipocotilo de A. thaliana después de 7 dias de cultivo en dias
largos. Tanto el silvestre como los tres mutantes analizados mostraron mayor crecimiento a
medida que aumentaba la concentracién de sacarosa, apreciable a simple vista de forma
general en todos los drganos (hipocotilos, cotiledones y raices) (Fig. 7). Cuando medimos la
longitud de los hipocotilos encontramos que, a medida que aumentaba la concentracion de
azucar, el hipocotilo también mostraba una relacion positiva con ella (Fig. 8). De forma
equivalente al apartado anterior, un analisis de correlacion nos perimitio establecer que el
rango de concentraciones entre las que varia el tamafio de un silvestre fue entre 0 y 0.6% de
azlcar, mientras que este rango fue menor en el mutante dellaKO (0-0.5%) y en los
mutantes de ganancia de funcion gai-1 y rga-A17 (0-0.3%)._Por tanto, en comparacion con
el silvestre, tanto la pérdida como la ganancia de funciéon de DELLA redujeron la

plasticidad.
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silvestre, dellaKO, gai-1 y rga-/\17, respectivamente

19



3.3. Analisis del efecto de las DELLA sobre la respuesta frente a la disponibilidad de
agua.

Para completar el analisis fenotipico de los mutantes en DELLA en distintas condiciones
ambientales decidimos la respuesta del crecimiento de la raiz de plantulas cultivadas en
distintos niveles de disponibilidad de agua. La respuesta al estrés severo por falta de agua se

ha descrito previamente que depende en parte de giberelinas en varias especies 3%

, pero
no se han realizado estudios detallados sobre la relacion entre los niveles de DELLA en
distintos grados de limitacion de agua. Por tanto, decidimos estudiar el efecto del potencial
relativo de agua sobre el crecimiento de las plantulas de A. thaliana. Para ello se cultivaron
durante 7 dias bajo condiciones bien regadas (medio de agar nutriente, potencial de agua
aproximadamente -0,10 MPa) y luego se trasplantaron a placas con potenciales de agua mas
reducidos. Para preparar medio con potencial de agua reducido, se uso el polietilenglicol de
alto peso molecular (PEG 8000) como se indica en Materiales y Métodos.

Luego medimos la longitud de las raices después de 8 dias de crecimiento en diferentes
potenciales hidricos (Fig. 9) y encontramos que el crecimiento de las raices se frenaba a
medida que disminuia el potencial hidrico. En general, cuando comparamos las cuatro
especies de genotipo, encontramos que bajo diferentes condiciones de potencial hidrico, la

ganancia o pérdida de la funcion DELLA también tuvo un cierto impacto negativo en la

plasticidad de A. thaliana.
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Fig. 9. El cambio de longitud de la raiz de Arabidopsis después de 7 dias en distintas
concentraciones de PEG 8000. Las barras azul, roja, verde y amarilla indican el rango de
sefiales en el que se produce variacion de la respuesta en el crecimiento del hipocotilo del

silvestre, dellaKO, gai-1 y rga-/\17, respectivamente
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3.4. Variacion de la actividad molecular de las proteinas DELLA en un entorno
cambiante.

Los resultados anteriores sugieren que existe un nivel 6ptimo de actividad DELLA -como
el que presenta un silvestre- que permite ampliar el rango de sefiales ambientales a las que
la planta es capaz de responder, pero no permiten conectar esa funcion con la actividad
molecular de las DELLA (que es la interaccion fisica sobre todo con factores de
transcripcion, para regular la expresion de determinados genes). Por tanto, decidimos
utilizar la expresion de un gen diana de DELLA como testigo de los posibles cambios de la
actividad DELLA en entornos cambiantes.

Entre los genes diana de DELLA mas conocidos estan los que codifican enzimas del
metabolismo de GAs. Se ha descrito que las DELLA ejercen una regulacion “feed-back”
sobre los genes del metabolismo de GAs. A través de la interaccion con el factor de
transcripcion GAI-ASSOCIATED FACTORI1 (GAFI1), de la familia IDD, las DELLA
promueven la expresion de los genes AtGA20ox2, AtGA3ox1 de la biosintesis de GAs, y del
gen AtGIDIb que codifica uno de los receptores de GAs de A. thaliana 3¢ . Cuando
analizamos la expresion del gen AtGA20oxI en el plantulas silvestres creciendo en
intensidades crecientes de luz encontramos una tendencia de mayor expresion a mayor
intensidad de luz (Fig. 10). Este resultado encaja con la idea de que la luz estimula la
actividad DELLA, al menos cuando se compara la actividad DELLA en ausencia vs

presencia de luz 373

. Sin embargo, la ausencia de DELLA (en el mutante dellaKO) no
elimino la induccion de AtGA20o0x1 por luz sino que sélo la redujo ligeramente, indicando
que la induccién de AtGA20ox1 por intensidad de luz opera por una ruta independiente de
la regulacion feed-back por DELLA, y que este efecto de las DELLA es aditivo al de la luz.
Esta conclusion también encaja con la observacion de que el mutante gai-/ (con mayor
actividad DELLA) presentaba una expresion aumentada de AtG420ox1 a baja intensidad de
luz, pero no era suficiente para sortear completamente la falta de luz.

Estos resultados indican que las DELLA no actuan en esta respuesta como el mediador

exclusivo de la sefial ambiental, sino que seguramente modulan la respuesta a la luz por una

ruta convergente.
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Fig. 10. Expresion del gen AtGA20ox1 en plantulas de 7 dias cultivadas en dias largos a
distintas intensidades de luz. La expresion se determiné mediante RT-qPCR segun se indica
en Materiales y Métodos, y se representan aqui los valores relativos respecto al valor de

expresion a 100 umol-m2s? para cada genotipo.

3.5. Analisis de los niveles de DELLA en un entorno cambiante.

Se ha descrito que los niveles de la proteina DELLA son un buen testigo de las condiciones
ambientales, ya que se ha visto que se acumulan en distintas condiciones de estrés***!. Para
saber si la acumulacion de proteina DELLA varia también gradualmente en condiciones
ambientales cambiantes, utilizamos una linea transgénica de A. thaliana que expresa la
fusiéon GFP-RGA bajo el control del promotor de RGA (pRGA:GFP-RGA). Dichas plantas
expresan muestran sefial nuclear que se desaparece rapidamente en respuesta a
tratamientos con GA*>%. Cultivamos las plantas en condiciones de dia largo durante 7 dias
en intensidades crecientes de luz, fijamos las células de la planta con paraformaldehido y
obtuvimos imagenes de fluorescencia de los hipocotilos bajo un microscopio confocal (Fig.
11a; Fig. Suplementaria 1). Curiosamente, lo que encontramos es que los niveles de RGA
fueron aumentando ligeramente con la intensidad de luz hasta cierto punto (alrededor de
una intensidad de 1-2 pmol-m2s?) tras lo cudl los niveles dejaron de crecer (Fig. 11b).
Estos resultados chocan con observaciones previas en las que se comparaban los niveles de

RGA entre plantas cultivadas en dias largos frente a dias cortos, y el fotoperiodo mas
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amplio (con mas luz acumulada por superficie y tiempo al cabo de 24h) causaba una
acumulacion de RGA*. No obstante, nuestros resultados no parecen ser un artefacto porque
pudimos obtener un resultado parecido al examinar tres de las muestras mediante Western
blot, y de nuevo obtuvimos menores niveles de RGA a una intensidad alta (70 umol-m2s?)

que a intensidades mas bajas (Fig. 12).
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Fig. 11. Niveles de la proteina pRGA::GFP-RGA bajo diferentes intensidades de luz,
determinados mediante microscopia confocal. (a) Imdagenes representativas de
fluorescencia, donde la proteina GFP-RGA aparece en verde y la clorofila en rojo. Las

intensidades se indican en umol m-2s-2. (b) Cuantificacion de la fluorescencia de
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4. DISCUSION

La plasticidad ambiental es la capacidad que tiene un genotipo de conferir fenotipos

distintos dependiendo de las condiciones ambientales 4° . El objetivo de este trabajo era
evaluar la participacion de las GAs y las proteinas DELLA en la plasticidad ambiental,
entendida como el rango de intensidades de sefiales ambientales frente a las que una planta
puede reaccionar®.
Nuestros resultados indican que la ganancia o la pérdida de funcion de DELLA reduce esta
capacidad de respuesta en A. thaliana. Por tanto, nuestro trabajo es una primera indicacion
de que las GAs y las DELLA son parte del mecanismo que utilizan las plantas para
responder adecuadamente a los cambios ambientales. Esta conclusion profundiza en nuestro
conocimiento del papel biolégico de las DELLA: antes se sabia que la ruta de sefializacion
de GAs modulaba la magnitud de la respuesta frente a los cambios ambientales; nosotros
proponemos que esta ruta también determina el rango de sefales reconocidas por las plantas
frente a las que pueden modificar su comportamiento.

Aunque hemos estudiado el comportamiento de A. thaliana frente a varios factores
ambientales (luz, disponibilidad de nutrientes, disponibilidad de agua) y en varios procesos
bioldgicos (alargamiento del hipocotilo, crecimiento de la raiz), atin es necesario extender
este andlisis a otras especies vegetales para poder consolidar este papel de las DELLA. Por
ejemplo, existen herramientas para estudiar el comportamiento de mutantes de pérdida y
ganancia de funcién de DELLA en arroz y tomate*”#°, Al contrario que en A. thaliana, estas
angiospermas soélo tienen una DELLA codificada en su genoma, por lo que sera interesante
estudiar si la diversificacion de genes DELLA en A. thaliana ha supuesto cambios en su
modulacion de la plasticidad. También serd interesante estudiar la relacion de las DELLA
con la plasticidad en otras plantas terrestres como las briofitas (como Physcomitrium patens
y Marchantia polymorpha), que cuentan con proteinas DELLA pero no con un mecanismo
de sintesis ni de percepcion de GAs®*3'. Asi podremos investigar si la percepcion de GAs es
necesaria para aumentar la plasticidad vegetal, o si las DELLA ya pueden hacerlo por si

mismas sin estar regulados sus niveles por GAs.
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Incluso si aceptamos que las DELLA participan en definir la plasticidad, también es
necesario resolver la cuestion de si este papel lo cumplen en todas las etapas del ciclo de
vida y frente a todos los factores ambientales, o si su papel es mas importante dependiendo
del contexto. El que los mutantes de DELLA estén afectados en procesos a lo largo de toda
la vida de la planta parece sugerir que va a ser un papel bastante general, pero puede que en
ciertos procesos las DELLA regulen la magnitud de la respuesta, y en otros el rango de
intensidades a las que responder.

Un aspecto importante que no hemos podido resolver es el mecanismo por el que las
DELLA regulan la plasticidad. En teoria existen al menos dos posibilidades: (1) que los
niveles de DELLA estén regulados por el entorno de forma precisa y actiien de “reostato”
(es decir, la capacidad de respuesta de la planta frente a una intensidad de sefal queda fijada
directamente por la cantidad de DELLA que hay en esa condicion); o (2) que la presencia
de cierta cantidad de DELLA fije los niveles umbral de sensibilidad frente a una
determinada sefnal ambiental. Nuestras observaciones indican que la cantidad de DELLA no
se correlaciona directamente al menos con el gradiente de intensidades de luz ambiental:
aunque la intensidad de luz influye en la acumulaciéon de RGA-YFP en los nticleos de
células epidérmicas delos hipocotilos, los niveles de esta DELLA son muy parecidos al
comparar las intensidades més altas y mas bajas de luz. Este resultado es algo inesperado
porque se ha visto que las plantas en la oscuridad acumulan mucha menos DELLA que en
luz, y lo mismo pasa cuando se comparan plantas cultivadas en dia corto, frente a las
cultivadas en dia largo 3 . Sin embargo, no es lo mismo cultivar plantas en distintos
fotoperiodos que en distintas intensidades de luz pero con el mismo fotoperiodo. Habra que
investigar si en respuesta a otras seflales ambientales si que existe esa correlacion, pero para
la respuesta a luz es necesario encontrar una explicacion alternativa.

Una posibilidad es que los niveles de la proteina DELLA no cambian con la luz, pero si
que cambia su actividad. La actividad de las DELLA consiste en interaccionar fisicamente
con factores de transcripcion, y se ha encontrado que hay modificaciones postraduccionales
que modifican la capacidad de las DELLA para ejercer esas interacciones’>. Por ejemplo, la
fucosilacion de RGA a través de SPINDLY favorece la interaccion con PIF4 54 | mientras

que la modificacion de residuos de serina con N-acetilglucosamina a través de SECRET
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AGENT dificulta dicha interaccion > . Habria que investigar si la actividad de alguna de
estas enzimas esta regulada por intensidad de luz, por ejemplo.

La otra posibilidad es que, efectivamente, ni los niveles ni la actividad de DELLA
realmente cambien con la intensidad de luz. ;Como explicar entonces que las DELLA
influyan en el tamafo del hipocotilo en respuesta a intensidad de luz? Hay que recordar que
la expansion celular que causa el crecimiento del hipocotilo estd promovida por al menos
tres factores de transcripcion (PIF4, ARF6 y BZR1), y que todos ellos son inhibidos por su
interaccion con las DELLA ¢ . Ademas, al menos PIF4 estd fuertemente regulado por la
intensidad de luz (la proteina se degrada cuando aumenta la intensidad de la luz). Nuestra
hipotesis seria que a un nivel concreto de DELLA, el verdadero sensor de luz seria la
cantidad de PIF4. Asi, en un silvestre a bajas intensidades de luz la cantidad de PIF4 seria
suficiente para eludir la inhibicion por DELLA, mientras que a altas intensidades de luz la
DELLA inhibiria considerablemente a PIF4. Y a cada intensidad de luz, aumentar o reducir
los niveles de DELLA (con las mutaciones dellaKO, gai-1'y rga-A17) alteraria la actividad
de PIF4 en paralelo.

Los esfuerzos futuros en esta linea de trabajo deberian centrarse, por lo tanto, en
estudiar los niveles de DELLA en otras condiciones ambientales, en extender los estudios a
otras especies vegetales y otros procesos bioldgicos, y a comprobar la hipétesis de que las

DELLA so6lo marcan el nivel umbral de actividad de los factores de transcripcion.
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5 .CONCLUSIONES

De este trabajo se obtienen las conclusiones que a continuacioén se enumeran:

I. La alteracion de los niveles de DELLA por encima o por debajo de lo normal reduce el
rango de sefiales ambientales que pueden reconocer las plantas de A. thaliana, frente a las

que modifican su comportamiento.

II. El control de la plasticidad por DELLA no implica cambios en los niveles de proteina

DELLA en respuesta al menos a la variacion en la intensidad de la luz.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1 Material vegetal

Todos los experimentos utilizaron Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) de 4 genotipos:
Landsberg erecta (Ler) como silvestre (WT), dellaKO (pérdida de funcion de DELLA)37-6°
(REF), gai-1, y rga-Al7 (ganancia de funcion de DELLA) ¢! | Las lineas

pRGA::GFP-RGA*% se utilizaron para Western blot y microscopia confocal.

6.1.2 Medio de cultivo
El medio de cultivo empeado en todos los experimentos fue el de Murashige-Skoog

(Duchefa). En algunos casos se suplementé con distintas concentraciones de sacarosa

(SIGMA) o de polietilén-glicol de MW=8000 Da (PEG8000, SIGMA)

6.2 Métodos

6.2.1 Manipulacion de Arabidopsis

Esterilizacion de semillas. Las semillas se esterilizaron superficialmente con una
solucion de etanol al 70% (v/v) y 0.05% (v/) de Triton X-100 durante 10 minutos, después
se transfirieron por otros 2 minutos en etanol al 100% (v/v), y se secaron al aire en cabina
de flujo laminar.

Condiciones experimentales de crecimiento. Se sembraron en medio MS, 0.8% (w/v)
de agar, sin sacarosa y se estratificaban a 4°C en oscuridad por 3-4 dias. Para la induccion
de la germinacion las placas se transfirieron a luz blanca. Se cultivaron en condiciones de
dia largo (16 horas de luz, y 8 horas de oscuridad), con un rango de temperatura entre
22-24°C y una humedad de 50%. La fuente de luz fueron tubos fluorescentes que emiten luz
blanca fria. Salvo en los experimentos con varias intensidades de luz, la luz empleada fue
de 100 pumol m?s2 a partir de tubos fluorescentes estandar de la marca Sylvania (Referencia

F58W/133-T8).
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6.2.2. Tratamientos de intensidades de luz.

El tratamiento de luz se ultilizaron con las intensidades de 0 umol- m?s? a 100
umol- m2s? (0 umol- m?s2, 0.05 umol- m2s2,0.15 pmol- m?s2, 0.3 pmol- m?s2
0.6umol- m?s? , 1.4umol- m2s? , 3umol- m?s? , 7umol- m?s? , 19umol- m?s? ,
70umol- m?2s2, 100umol- m2s2). Se cultivaron en el medio MS sin sacarosa durante 7 dias.
Para medir el tamafio del hipocotilo se utilizo el programa Imagel

(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

6.2.3. Tratammientos de limitacion de agua.

El potencial hidrico se redujo mediante la adicion de diversas cantidades de PEG 8000 al
medio de cultivo en las siguientes concentraciones: 0 %, 17,5 %, 20 %, 22,5 %, 25 %,
27,5 %, 30 %, 17,5 % a —3.52 MPa, 20 % a —5.26 MPa, 22.5 % a —6.78 MPa, 25 % a —7.98
MPay 30 % a—11.2 MPa).

El PEG no se podia mezclar con agar fundido porque a concentraciones mas altas de
PEG, el agar no se solidifica. Por ello, se afiadia una vez solidificadas las placas de agar. De
esta manera, los potenciales hidricos en el medio de agar pueden llegar tan bajos como
queramos, y permanecieron aproximadamente constantes mas de 8 dias en la cadmara de
crecimiento.

Plantulas de 7 dias cultivadas en el medio normal (MS) se transfirieron al medio que ya
contenia el PEG, se marc6 la longitud de la raiz en ese momento y después de 8 dias de
crecimiento, y se midid la diferencia entre la longitud final y la inicial con

ImageJ(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

6.2.4. Tratamientos de respuesta a la disponibilidad de nutrientes.

El tratamineto de mutriente se usaron distintas concentraciones de sacarosa: 0%, 0.1%,
0.2%, 0.25%, 0.3%, 0.4%, 0.5%, 0.6%, 0.75%, 1%. Todo el exprimento bajo en la
condicion de la intensidad de luz de 15umol- m2s2. Y el tamafio del hipocotilo se medio

con programa ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/)después de 7 dias de crecimiento .
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6.2.5 Deteccion de fluorescencia GFP en hipocotilos de plantulas

La fluorescencia debida a GFP-RGA en los nucleos de las células de la zona de
elongacion de los hipocotilos de las plantulas (en un punto de aproximadamente un cuarto
de la longitud de los hipocotilos por debajo de los cotiledones) se determind como sigue.
Las lineas que contenian pRGA:GFP-RGA se cultivaron en placas con medio de MS al
0.8% (w/v) de agar, sin sacarosa durante con estratificabarse a 4°C en oscuridad por 3 dias

y posteriormente se transfirieron a luz blanca durante 7 dias.

6.2.6. Extraccion de proteinas y western blot.

Las proteinas totales de los hipocotilos de las lineas transgénicas pRGA:RGA-GFP se
extrajeron homogeneizando tejido molido congelado en un volumen de 62 mm de
2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (TRIS)-HCI pH 6,8, 25 % (v/v) glicerol, 2 % (p/v)
de SDS, 0,02 % (p/v) de azul de bromofenol y DTT (20mg/ml—1), hervido durante 5 min y
centrifugado a maxima velocidad durante 10 min a temperatura ambiente la temperatura. La
concentracion de proteinas en los sobrenadantes se cuantificoO mediante el ensayo de
proteinas RC DC (Bio-Rad, http://www.bio-rad.com/). Se separaron de veinte a cuarenta
microgramos de proteinas desnaturalizadas en gel Precise® 8% TRIS-HEPES-SDS (Pierce,
http://www.piercenet.com/) y se transfirieron a membranas de PVDF (Bio-Rad). La senal
de los anticuerpos unidos se detectd utilizando el kit de deteccion de transferencia Western
ECL Advance (GE Healthcare, http://www.gelifesciences.com/). Las proteinas de fusion
GFP se detectaron usando un anti-GFP(JL8, Clonthec) y RGA se detecté usando un
anti-GFP , anti-c-myc (9E10 Roche), respectivamente.

La cuantificacion de la intensidad de las bandas de proteinas se llevd a cabo utilizando
un  analizador de  imagenes de  luminiscencia  LAS-3000 (Fujifilm,

http://www.fujifilmlifescienceusa.com/).

6.2.7. Microscopia confocal.
La sefial fluorescente de la fusion pRGA:RGA-GFP fue detectada en un microscopio

confocal Leica TCS SL (Leica Microsystems).
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6.2.8 Analisis de expresion génica

Los hipocoétilos muestreados para los analisis de expresion génica se congelaron en
nitrogeno liquido inmediatamente tras su recoleccion, para luego ser almacenados a -80°C
hasta su uso. El RNA se extrajo de los hipocotilos de Arabidopsis utilizando el kit de
RNeasy Plant MiniKit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
protocolo incluye un paso de eliminacion del DNA gendmico en columna. La calidad del
RNA se evalud utilizando la relacion de las absorbancias A260/A280 medida con el
NanoDrop ND1000. La sintesis de DNAc se realizo utilizando el kit de sintesis de DNAc
RevertAid H Minus First Strand (Thermo Scientific) segun se indica en las instrucciones
del fabricante. Las reacciones de RT-qPCR se realizaron con el sistema optico de Applied
Biosystems (AB7300) y usando SYBR Premix Ex Taq II (Tli RNase H Plus) (Takara Bio)
siguiendo las instrucciones del fabricante. En todos los casos, los niveles detectados de
RNA mensajero de estado estacionario correspondientes a cada gen se normalizaron con los

niveles del gen de referencia ACTINAS.
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8. ANEXOS



8. ANEXO 1

PRGA RGA-GFF
5

Intensidad de fluorescencia
(unidades arbitrarias)
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Intensidad de luz (umol-m-2s-2)

Figura suplementaria 1. Repeticion del experimento de la microscopia confocal de
PRGA::GFP-RGA frente diferentes tratamientos de luz. Niveles de la proteina
PRGA::GFP-RGA bajo diferentes intensidades de luz, determinados mediante microscopia
confocal. Imagenes representativas de fluorescencia, donde la proteina GFP-RGA aparece
en verde y la clorofila en rojo. Las intensidades se indican en pmol m-2s-2. Cuantificacion
de la fluorescencia de GFP-RGA (n>20 nucleos).
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8. ANEXO II

RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacidn del trabajo con los

Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030

Grado de relacidn del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto | Medio | Bajo No
Proced
e
ODS 1. Fin de la pobreza. X
ODS 2. Hambre cero. X
ODS 3. Salud y bienestar. X
ODs 4. Educacion de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género. X
oDS 6. Agua limpia y saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10.  Reduccidn de las desigualdades. X
ODS11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccién y consumo responsables. X
ODS 13.  Accion por el clima. X
ODS 14.  Vida submarina. X
ODS 15.  Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas. X
X

ODS 17.  Alianzas para lograr objetivos.

Descripcion de la alineacion del TFG/TFM con los ODS con un grado de relacidon mas alto.

***Utilice tantas paginas como sea necesario.
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