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RESUMEN

En Arabidopsis, el momento en que se produce la transicién a la floracion viene
determinado por la interaccion entre la competencia de la planta para su desarrollo interno y
las sefiales medioambientales que determinan las condiciones favorables para el suceso
reproductivo. Sin embargo, plantas expuestas a condiciones de estrés medioambiental
pueden activar el programa de floracion prematuramente. Algunos factores de estrés
capaces de alterar el tiempo de floracion, como la infeccién por patdgenos, temperaturas
extremas o altas irradiaciones, conllevan un incremento en los niveles de algunos
metabolitos como etileno, acido abcisico y acido salicilico (SA) (Blee, 2002; Dempsey et
al., 1999; Ni et al., 1996; Pastori y Foyer, 2002; Raskin, 1992).

Estudios recientes sugieren que SA pueda ser un regulador de la transicion a la
floracion en plantas de Arabidopsis thaliana sometidas a estrés (Martinez et al., 2004). Para
que se produzca un adelanto en el tiempo de floracion en plantas sometidas a irradiacion
con luz UV-C es necesaria tanto la sintesis como la acumulacién de SA, ya que no se
produce en plantas transgénicas nahG, que no acumulan SA ya que lo degradan
rapidamente a catecol. Sin embargo, se desconoce en gran medida el mecanismo mediante
el cual SA regula el tiempo de floracion.

Mediante el uso de plantas transgénicas en las que el promotor de BGL2, gen PR
inducible por SA, esta fusionado al gen reportador GUS, se determind el espacio temporal
en el que se correlacionan cambios en los niveles endégenos de SA con la activacién de la
expresion de genes que inducen la transicion floral. Bajo nuestras condiciones de cultivo, el
décimo dia tras la siembra se da un aumento tanto de los niveles de tincién GUS, asociados
al tejido vascular, como de la expresion del gen /CS1/SID2 que codifica la isocorismato
sintasa 1 encargada de sintetizar SA en Arabidopsis (Wildermuth ez al., 2001) y del gen
activador de la floracién FT, cuya proteina ha sido recientemente caracterizada como sefial
encargada de activar la transicion floral (Jaeger y Wigge, 2007; Lin et al., 2007; Mathieu et
al., 2007; Corbesier et al., 2007).

Del resultado del analisis transcriptomico comparado de plantas deficientes en SA
(con fenotipo de floracion tardia) versus plantas silvestres realizado durante la ventana
temporal antes descrita, se identificaron 15 genes diferencialmente expresados. De todos
ellos, escogimos Pathogen and Circadian Controlled 1 (PCCI) por ser el Gnico que se
induce en respuesta a luz UV-C en plantas silvestres pero no en plantas nahG. Ademas,

PCCI estd descrito que responde al ataque por patogenos, evento caracterizado por la



sintesis de SA, y muestra una expresion basal regulada por el reloj circadiano (Sauerbrunn
y Schlaich, 2004), lo que lo convierte en un potencial candidato para mediar entre SA y su
funciéon como regulador del tiempo de floracidon. Asi mismo, la expresion de PCCI en
plantas no sometidas a estrés y cultivadas en condiciones de dias largos, depende del estado
de desarrollo de la planta, lo que le confiere potencialidad como regulador de otras
transiciones de fase durante el desarrollo.

Los datos obtenidos en el presente trabajo muestran que la expresion de PCC1 esta
regulada por el reloj circadiano y es estrictamente dependiente de la sintesis, acumulacién y
seflalizacion de SA. Ademas, su activacion requiere la funcién del gen de tiempo de
floraciéon CO de la via dependiente de fotoperiodo. En este trabajo, se pone de manifiesto
que plantas deficientes en SA ademas de no mostrar expresion de PCC/ muestran
sobreexpresion constitutiva del componente del reloj CCA/ y la pérdida de regulacion
circadiana de CO, lo que sugiere que el SA podria tener un papel como regulador del reloj
circadiano, de las rutas de salida del reloj o de ambas.

Mediante la generacion de plantas transgénicas de pérdida y ganancia de funcion
de PCCI en distintos fondos genéticos de Arabidopsis, se ha demostrado que el gen PCCI
regula el tiempo de floracion. La expresion reducida o aumentada de PCCI en fondo
genético silvestre y en fondo mutante fve-3, conlleva un retraso o adelanto, respectivamente,
del tiempo de floraciéon. En cambio, en el fondo mutante co-/ el tiempo de floracidon es
independiente del nivel de transcrito de PCC1, indicando que la regulacion del tiempo de
floracion por la via activada por estrés requiere no sélo de la funcion de PCCI, sino
también de la funcionalidad dependiente de fotoperiodo de CO. El retraso en la floracion de
las lineas con expresion reducida de PCC/ en fondo silvestre, conlleva niveles de expresion
mas bajos del gen integrador F7, mientras que los niveles de SOC! permanecen constantes.
Estos datos sugieren que PCCI interaccionaria con la via de fotoperiodo en algun punto
entre CO y FT. Ademas, fenotipicamente las lineas de sobreexpresion en fondo Col-0
cultivadas en condiciones de dia largo son parecidas al silvestre, mientras que las lineas de
RNAI, poseen un fenotipo parecido al del mutante f-4. Son claramente mas tardias y
presentan una roseta mas compacta y con hojas y flores mas grandes y tallos mas gruesos.

Al estudiar el comportamiento de las lineas transgénicas de sobreexpresion y de
RNAI, en los diferentes fondos genéticos Col-0, co-1 y fve-3, en otros procesos que
requieren de la sintesis de SA, como son la defensa frente a patdogenos biotrofos (Malamy et

al., 1990; Métraux et al., 1990; Reymond y Farmer, 1998) y la senescencia (Morris et al.,



2000), nuestros datos apuntan que PCC/ podria tener una funcidn antisenescente ya que las
lineas de RNAi en fondo silvestre presentan signos de senescencia anteriores a los
observados en el control silvestre Col-0 en condiciones de senescencia forzada por
oscuridad, mientras que no se aprecian cambios entre Col-0 y las lineas generadas en

cuanto a resistencia frente a Pseudomonas syringae.






RESUM

En Arabidopsis, el moment en que es produeix la transicié a la floracié ve
determinat per 1’interaccié entre la competéncia de la planta per al seu desenvolupament
intern i els senyals mediambientals que determinen les condicions favorables per al succés
reproductiu. No obstant aixo, plantes exposades a condicions d'estrés mediambiental poden
activar el programa de floraci6é prematurament. Alguns factors d'estrés capagos d'alterar el
temps de floracid, com l'infeccid per patogens, temperatures extremes o altes irradiacions,
comporten un increment en els nivells d'alguns metabolits com I’etile, 1"acid abcisic i 1'acid
salicilic (SA) (Blee, 2002; Dempsey et al., 1999; Ni et al., 1996; Pastori i Foyer, 2002;
Raskin, 1992).

Estudis recents suggereixen que SA puga ser un regulador de la transicié a la
floracié en plantes d Arabidopsis thaliana sotmeses a estres (Martinez et al., 2004). Perque
es produisca un avang en el temps de floracié en plantes sotmeses a irradiacié amb llum
UV-C és necessaria tant la sintesi com l'acumulacié de SA, ja que no es produeix en plantes
transgeniques nahG, que no acumulen SA ja que ho degraden rapidament a catecol. No
obstant aixo, es desconeix en gran mida el mecanisme mitjancant el qual el SA regula el
temps de floracio.

Mitjangant 1'is de plantes transgéniques en les quals el promotor de BGL2, gen PR
inducible per SA, esta fusionat al gen reportador GUS, es va determinar 1'espai temporal en
el qual es correlacionen canvis en els nivells endogens de SA amb l'activacié de 1'expressid
de gens que indueixen la transici6 floral. Sota les nostres condicions de cultiu, el desé¢ dia
després de la sembra es dona un augment tant dels nivells de tincié GUS, associats al teixit
vascular, com de l'expressio del gen ICS1/SID2 que codifica 1'isocorismato sintasa 1
encarregada de sintetitzar SA en Arabidopsis (Wildermuth et al., 2001) i del gen activador
de la floracio F7, la proteina de la qual ha estat recentment caracteritzada com senyal
encarregat d'activar la transici6 floral (Jaeger i Wigge, 2007; Lin ef al., 2007; Mathieu ef al.,
2007; Corbesier et al., 2007).

Del resultat de 1'analisi transcriptomic comparat de plantes deficients en SA (amb
fenotip de floracié tardana) versus plantes silvestres realitzat durant la finestra temporal
abans descrita, es van identificar 15 gens diferencialment expressats. De tots ells, vam
escollir Pathogen and Circadian Controlled 1 (PCCI) per ser "inic que s'indueix en
resposta a llum UV-C en plantes silvestres perd no en plantes nahG. A més, PCCI esta

descrit que respon a l'atac per patdogens, esdeveniment caracteritzat per la sintesi de SA, i



mostra una expressié basal regulada pel rellotge circadid (Sauerbrunn i Schlaich, 2004), el
que ho converteix en un potencial candidat per a intervindre entre SA i la seua funcié com
regulador del temps de floraci6. Aixi mateix, l'expressio de PCC! en plantes no sotmeses a
estrés i cultivades en condicions de dies llargs, depén de 1'estat de desenvolupament de la
planta, el que li confereix potencialitat com regulador d'altres transicions de fase durant el
desenvolupament.

Les dades obtingudes en el present treball mostren que l'expressio de PCCI esta
regulada pel rellotge circadia i és estrictament depenent de la sintesi, acumulacio i
senyalitzaciéo de SA. A més, la seua activacio requereix de la funcié del gen de temps de
floracié CO de la via depenent de fotoperiodo. En aquest treball, es posa de manifest que
plantes deficients en SA a més de no mostrar expressiéo de PCCI mostren sobreexpressio
constitutiva del component del rellotge CCA! i la pérdua de regulaci6 circadiana de CO, el
que suggereix que el SA podria tenir un paper com regulador del rellotge circadia, de les
rutes d'eixida del rellotge o d'ambdues.

Mitjangant la generacid de plantes transgéniques de pérdua i guany de funcio de
PCC1 en diferents fons genétics de Arabidopsis, s'ha demostrat que el gen PCC! regula el
temps de floracié. L'expressio reduida o augmentada de PCC/ en fons genétic silvestre i en
fons mutant fve-3, comporta un retard o avang, respectivament, del temps de floracié. En
canvi, en el fons mutant co-/ el temps de floracié és independent del nivell de transcrit de
PCCI, indicant que la regulacio del temps de floracid per la via activada per estres
requereix no només de la funcié6 de PCCI, sind també de la funcionalitat depenent de
fotoperiode de CO. El retard en la floracié de les linies amb expressio reduida de PCCI en
fons silvestre, comporta nivells d'expressiéo més baixos del gen integrador F7T, mentre que
els nivells de SOCI romanen constants. Aquestes dades suggereixen que PCCI
interaccionaria amb la via de fotoperiode en algun punt entre CO i FT. A més
fenotipicament les linies de sobreexpressio en fons Col-0 conreades en condicions de dia
llarg s6n semblants al silvestre, mentre que les linies de RNAi, posseeixen un fenotip
semblant al del mutant fi-4. Son clarament més tardanes i presenten una roseta més
compacta i amb fulles i flors més grans i tiges més gruixudes.

Estudiant el comportament de les linies transgéniques de sobreexpressio i de RNAI, en
els diferents fons genétics Col-0, co-1 i fve-3, en altres processos que requereixen de la
sintesi de SA, com son la defensa enfront de patdgens biotrofos (Malamy et al., 1990;

Meétraux et al., 1990; Reymond i Farmer, 1998) i la senescencia (Morris et al., 2000), les



nostres dades apunten que PCC1 podria tindre una funcié antisenescent ja que les linies de
RNAI en fons silvestre presenten signes de senescencia anteriors als observats en el control
silvestre Col-0 en condicions de senescencia forcada per foscor, mentre que no s'aprecien
canvis entre Col-0 i les linies generades en quant a resisténcia enfront de Pseudomonas

syringae.






ABSTRACT

In Arabidopsis, the transition to flowering is determined by the interaction
between the plant competence for internal development and the environmental signs which
favour the reproduction success. Nevertheless, plants exposed to environmental stress could
accelerate their flowering. Some stress factors able to alter the flowering time, such as
pathogen infection, extreme temperatures or high radiations, drive in an increase of some
metabolites like etilene, abscisic acid and salicylic acid (SA) (Blee, 2002; Dempsey et al.,
1999; Ni et al., 1996; Pastori y Foyer, 2002; Raskin, 1992).

Recent studies suggest that SA could be a regulator of the transition to flowering
in Arabidopsis thaliana plants under stress conditions (Martinez et al., 2004). The
accelerated flowering upon UV-C radiation required the synthesis as well as the
accumulation of SA, since it will not occur in transgenic nahG plants that do not
accumulate SA due to its rapid degradation to catechol. The way SA regulates the flowering
time is up to date almost unknown.

By using transgenic plants with the promoter of BGL2 gene (PR gene induced by
SA) is fused to the reportert GUS gene, it was determined the time and space that correlate
changes in internal levels of SA with the activation of gene expression leading to the
transition to flowering. An increase in the GUS expression levels associated to the vascular
tissue takes places the tenth day after sawing. Concomitantly, the expression of /ICS1/SID2
gene, which codes for the isochorismate synthase 1 that synthesize SA in Arabidopsis
(Wildermuth et al., 2001), and the FT gene, whose protein has been recently characterized
as a signal activating the flowering transition (Jaeger y Wigge, 2007; Lin et al., 2007,
Mathieu et al., 2007; Corbesier et al., 2007) was up-regulated.

The comparative analysis of the transcriptomes of SA-deficient plants (with late
flowering phenotype) versus wild plants performed during the temporal frame previously
described yielded 15 differentially expressed genes. We chose Pathogen and Circadian
Controlled 1 (PCCI) since it was the only one responsive to UV-C light up-regulating its
expression in wild plants but not in nahG plants. Besides, PCC/ was previously described
as responsive to pathogen attacks, event characterized by the synthesis of SA, and also
showing basal expression regulated by circadian clock (Sauerbrunn y Schlaich, 2004).
PCCI1 is thus a potential candidate to mediate between SA and its function as flowering

time regulator. Moreover, the expression of PCC/ in long-day grown plants under no stress



depends on the development stage of the plant, which gives support to a function as a
regulator of other transitions of developmental phases.

The data obtained in the present work show that the expression of PCCI is
regulated by the circadian clock and is strictly dependent on the synthesis, accumulation
and signalling of SA. Its activation requires the function of the photoperiod-dependent
flowering time gene CO. SA-defficient plants showed constitutive overexpression of the
clock component CCA!/ and the loss of circadian regulation of CO thus explaining the
unability to activate PCC/ gene expression. These data suggest that SA could have a role as
a regulator of the circadian clock, output pathways or both of them.

Transgenic plant with loss or gain of PCCI function in different Arabidopsis
genetic background allowed to demostrate that PCC/ regulates the timing of flowering. The
reduced or increased expression of PCC/ in wild type and fve-3 mutant genetic background
caused delayed or early flowering phenotype, respectively. However, in the mutant co-/
background the flowering timing is independent on the PCCI transcript level, suggesting
that stress-activated transition to flowering required not only PCC! but also CO. The delay
in flowering time observed in lines with reduced PCC1 expression in wild-type background
correlated with lower expression of the FT integrator gene. By contrast, levels of SOC/
remained constant. These data suggest that PCCI will interact with the photoperiod way in
a point between CO and FT. Futhermore, the long day-grown PCCI overexpression plants
in Col-0 background looks like the wild type plants but the RNAI lines has a phenotype
similar to the f7-4 mutant. They showed a more compact rosette with larger leaves and
flowers and thicker stalks.

The overexpression and RNAI transgenic lines in the Col-0, co-/ and fve-3 genetic
backgrounds were tested for other process requiring SA synthesis such as defense against
biothrophic pathogens (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990; Reymond y Farmer,
1998) or senescence (Morris et al., 2000). Our data point out that PCC/ could have an
antisenescing function, since the RNAI lines in wild-type background showed symptoms of
darkness-induced sencescence earlier to that observed in non-transformed wild-type Col-0
control plants. However, no changes were observed between Col-0 and transgenic lines

regarding resistance against Pseudomonas syringae.



Listado de genes mencionados en la tesis.

Gen

FLC, FLOWERING LOCUS C.

PHYA al E, PHYTOCHROME A al E.

CRY1 y 2/FHA, CRYPTOCHROME 1
y2

PHOTI y 2, PHOTOTROPIN 1 y 2.

ELF3 y 4, EARLY FLOWERING 3y 4.

PIF3, PHYTOCROME INTERACTING
FACTOR 3.

CCA1l, CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1.

LHY, LATE ELONGATED
HYPOCOTYL.

TOC1, TIMING OF CAB
EXPRESSIONI.

CO, CONSTANS.

GI, GIGANTEA.

ZTL, ZEITLUPE.

EPR1, EARLY PHYTOCHROME
RESPONSIVE 1.

PRR7 Y 9, PSEUDO-RESPONSE
REGULATOR 7y 9.

SOC1/AGL20, SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF COl.

Breve descripcion

Represor universal de floracion.

Fitocromos. Fotorreceptores, perciben la cantidad y
calidad de la luz roja y roja lejana.

Criptocromos. Fotorreceptores, perciben la cantidad
y calidad de la luz azul y ultravioleta A.

Fototropinas. Fotorreceptores, perciben la cantidad y
calidad de la luz azul y ultravioleta A.

Elementos de sefializacion de luz, median entre los
fotorreceptores y el reloj circadiano.

Media en la activacion por luz de CCA 1.

Componente del oscilador central del reloj
circadiano.
Componente del oscilador central del reloj
circadiano.
Componente del oscilador central del reloj

circadiano.

Regula el tiempo de floracidn, interviene en la ruta
de fotoperiodo. Gen de salida del reloj.

Regula el tiempo de floracidn, interviene en la ruta
de fotoperiodo. Forma parte del reloj circadiano.
Interacciona con TOC1 para su degradacién y
regulacion del reloj circadiano.

Forma parte del reloj circadiano, interviene en el
ajuste fino del reloj.
Forman parte del oscilador central del reloj
circadiano.

Regula el tiempo de floracidn, interviene en la ruta

de fotoperiodo.



FT, FLOWERING LOCUS'T.

FWA

SPA, SUPPRESSOR OF PHYA-105.

FCA, FLOWERING TIME CONTROL

PROTEIN FCA ALPHA, BETA, DELTA
AND GAMMA.

FY

FVE

FPA

LD, LUMINIDEPENDENS.

LFY, LEAFY.

APl y 2, APETALA 1y 2.

CO-like, CONSTANS LIKE.

CAL
VRN2, REDUCED VERNALIZATION

RESPONSE 2.

SPY, SPINDLY.

GAI, GA INSENSITIVE.

Regula el tiempo de floracidn, interviene en la ruta
de fotoperiodo. Su proteina actia como florigeno.
Regula el tiempo de floracidn, interviene en la ruta
de fotoperiodo.

Interviene en la estabilizacion de CO.

Regula el tiempo de floracion, interviene en la via

autonoma reprimiendo FLC.

Regula el tiempo de floracion, interviene en la via
autonoma reprimiendo FLC.

Regula el tiempo de floracion, interviene en la via
auténoma reprimiendo FLC.

Regula el tiempo de floracion, interviene en la via
auténoma reprimiendo FLC.

Regula el tiempo de floracion, interviene en la via
autonoma reprimiendo FLC.

Gen de identidad del meristemo. Promueve la
transicion a la floracion.

Gen de identidad del meristemo. Promueve la

transicion a la floracion.

Familia de genes similares a CO.

Regulador positivo del tiempo de floracion.
Homologo a API

Regula el tiempo de floracién en respuesta a
vernalizacion reprimiendo FLC.

Regula el tiempo de floracion como represor de la
respuesta a GA, es un regulador positivo de la
sefializacion por citokininas.

Regula el tiempo de floracion como represor de
LFY, es un represor de la sefializacion mediada por

GA.



RGA, REPRESSOR OF GAI-3.

ICS1/SID2, SALICYLIC ACID
INDUCTION DEFICIENT 2.

EDS1 Y 5, ENHANCED DISEASE
SUSCEPTIBILITY 5.

PAD4, PHYTOALEXIN DEFICIENT 4.
PRI, 2 Y 5, PATHOGENESIS-
RELATED GENE1,2y5

JR2, JASMONIC ACID RESPONSIVE 2.
BGL2, BETA-1,3-GLUCANASE 2.
NPR1, NONEXPRESSER OF PR
GENES 1.

PLT2, PLETHORA 2

PCC1, PATHOGEN AND CIRCADIAN
CONTROLLED 1.

RPWS, RESISTANCE TO POWDERY
MILDEW 8.

NOLI1/NOP2

RAV?2, REGULATOR OF THE ATPASE
OF THE VACUOLAR MEMBRANE.
UBQ10, POLYUBIQUITIN 10.
ACT2/8, ACTIN 2.

Regula el tiempo de floracion como represor de

LFY. Regulador negativo de

giberelinas.

la

respuesta a

Codifica la isocorismato sintasa 1 que interviene en

la biosintesis de SA.

Participan en la biosintesis de SA.

Participa en la sefializacion por defensa en SA.

Participan en la sefializacion por defensa en SA.

Participa en la ruta de sefializacion de JA.

Participa en la sefializacion por defensa en SA.

Participa en la ruta de sefializacién de SA.

Participa en diferenciacion celular y en desarrollo de

la raiz.

La expresion de PCCI1 estd regulada por el reloj

circadiano y responde a patogenos.

Respuesta en defensa frente a hongos.

Funcién desconocida.

Forma parte del complejo RAVE, regulador de la

ATPasa de las membranas vacuolar y endosomal.

Gen constitutivo de Arabidopsis.

Gen constitutivo de Arabidopsis.
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Introduccion

El reino vegetal comprende una enorme variedad de organismos, desde las algas
unicelulares hasta las plantas terrestres, que se presentan en una gran diversidad de formas.
Una caracteristica fundamental que comparten las plantas y las diferencia de los animales
es que son organismos incapaces de cambiar de lugar voluntariamente, estdn sujetas al
suelo a través de las raices. Esta caracteristica condiciona en gran medida su modo de
desarrollo ya que las hace dependientes del medio en el que viven por su incapacidad para
trasladarse a entornos mas favorables.

Para asegurar su adaptacion al medio, las plantas poseen un desarrollo post-
embrionario muy plastico. En el embrién se establece un esbozo basico de la futura
arquitectura de la planta, pero los 6rganos que aparecen en el adulto se desarrollan a lo
largo de su ciclo vital de forma continua e iterativa, adaptandose a las condiciones
ambientales. Las células de la planta deben ser capaces de recibir informacién precisa
acerca de su posicion espacial y de las caracteristicas de su entorno, por lo que requieren de
una comunicacion intracelular, intercelular y con el medioambiente a lo largo de todo el
desarrollo.

El desarrollo implica procesos de diferenciacion (generacion de diversidad celular),
morfogénesis (organizacion espacial de las células en tejidos y drganos), crecimiento
(aumento de tamafio del organismo) y reproduccion (produccion de gametos). Las
estructuras clave en el desarrollo de las plantas son los meristemos, que contienen células
que se mantienen en estado indiferenciado (células madre) y se dividen durante toda la vida
del individuo, produciendo nuevas células que pueden diferenciarse para dar lugar a las
distintas estructuras de la planta en las posiciones adecuadas. Asi pues, es en los
meristemos donde se generan todos los 6rganos, determinando la morfologia final de éstos

y la arquitectura general de la planta (Bowman, 1994).
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1) Arabidopsis thaliana como organismo modelo para el estudio del desarrollo vegetal.

1.1.- Aspectos generales.

Hasta bien entrado el siglo XX, la mayoria de los estudios en plantas se realizaron con
especies de interés economico con el fin de mejorar sus cultivos. Entre estas especies se
encuentran el maiz (Zea mais), el tomate (Lycopersicon esculentum), el guisante (Pisum
sativum) o el tabaco (Nicotiana tabacum). Sin embargo, estas plantas presentan muchos
inconvenientes que dificultan el analisis y la manipulacién en el laboratorio, como es su
tamafio relativamente grande, su largo tiempo de generacion o, en lo referente al material
genético, sus grandes genomas con elevados niveles de ploidia. Por este motivo, desde
mediados de los afios 80 se ha generalizado la utilizacion de Arabidopsis thaliana para la
investigacion del desarrollo vegetal (Somerville y Koornneef, 2002). Arabidopsis es una
angiosperma dicotiledonea perteneciente a la familia de las cruciferas o brasicaceas, a la
que también pertenecen especies como la col (Brassica oleracea), el rdbano (Raphanus
sativus) y las mostazas (Strasburger ef al., 1994).

Aunque no tiene valor econdmico, sus caracteristicas la convierten en un organismo
modelo muy apropiado para su estudio en el laboratorio. Presenta un tamafio pequefio, con
alrededor de treinta centimetros de altura maxima, lo que permite siembras de alta
densidad; su arquitectura es relativamente simple, y su ciclo vital, de unos dos meses,
resulta corto para una planta con flores. Ademas es autdgama, es decir, se autopoliniza sin
intervencion externa, y produce un gran ntimero de semillas, lo que facilita la propagacion
de las diversas lineas. También resulta relativamente facil realizar cruzamientos entre
distintas plantas y las semillas pueden almacenarse durante varios aflos a temperatura
ambiente sin perder viabilidad (Somerville y Koornneef, 2002).

Arabidopsis es una planta diploide, cuyo genoma, que ha sido totalmente secuenciado
(TAGI, 2000), esta organizado en cinco cromosomas y es muy apropiado para los estudios
moleculares por su pequefio tamafio (125 Mb) y su escaso contenido en DNA repetitivo. Su
uso intensivo en investigacion ha propiciado la creaciéon de bases de datos de dominio
publico en las que se ofrecen gran cantidad de herramientas informaticas, asi como
informacion acerca de mutantes, polimorfismos de DNA, protocolos de laboratorio, etc. La
mayoria de la informacién relativa a aspectos moleculares de Arabidopsis esta centralizada
en TAIR (The Arabidopsis Information Resource, http://www.Arabidopsis.org). Mediante

técnicas de mutagénesis basadas en la insercion de trasnposones o T-DNAs se ha generado
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una amplisima coleccion de alelos mutantes de practicamente todos los genes de
Arabidopsis y se han depositado en bancos de semillas publicos y altamente organizados
(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress).

Ademas de los recursos genético-moleculares, Arabidopsis presenta una amplia
variacion genética natural susceptible de ser explotada. En este sentido, existen numerosos
ecotipos de Arabidopsis, mantenidos en bancos de semillas de acceso publico y de los que
se dispone de precisos datos de localizacion geografica y caracterizacion fenotipica:

http://www.mpizkoeln.mpg.de/english/research/koornneefGroup/koornneef/index.html
http://www.weigelworld.org/research/projects/naturalvariation
http://www.dpw.wau.nl/natural

http://dbsgap.versailles.inra.fr/vnat

http://www.inra.fr/internet/Produits/vast

Mediante cruzamiento de diferentes ecotipos se han generado numerosas colecciones de
lineas hibridas recombinantes (RILs):
http://www.inra.fr/internet/Produits/vast/RILs.htm
http://www.dpw.wau.nl/natural/resources/populations.htm

que representan herramientas muy utiles para el analisis de caracteres cuantitativos (QTLs).

1.2.- Ciclo vital.

El ciclo vital de Arabidopsis consta de cinco fases: embriogénesis, germinacion,
desarrollo vegetativo, desarrollo reproductivo y fertilizacion. Durante la embriogénesis se
establecen los dos meristemos principales que van a generar el eje apical-basal de la planta:
el meristemo apical del tallo, que dard lugar a las partes aéreas de la planta, y el meristemo
apical de la raiz, que originara las raices (Lyndon, 1990). Al final de la embriogénesis, la
germinacion conduce al establecimiento de una plantula donde queda definido un esbozo de
la estructura final de la planta, con los dos meristemos principales establecidos, una
radicula y dos cotiledones u hojas embrionarias cuya funcion principal es la de servir de
organos de reserva durante las primeras etapas tras la germinacion (Bowman, 1994;

Wolpert et al., 2002).
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A lo largo de toda la fase vegetativa, el meristemo apical del tallo produce tinicamente
hojas dejando una escasa distancia entre ellas denominada entrenudo, lo que da como
resultado una roseta compacta. La duracién de esta etapa, y por tanto el numero final de
hojas de la roseta, depende de las condiciones de cultivo y de la planta (Bowman, 1994).

Durante la fase reproductiva, a partir del meristemo de inflorescencia se forma el tallo
principal debido a un incremento de la longitud de los entrenudos. La aparicion de
meristemos laterales asociados a las axilas de las hojas caulinares genera ramificaciones del
tallo. En los extremos del tallo principal y sus ramificaciones se forman las inflorescencias,
con las flores dispuestas en racimo.

En la antesis, la flor alcanza la madurez y tiene lugar la autopolinizacion y la
fertilizacion de los 6vulos, que desencadenan la fructificacion y el desarrollo de las semillas.
Al final de la fase reproductiva, la planta inicia los programas de senescencia que conducen
a la dehiscencia y escision de érganos como las silicuas, lo que permite la liberacion de las

semillas contenidas en sus frutos (Bowman, 1994; Wolpert et al., 2002).

—— Polen
g Pétalos

GAMETOGENESIS

7 A FERTILIZACION

Estambre
Ovulos

\\ \
e j M
Hoja % Embrion

caulinar S

DESARROLLO P #7273\
REPRODUCTIVO | 0w \

1L

Roseta
vegetativa

4

10

DESARROLLO Cotiledones
VEGETATIVO

Meristemos

Raiz

Semilla

Figura 1. Ciclo vital de Arabidopsis. Se indican los principales eventos y las estructuras mas
relevantes de cada estadio. Modificado a partir de Wolpert ez al. (2002).
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2) La transicion a la floracion en Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis es una especie anual en la que las fases de desarrollo vegetativo y
reproductivo estan temporalmente separadas. Una de las fases clave del desarrollo vegetal
para asegurar la descendencia de la especie es la transicion a la floracion, o cambio de fase
del desarrollo vegetativo a reproductivo. Arabidopsis es una especie facultativa y
generalmente no muestra un requerimiento obligado para ninguna condicion
medioambiental especifica. Sin embargo, algunos factores adelantan o retrasan la transicion
a la floraciéon en esta especie. Determinadas condiciones fotoperiddicas y las bajas
temperaturas activan la transicion a la floracion, y la calidad de la luz (longitud de onda) y
la cantidad de luz (densidad de flujo de fotones) son también factores importantes en el
control del proceso. Otras condiciones medioambientales como son la disponibilidad de
nutrientes y la temperatura de crecimiento también parecen tener algin efecto sobre la
transicion floral pero no han sido suficientemente analizados. Finalmente, la aplicacion
exogena de fitohormonas y otros compuestos puede imitar el efecto de algunas condiciones
medioambientales. Arabidopsis responde al estrés producido por condiciones desfavorables
para la supervivencia de la especie adelantando la floracion. Cambios en la calidad de la luz
o la sombra por cercania a otras plantas vecinas (lo que provoca un enriquecimiento en
radiaciones con longitud de onda rojo-lejano) promueven la floracion. Asi pues, el
momento en que se da la transicion a la floracion esta determinado por la interaccion entre
la competencia de la planta, controlada por su programa de desarrollo interno, y las sefiales
medioambientales que marcan las condiciones mds favorables para su eficiencia
reproductiva.

La transicion floral comprende varios pasos desde la percepcion de las condiciones
medioambientales hasta la diferenciacion de estructuras tridimensionales, el primordio
floral y el meristemo (Zeevaart 1976). Arabidopsis pertenece a un grupo caracteristico de
plantas que crecen como roseta durante la fase de crecimiento vegetativo debido a la
reiterativa produccioén de hojas sin elongacion de los entrenudos. La transicion a la fase
reproductiva, en el meristemo apical, es el resultado de dos fendmenos basicos: la
adquisicion por el meristemo apical de competencias reproductivas y la producciéon de un

estimulo floral en las hojas que pueda translocarse hasta el meristemo apical. Cuando
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ambos procesos coinciden espacio-temporalmente, el meristemo vegetativo pasa a ser
reproductivo. De principal importancia en la transicion floral es un grupo de células del
tallo llamadas el meristemo apical del tallo (MAT), que consiste en un pequefio nimero de
células morfoldégicamente indiferenciadas en divisién alrededor de un organizador principal.
La division celular en la zona central es lenta y sirve para mantener el meristemo, mientras
en la zona periférica la division es rapida. El MAT actiia como una poblacion de células
progenitoras para la parte aérea de la planta: las hojas, el tallo y las flores. La organogénesis
es el resultado de sucesivos cambios en la identidad del meristemo a través de diferentes
transiciones de fase en el meristemo. El desarrollo vegetativo comprende una fase juvenil y
luego una fase adulta competente para iniciar la transicidon floral. En Arabidopsis se han
descrito marcas visuales de esa transicion: las hojas juveniles producen tricomas so6lo en la
cara de arriba, mientras las hojas adultas producen tricomas tanto en el haz como en el
envés. Una vez ocurre la transicion floral, el primordio floral se inicia desde los bordes del
MAT y comienza el desarrollo de los 6rganos florales. El cambio de meristemo vegetativo
a floral es controlado por la funcién de los productos de expresion de los denominados
genes de identidad del meristemo. Finalmente, la organogénesis floral es ejecutada por la
funcion solapante de los denominados genes homeoticos florales.

Tras la transicion del meristemo vegetativo a reproductivo y la formacion de la
primera flor se produce la elongacion de los entrenudos del tallo. Como resultado de este
proceso, la inflorescencia de Arabidopsis estd compuesta de dos tipos de nudos. El primer
nudo basal da lugar a meristemos laterales indeterminados los cuales se desarrollan como
coflorescencias en las axilas de las hojas caulinares, mientras los nudos mas tardios dan

lugar a flores que no estan asociadas con hojas (Schultz y Haughn, 1991).

3) Control del tiempo de floracion en Arabidopsis thaliana.

La floracion esta controlada por condiciones medioambientales y por factores
enddgenos del desarrollo. La regulacién de la transicion floral viene determinada por las
multiples interacciones entre una compleja red de vias de sefializacion. Diferentes
aproximaciones experimentales, fundamentalmente genéticas, en Arabidopsis permitieron
la identificacion de multiples componentes que participan en diferentes vias de sefializacion

que controlan la floracién, y su posicion y jerarquia dentro de cada ruta de sefializacion
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molecular. Ademas, se ha comprobado que las distintas vias de floraciéon convergen en la
activacion de los denominados genes integradores de floracion. Esta convergencia permite
la integraciéon de la funcion de diferentes factores activadores o represores, que son en su
mayoria el resultado de la sefializacion activada por diferentes tipos de sefiales tanto
endogenas como ambientales. Mediante el estudio del tiempo de floracion de diferentes
mutantes en respuesta a la vernalizacion y el fotoperiodo, combinado con los analisis
genéticos de epistasia (Alonso-Blanco et al., 1998; Koornneef er al 1998 a, b), en
Arabidopsis se han descrito multiples vias que regulan la transicion floral. Dos de esas vias
median seflales del medioambiente. La via de fotoperiodo integra el efecto de la longitud
del dia a través de una serie de genes que perciben y responden a la transicion regular entre
el dia y la noche (Corbesier et al., 1996). La via de floracion dependiente de la
vernalizacion promueve la floracion en algunos ecotipos de floracion tardia en respuesta a
un largo periodo de temperaturas frias (Michaels y Amasino, 2000). Esto no es
simplemente una respuesta a estrés, es una adaptacion a las condiciones invernales de
climas mas frios donde la floracion ocurre después del invierno, asegurando asi la
formacion de flores y semillas durante la primavera.

En contraste con estas vias de respuestas al medioambiente, existe una via que
integra el efecto de factores endogenos independientes del ambiente y que se conoce como
la via autonoma (Martinez-Zapater y Somerville, 1990; Koornneef et al., 1991). En esta via
son esenciales las funciones de genes que promueven la floracién mediante la represion de
un represor universal de la floracion conocido como FLOWERING LOCUS C (FLC).
Plantas mutantes en los genes de la via autonoma, florecen mas tarde tanto en dias largos
como en dias cortos. Ademas de las tres rutas ya descritas, existe una cuarta via de
transicion a la floracidon que se activa por la fitohormona acido giberélico (GA) y que, por
tanto, integra también factores activadores endogenos (Wilson ef a/ 1992; Blazquez et al.,
1998). En Arabidopsis, mutantes defectivos en la biosintesis y en la via de sefializacion de
GA o florecen muy tarde o incluso no florecen (Wilson et al., 1992). El andlisis de las
relaciones epistaticas entre mutantes de GA y otros mutantes de tiempo de floracion
sugieren que la via de promocion de la floracion activada por giberelinas funciona de

manera independiente de las otras (Blazquez ef al., 2000).
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3.1.- Via de fotoperiodo.

Uno de los factores mas importantes que controlan el tiempo de floracion es la
duracion del dia o fotoperiodo. Arabidopsis es una planta facultativa de dia largo, que
florece mas temprano en condiciones de dia largo pero también florece en condiciones de
dia corto. Esta via requiere un mecanismo capaz de percibir la luz y de cuantificar su
calidad y cantidad, ademas de un grupo de genes que transmitan la sefial florigénica a los
genes de identidad del meristemo para activar la transicion de la fase vegetativa a

reproductiva.

La luz es percibida por los fotorreceptores, las tres clases de fotorreceptores
conocidos en plantas realizan funciones fotosensoras distintivas. Asi, los criptocromos y
fototropinas absorben luz en la regién azul-ultravioleta del espectro, mientras que los
fitocromos lo hacen principalmente a longitudes de onda del rojo e infrarrojo. Una vez se
percibe la luz, la sefial se traduce a un reloj interno capaz de medir el tiempo, este reloj se
conoce como el reloj circadiano, en el momento en que el reloj circadiano identifica un
fotoperiodo largo, activa la via facultativa de dia largo. Mediante un abordaje genético-
molecular se han identificado genes necesarios para la respuesta a la luz del dia, algunos de
esos genes codifican proteinas reguladoras especificas involucradas en la regulacion de la
floracion, mientras otras codifican componentes de rutas de transduccion de sefial de la luz

o estan involucradas en funciones del reloj circadiano.

Fotorreceptores

Los fotorreceptores perciben la calidad y cantidad de la luz. El espectro de luz
blanca se puede dividir en en tres longitudes de onda o calidades de luz: rojo lejano, rojo y
azul. El rojo y rojo lejano es percibido por los fitocromos (Wang y Deng 2002) y la luz azul
y ultravioleta-A se detectan por los criptocromos y fototropinas (Lin y Shalitin, 2003). Los
criptocromos y fitocromos controlan las respuestas de crecimiento y de desarrollo a
variaciones en la longitud de onda, intensidad y duracion de la irradiacion diurna
(Cashmore ef al., 1999; Smith, 2000), mientras que la funcién principal de las fototropinas
es la de controlar la direccidn del crecimiento en respuesta a la direccion e intensidad de la
luz (Sakai et al., 2001). En Arabidopsis se han descrito cinco fitocromos (PHYA al PHYE)
(Clack et al., 1994), dos criptocromos (CRY1 y CRY2) (Brudler ef al., 2003; Lin y Shalitin,
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2003) y dos fototropinas (PHOT! y PHOT?2) (Briggs y Christie, 2002; Takemiya et al.,
2005; Cho et al., 2007).

El reloj circadiano.

Una caracteristica comun de multiples organismos estudiados es disponer de un
reloj interno con capacidad de medir el tiempo (Staiger, 2002). El sistema mas
extensamente estudiado es el reloj circadiano. Por definicion, un ritmo circadiano es aquel
que persiste con una periodicidad de aproximadamente 24 horas bajo condiciones
constantes, es decir, en ausencia de la sefial externa originaria (Barak et al., 2000). El reloj
se ajusta mediante seflales ambientales tales como la variacion de luz-oscuridad o
temperatura que tienen lugar tanto al amanecer como al oscurecer y prepara a los
organismos para cambios regulares en su ambiente, de manera que puedan anticipar su
respuesta a unas condiciones que tendran lugar en un momento concreto del dia (Staiger,
2001).

La importancia del reloj circadiano en plantas se pone de manifiesto por el gran
nimero de procesos biologicos que controla. En Arabidopsis se ha caracterizado que el
reloj circadiano es vital para la sincronizacidon de distintos procesos de desarrollo como la
floracién (Reeves y Coupland, 2000; Samach y Coupland, 2000; Hayama y Coupland, 2003)
y procesos tales como el movimiento de los cloroplastos (Sweeney, 1987), movimiento de
las hojas y cotiledones, apertura de los estomas (McClung, 2001) y la elongacion del
hipocotilo (Dowson-Day y Millar, 1999). La expresion de un gran numero de genes
también muestra ritmicidad circadiana.

Se han propuesto dos modelos de regulacion de la floracion por el fotoperiodo
(Samach y Coupland, 2000):

Modelo de coincidencia externa.- Se propone que la luz actia como sefial externa

que interactua con un ritmo sensible a la luz a ciertos tiempos del dia. En plantas de dia
largo, como Arabidopsis, si la planta se expone a la luz en una fase crucial del ritmo se
promueve la floracion.

Modelo de coincidencia interna.- Sugiere que en fotoperiodos inductivos, dos

ritmos se encuentran en la misma fase e interaccionan promoviendo la floracion mientras

que en fotoperiodos no inductivos, esos ritmos estan fuera de fase.
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Modelo de coincidencia externa

Floracién
(Plantas en D.L)

Modelo de coincidencia interna

B

. \/
Floracién

(Plantas en D.L)

Figura II. Modelos propuestos de regulacion de la floracion por el fotoperiodo. Modificado a partir
de Ausin et al. (2005).

El mecanismo que genera ese ritmo circadiano esta descrito en tres secciones
interrelacionadas. Hay rutas de entrada en la que intervienen los fotorreceptores, que
sincronizan el mecanismo del reloj con los ciclos diarios de luz y oscuridad, un oscilador
central que genera la ritmicidad circadiana en funcién de su sincronizacion y una ruta de
salida de la respuesta circadiana, que se traduce en la regulacion del movimiento de las

hojas, expresion génica, etc. (Eriksson y Millar, 2003).

Transduccion de la sefial luminosa. ELF3, ELF4 y PIF3.

En la ruta de sefializacion hacia el reloj, el estimulo luminoso captado por los
distintos fotorreceptores, llega al oscilador central mediante una cascada de sefializacion
formada por distintos componentes. EARLY FLOWERING3 (ELF3) y EARLY
FLOWERING4 (ELF4) se encuentran entre los componentes con un papel demostrado en la
transduccién de la sefial hacia el reloj. El tiempo de floraciéon en el mutante elf3 es
independiente del fotoperiodo (Hicks et al., 1996). El mutante elf4 muestra floracién
temprana bajo fotoperiodo de dias cortos, mientras que bajo fotoperiodo de dias largos
florece igual que el silvestre (Doyle ef al., 2002). El mutante elf3 es arritmico en luz
continua pero retiene ritmicidad en oscuridad continua, sugiriendo que ELF3 es un
componente de la ruta de entrada de luz hacia el oscilador (Hicks e al., 1996; Covington et
al., 2001). El mutante elf4 afecta a la ritmicidad de genes regulados por el reloj, pudiendo

ELF4 estar asociado al oscilador circadiano (Eriksson y Millar, 2003). Los transcritos de
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ELF3 y ELF4 presentan expresion circadiana con expresion maxima al final del dia (Hicks
etal.,2001; Liu et al., 2001).

PHYTOCROME INTERACTING FACTOR 3 (PIF3) es un factor de transcripcion
que se une directamente a los fitocromos A y B (Ni ef al., 1999; Halliday et al., 1999;
Toledo-Ortiz et al., 2003). Estudios realizados por Kim y colaboradores (2003) muestran
que PIF3 es un componente tanto negativo como positivo de la sefializacion por fitocromo,
dependiendo de la naturaleza de la luz aplicada. Asi mismo, se ha postulado que PIF3
pudiera mediar la activacién por luz de CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1l)
desde los fotorreceptores (Shimizu-Sato et al., 2002).

El oscilador central. TOCI, CCAl y LHY.

La persistencia de los ritmos circadianos incluso en ausencia de la sefial ambiental
que los sincroniza, indica que estan conducidos por un oscilador automantenido. El
oscilador central del reloj circadiano incluye un circuito de retroalimentacion negativa, que
implica una ritmicidad de 24 horas en los niveles de los transcritos de los reguladores que
actian tanto negativa como positivamente (Harmer y Kay, 2005; Young y Kay, 2001).
Adicionalmente, un sistema de regulacion post-transcripcional de los transcritos del
oscilador ademas de modificaciones post-transduccionales de las proteinas que codifican,
contribuyen al mantenimiento de la periodicidad de 24 horas (Edery 1999; Allada ef al.,
2001). La ritmicidad producida por las proteinas que conforman el oscilador, traduce la
informacion temporal en la ritmicidad de los distintos procesos biologicos mediante las
rutas de salida de la sefial (Brown y Schibler, 1999).

El oscilador circadiano en Arabidopsis (Yanovsky y Kay, 2001) estd compuesto
por tres elementos principales, los factores de transcripcion del tipo MYB, CCAl y LHY
(LATE ELONGATED HYPOCOTYL) y la proteina TOC1 (TIMING OF CAB
EXPRESSION 1). La proteina TOC1 posee dos dominios caracteristicos, el primero de
ellos en el extremo N terminal es similar al dominio receptor regulador de respuesta de
sistemas de transduccion de sefial de dos componentes. El segundo motivo, en el extremo C
terminal, es el dominio CCT, que también posee la familia de reguladores transcripcionales
CONSTANS (CO). Los niveles de transcrito 7OC! en ciclos de luz /oscuridad dan un pico
por la tarde y muestran un ritmo circadiano en luz continua. foc/-/ se ha identificado como
una mutaciéon semidominante que acorta el periodo de varios ritmos bajo un amplio rango

de condiciones de luz y temperatura, entre los que se encuentran el movimiento de las hojas
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y de los estomas, floracion y expresion génica (Somers ef al., 1998). Los mutantes toci-1
florecen mas temprano en dias cortos y este fenotipo puede ser rescatado cultivando las
plantas en ciclos diarios de 21 horas en lugar de 24, lo que indica que la duracién mas corta
del periodo circadiano es la causa del fenotipo temprano en los mutantes foc/ (Blazquez et
al., 2002). En el mutante focl-1, el periodo del ritmo circadiano de la expresion de TOC!
en luz continua es mas corto, indicando que T7OC! controla su propio ritmo de expresion a
través de un bucle de retroalimentacion que lo convierte en candidato a componente del
oscilador (Strayer et al., 2000). TOCI tiene una funcién crucial en la integraciéon de
seflalizacion por luz del control circadiano y respuestas morfogénicas, ya que mientras la
sobreexpresion de TOC! elimina la ritmicidad en todas las condiciones, el silenciamiento
del gen TOC! causa arritmia en oscuridad continua y muestra una reduccién de la
sensibilidad a la luz rojo lejano en el control de la elongacién del hipocotilo (Mas ef al.,
2003a).

Los factores de transcripcion CCA1l y LHY, se considera que estan implicados en
la ritmicidad circadiana, ya que su sobreexpresion constitutiva altera distintos ritmos como
el movimiento de la hoja y la expresion génica (Schaffer ef al., 1998; Wang y Tobin, 1998).
Hay una relacion estrecha entre el efecto de LHY y CCAI en la regulacion del reloj y el
tiempo de floracion. La expresion del gen CCAI esta transitoriamente inducida por
fitocromos y oscila con un ritmo circadiano (Wang y Tobin, 1998). La sobreexpresion de
CCAl y LHY da el mismo fenotipo circadiano, lo que sugiere que sus funciones estan en
gran parte solapadas. La sobreexpresion causa floracion tardia en dias largos y rompe todos
los ritmos circadianos: movimiento de las hojas y expresion ritmica de genes en diferentes
fases, incluyendo la expresion de CCA/ y LHY (Mizoguchi et al., 2002). Ademas de la
interrupcion del ritmo circadiano, la sobreexpresion de CCA/ suprime su propia expresion,
y produce hipocotilos mas largos y retraso en la floracion (Wang y Tobin, 1998). La
pérdida de funcién de LHY o CCAI produce un acortamiento de la duracién del periodo
circadiano de 3 horas y adelanta el tiempo de floracién en dia corto. Mutantes ccal
muestran un fenotipo de periodo mas corto para la expresion de varios genes en ensayos de
luz continua, lo que indica que la funciéon de LHY estd parcialmente compensada por la falta
de CCA! (Green y Tobin, 1999). Ademas, CCAIl y LHY presentan un ritmo circadiano de
expresion, regulan sus propios transcritos a través de un bucle de retroalimentacion y
ambos suprimen todos los ritmos observados cuando se expresan constitutivamente, lo que

sugiere que deben ser componentes del oscilador (Wang y Tobin, 1998; Fowler ef al., 1999).
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La propuesta de que TOC1 y LHY/CCA1 deben formar parte de un oscilador
central se ha reforzado con la demostracion de que forman parte de un bucle
autoregulatorio (Alabadi ef al., 2001). LHY y CCA1 unidos al promotor de TOC/ in vitro,
reducen la expresiéon de TOCI, mientras que en mutantes focl/, la duracién del periodo de
expresion de CCAI y LHY es mas corto y sus niveles de expresion se reducen. Asi pues,
TOCI1, LHY y CCAI deben activar un bucle regulador negativo, en el que la expresion de
LHY y CCA1 se eleva por la mafiana y reprimen la expresion de 7OC/. De acuerdo con este
modelo, LHY y CCAI reprimen su propia expresion y cuando los niveles de sus proteinas
caen, la expresion de TOC! se eleva. TOC1 promueve la expresion de LHY y CCAI
iniciando otro ciclo (Alabadi ef al., 2001) y acttia como integrador de las sefiales luminosas
que controlan las respuestas circadianas y morfogénicas de la planta (Mas et al., 2003a).
Este bucle de retroalimentacidon debe regular el tiempo de floracidon por determinacion del
momento del dia en el que se expresan los genes de tiempo de floracion en la via de
fotoperiodo CO y GIGANTEA (GI). Sin embargo, la regulacién del funcionamiento del
reloj no soélo ocurre a nivel transcripcional. Se ha descrito que la proteina TOCI
interacciona con ZEITLUPE (ZTL) y se degrada via proteasoma, siendo esta interaccion
importante para la regulacion de la estabilidad de TOC1 y por tanto para la modulacién del
periodo circadiano (Mas et al., 2003b)

Sin embargo, las actividades de CCA1 y LHY no son suficientes por si solas para
el mantenimiento de la ritmicidad circadiana. El estudio de los dobles mutantes ccal /hy-R
muestra que son incapaces de mantener las oscilaciones en sus niveles de expresion en
condiciones de luz constante o en oscuridad continua (Alabadi er al., 2002). Estos
resultados se ven apoyados por estudios que afiaden un nuevo componente al reloj
circadiano: EARLY-PHYTOCHROME-RESPONSIVEI (EPRI) (Kuno et al., 2003). EPR1
es una proteina de localizacidon nuclear con un tinico dominio tipo MYB con alta similitud a
CCAl y LHY. Al igual que CCAI y LHY, muestra acumulacién circadiana de su transcrito
con un maximo de acumulacién al amanecer (aunque ligeramente desfasado de CCAI y
LHY) y reprime su propia expresion, sugiriendo que es parte del bucle de retroalimentacion
negativo. EPRI esta regulado por los fitocromos A y B y pierde su ritmicidad en los
mutantes ccal-ox y lhy. Plantas que sobreexpresan la proteina EPR1 presentan un retraso
en la floracién y una alteracion en la apertura de los cotiledones. Estos resultados indican

que EPRI forma parte del reloj circadiano de Arabidopsis, sin embargo su sobreexpresion
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no afecta la ritmicidad de CCA1l y LHY, sugiriendo que EPR1 no forma parte del oscilador
central, sino que parece jugar un papel en el ajuste fino del reloj circadiano.

En los ultimos afios se ha estudiado la posibilidad de que haya mas de un oscilador
central. Kikis y colaboradores (2005) mostraron que ELF3 y ELF4 son necesarias para la
expresion inducida por la luz de CC4l y LHY, y en cambio, CCAl y LHY actian
negativamente en la expresion de £LF4 inducida por la luz. Estos datos son consistentes
con la hipotesis de la existencia de un bucle de retrolaimentacién negativo formado por
CCAI/LHY y ELF4 de modo analogo al propuesto para el oscilador central
CCAI/LHY/TOCI. Estos datos sugieren que el oscilador estd formado por dos o mas
bucles de retroalimentacidn transcripcionales interrelacionados entre si y que actuarian en
condiciones distintas (Kikis ef al., 2005). Estudios aun mas recientes apuntan la idea de que
habria tres bucles de retroalimentacion relacionados entre si (Locke et al., 2006). El primer
bucle de retroalimentacion se expresa al comienzo del dia y esta formado por LHY y CCAI
que activarian la transcripcion de PRR7 y PRRY (Farre et al., 2005; Nakamichi et al., 2005;
Nakamichi et al., 2007), mientras que las proteinas PRR7 y PRR9 reprimen la activacion de
LHY y CCAI. El segundo bucle autoregulatorio estaria formado por LHY y CCAl, que
reprimen la expresion de TOCI y de GI (Locke et al, 2005b), por su parte, la proteina
TOCI activa el transcrito de un gen X, hasta ahora desconocido, que una vez activado
activaria la transcripcion de LHY y CCAI formando el segundo bucle autoregulatorio. Por
otra parte, G/ activa la expresion de TOC! y la expresion de TOC! reprime la expresion de

GI, formando el tercer bucle de retroalimentacidon que se expresa al atardecer.

L iR
LHY/ PRA7/
CCA1 PRRY Gl TOCJ

N/ N

Figura III. Modelo propuesto de oscilador central formado por tres bucles de retroalimentacion.
Modificado a partir de Locke et al. (2006).

Genes de salida del reloj. GI, CO y FT.

Entre los mutantes de tiempo de floraciéon en Arabidopsis, hay un grupo que

presenta floracidn tardia en dias largos pero que se comportan igual que plantas silvestres
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en dias cortos. Los genes CRYPTOCHROME2/FHA (CRY2), GI, CO, SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOCI/AGL20), FLOWERING LOCUS T (FT) y FWA
participan en la ruta que favorece la floracién en respuesta a dias largos. CO es especifico
de esta via (Sudrez-Lopez et al., 2001), el resto de genes también actian en otras rutas o
tienen funciones integradoras como F7, SOCI y FWA, que actuan por debajo de CO
(Onouchi et al., 2000; Kardailsky et al., 1999; Samach y Coupland, 2000), o como CRY2 y
GI que preceden funcionalmente a CO (Suarez-Lopez et al., 2001).

GI es una proteina nuclear implicada en la promocion de la floracion en dias largos,
en la entrada de la sefial luminosa al reloj circadiano y en la fotomorfogénesis de la semilla
bajo luz roja continua, pero no en rojo lejano (Oliverio et al, 2007). En condiciones de dia
corto, el pico de expresion maxima es a las ocho horas del comienzo de la luz. En dias
largos, los niveles de los picos de expresion de GI estan ligeramente por debajo y ocurren
dos horas mas tarde que en dia corto, a las diez horas del comienzo de la luz y contintan
ciclando en fase bajo condiciones de luz continua y de oscuridad, lo que indica que esta
bajo control del reloj circadiano (Fowler et al., 1999). Los patrones de expresion
circadianos de G/ y los genes asociados al reloj LHY y CCAI, estan alterados en mutantes
gi, mostrando que GI se requiere para mantener la amplitud circadiana y la duracién del
periodo apropiada para esos genes (Park ef al., 1999). Mutantes gi presentan floracion
independiente del fotoperiodo, y alteracion del ritmo circadiano (Fowler et al., 1999). La
mutacion gi-/ también afecta a la sefializacion por luz del reloj, lo que sugiere que G/
participa en un bucle autoregulador del reloj circadiano de la planta (Fowler et al., 1999;
Park et al., 1999). En los ultimos afios se ha descrito que GI potencialmente participa en
una ruta secundaria de sefializacion de la luz hacia el reloj circadiano (Locke et al., 2005a;
Locke ef al. 2005b; Locke et al., 2006). GI regula el tiempo de floracidn en parte a través
de la regulaciéon del mRNA de CO. Los mutantes gi contienen niveles reducidos de mRNA
de CO (Suarez-Lopez et al., 2001), mientras que la sobreexpresion de G/ da lugar a altos
niveles de expresion de CO.

CO es un miembro de una familia génica de Arabidopsis formada por 17
miembros. La proteina que codifica CO contiene 2 regiones de 43 aminoacidos en el
extremo amino terminal de la proteina y un dominio carboxi terminal CCT (denominado asi
porque esta presente en proteinas CO, CO-like y TOC1) (Robson er al., 2001). Este
dominio es necesario y suficiente para la localizacidon nuclear de las proteinas de fusién a la

proteina fluorescente verde (GFP), GFP:CO o GFP:TOCI. Una mutaciéon que afecte al
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dominio CCT retrasa la floracion sin afectar la funcion de localizacidon nuclear, sugiriendo
que este dominio tiene funciones adicionales (Robson ez al., 2001). Los niveles del
transcrito de CO muestran un ritmo diurno a lo largo de los dias, con un pico bifasico entre
las 12 y 24 horas y los niveles maximos a las 16 y 24 horas. Este pico es mas estrecho en
dia corto, finalizando 4 horas antes (Suarez-Lopez et al., 2001). Los niveles de transcrito de
CO se expresan mas en dias largos que en dias cortos. Plantas en dia largo muestran un
ritmo circadiano en los niveles de transcrito de CO cuando se llevan a luz continua,
indicando que ese ritmo esta controlado por el reloj circadiano (Suarez-Lopez et al., 2001).
Ademas, mutantes del reloj circadiano, /hy, gi, y elf3, muestran un ritmo alterado en los
niveles de transcrito de CO que se correlaciona con su fenotipo de floracion. Por otro lado,
CO parece mediar entre el reloj circadiano y el gen F7. Observando la activacion de la
expresion de FT por CO, se propuso que la activacion post-transcripcional de CO por luz
debe llevar a la activacion de F'7T y en ultimo termino la floracion (Suérez-Lopez et al.,
2001). Este modelo sugiere que el reloj circadiano actia dentro de la via de fotoperiodo
para regular la expresion de genes que estan por debajo como son CO y FT (Suarez-Léopez
et al., 2001). De acuerdo con esto, plantas 35S.:FT pueden suprimir el efecto de mutantes
co. Sin embargo no se encontré ninguna mutacion que suprimiera totalmente el fenotipo
temprano de 35S::CO, sugiriendo que CO activa rutas paralelas (Onouchi, 2000). Cuando
se sobreexpresa constitutivamente CO se induce la floraciéon temprana, se aumentan los
niveles de expresion de FT'y SOCI (indicando que esos genes actian por debajo de CO) y
se pierde sensibilidad al fotoperiodo. Ademas, la sobreexpresion de CO se suprime
parcialmente en mutantes de los genes F7, SOCI y FWA (Onouchi, 2000).

En los ultimos afios se ha propuesto que criptocromos y fitocromo A, actuan al
final del dia estabilizando la proteina CO (Valverde et al., 2004). La estabilizacién de CO
por exposicion a la luz puede explicar como CO promueve la expresion de FT y asi la
floraciéon en dias largos. Se ha sugerido que la estabilizacién de la proteina CO esté
mediada por la proteina SUPPRESSOR OF PHY A-105 (SPA) (Laubinger et al., 2006).

FT se ha caracterizado como una diana temprana de CO (Samach et al., 2000), y
sus niveles de transcrito siguen un ritmo circadiano con pico a las 20 horas en dia largo
(Suarez-Lopez et al., 2001). En los ultimos afios se ha propuesto que el mRNA de FT se
transporta desde la hoja al meristemo apical e induce la floracidn, proponiendo a F'T' como
un componente de lo que se ha denominado como florigeno (Huang ef al., 2005, Corbesier

y Coupland, 2006). Sin embargo, estudios recientes revelan a la proteina FT como la sefial
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florigénica (Jaeger y Wigge, 2007; Lin ef al., 2007; Mathieu et al., 2007; Corbesier et al.,
2007). Mediante la fusidn de la proteina FT a GFP (green fluorescent protein) se comprobd
que la proteina de fusion FT-GFP es capaz de ser exportada a través del floema y
desacoplando los efectos del mRNA de FT y la proteina FT in vivo, se comprob6 que la
exportacion de la proteina FT a través del floema seria suficiente para inducir la floracion

(Mathieu et al., 2007).

3.2.- Via auténoma.

En la via autéonoma participan una serie de genes cuyos mutantes florecen
tardiamente en condiciones tanto de dia largo como de dia corto, es decir, son totalmente
independientes del fotoperiodo. Su floracién tardia puede ser adelantada con un periodo de
vernalizacion, lo que significa que se da una estrecha relacion entre la via auténoma y la via
de vernalizacion, de hecho, estas dos vias se disponen paralelamente y terminan
reprimiendo a FLC. Los genes que integran esta via actian todos sobre FLC (Koornneef et
al., 1998a), y no parece que actien de manera sucesiva, sino que lo reprimen agrupados. Se
ha comprobado mediante analisis epistaticos, que existen al menos dos grupos en esta via
que reprimen a FLC. Uno formado por FCA y FY y otro formado por FVE y FPA (Rouse et
al., 2002) y se piensa que el gen LD pueda constituir un tercer grupo, aunque este gen no es
activo en el ecotipo Landsberg erecta (Koornneef ef al., 1991). Ademas es posible que
exista otro grupo formado por genes de la via de fotoperiodo como son FHA, FE y FT
(Dean et al., 2002; Reeves y Coupland, 2001).

Como ya hemos apuntado previamente, en todos estos mutantes se han constatado
altos niveles de transcrito de FLC, lo que muestra, que estos genes son represores de FLC,
es decir, actian promoviendo la transiciéon a la floracion. Ademas, la represion se ejerce
directamente sobre FLC, y no sobre FRI, lo que reafirma la hipdtesis de que este gen actia
sinergicamente con FLC, pero no independientemente (Koornneef ef al., 1998a).

FVE codifica la proteina AtMSI4, relacionada con proteinas asociadas al
retinoblastoma en mamiferos y que podria participar en la represion transcripcional
mediante complejos histona deacetilasa (Kim et al., 2004; Ausin et al., 2004).

Por lo que a FCA se refiere, se conoce que éste gen actiia como un fuerte represor
en la via autéonoma. El producto de la transcripcién de este gen es una proteina con dos
dominios de unién a RNA y un dominio WW de interaccion con proteinas que podrian

funcionar en la regulacion post-transcripcional de transcritos implicados en el control del
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tiempo de floracion. Una de sus principales caracteristicas es que el RNA de este gen
experimenta procesamiento alternativo, por el cual produce cuatro proteinas diferentes, de
las cuales so6lo es activa, la llamada y-FCA, presente en una proporcion del 35%
(Macknight et al., 1997; Page et al., 1999, Quesada et al., 2003).

La funcion en ultima instancia de la via autonoma es reducir la expresion de FLC,
inducir la transcripcion de genes de identidad del meristemo como LFY y

consecuentemente, promover la transicion floral.

3.3.- Integracion de las rutas.

Cada una de las rutas genéticas regulan la floracidon en respuesta a diferentes
seflales ambientales, pero estas rutas finalmente convergen para regular la expresion de los
mismos genes. Todas las rutas de transicion a la floracion inducen, en tltima instancia, la
activacion transcripcional de un mismo conjunto de genes de identidad del meristemo
(Pifieiro y Coupland, 1998). LFY es el primero de estos genes que se expresa, y activa
directamente otros genes de identidad del meristemo, como AP (Wagner et al., 1999). La
via de transicidn a floraciéon dependiente del fotoperiodo y la de GA, inducen la expresion
de LFY, cada una por separado (Blazquez y Weigel, 2000). Se puede afirmar, por tanto, que
estas dos rutas convergen en LFY.

La convergencia entre la via del fotoperiodo y la auténoma también se ha
estudiado. Estas rutas estan claramente separadas hasta los genes FLC y CO. El gen SOC1,
que actua por debajo de CO, se activa por CO y se reprime por FLC (Hepworth ef al., 2002)
sugiriendo que ambas rutas convergen en SOCI (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000;
Samach et al., 2000; Michaels y Amasino, 2000). Ademas, SOC/ esta regulado por GA, y
por tanto representa un punto de convergencia de las tres rutas importantes de floracion
(Borner et al., 2000).

La expresion de F'7, un segundo gen del tiempo de floracion regulado por mas de
una ruta, se reduce en mutantes de la via de fotoperiodo y de la via autéonoma y se activa
mediante la sobreexpresion de CO, lo cual indica que FT actua por debajo de estas dos rutas
(Kardailsky et al., 1999; Kobayashi ef al., 1999; Samach et al., 2000). Como consecuencia,
la ruta del fotoperiodo y las rutas autéonoma y de vernalizacidon estan integradas en la
regulacion de FT y SOCI. Estas rutas difieren en sus contribuciones relativas a la

regulacion de estos dos genes.
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La funcién de los genes de floracion integradores de las rutas FT 'y SOCI es
activar la expresion de genes de identidad del meristemo, y promover asi la transicion a
floracion. SOCI activa directamente la expresion de LFY, mientras que F7 no actua sobre
LFY para regular su expresion, sino que actua en una ruta paralela. FT puede activar la
expresion de otros genes de identidad del meristemo como AP/ (Ruiz-Garcia et al., 1997).
Por tanto, la primera activacion de LFY y API puede que ocurra a través de rutas paralelas,
y la rapida y completa expresion de los genes de identidad del meristemo, puede requerir la

subsiguiente activacion directa de AP/ por LF'Y.
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Figura IV. Diagrama con las rutas de transicion a la floracion y los principales genes que las integran.

4) Respuestas a estrés en Arabidopsis thaliana.

Como parte del proceso evolutivo, las plantas han desarrollado multiples
mecanismos que les han permitido adaptarse a diferentes entornos ambientales. Para los
casos donde la adaptacion no es posible, la planta ha desarrollado también mecanismos que
le permiten defenderse de los distintos factores de estrés que comprometan su viabilidad o
supervivencia. Dichos factores de estrés pueden ser clasificados de acuerdo a su naturaleza
en factores de tipo abidtico, si lo produce algun factor ambiental, como son la exposicion a

temperaturas extremas, el estrés hidrico, la irradiacién con luz UV y la exposicioén a ozono,
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o de naturaleza bidtica, derivados de la actividad de un organismo vivo, entre los que se
encuentra el ataque de patdgenos como bacterias, virus y hongos, asi como el dafio
mecanico producido por insectos y por herbivoros.

Algunos de estos mecanismos de defensa son constitutivos, es decir, se encuentran
establecidos en la planta antes de suftir el estrés. Asi, la existencia en las plantas de una
serie de barreras defensivas de tipo estructural, tales como la propia pared celular o la
cuticula, las protegen de distintas condiciones adversas (Hiickelhoven, 2007). Sin embargo,
la defensa incluye también otros mecanismos mas sofisticados, en los que, tras la
percepcidn del factor de estrés, se activa de forma especifica una cascada de sefiales que
desencadenan una serie de cambios morfoldgicos, bioquimicos y fisiologicos, y que
requieren a menudo la activacién de un conjunto de genes cuyos productos proporcionan
proteccion, no solo a nivel local sino también, a menudo, sistémicamente en areas distales
(Shah et al., 1999). Esa corriente de informacion en forma de flujo de sefiales es lo que
constituye el proceso de transduccion de las sefiales defensivas. Cada una de estas sefales
intermediarias es capaz de inducir la expresion de multiples genes, por lo que muchas
respuestas de defensa comparten intermediarios comunes que establecen interacciones
reguladoras entre las diversas rutas de sefializacion.

Las moléculas tradicionalmente caracterizadas como reguladoras en procesos de
estrés son el acido salicilico (SA), el 4acido jasmodnico, el etileno y el acido abcisico (ABA)
(Zeevaart y Creelman, 1988; Pieterse et al., 2001; Kunkel y Brooks, 2002; Nandi et al.,
2003; Spoel et al., 2003; O'Donnell et al., 2003). SA estd implicado en la activacion de
defensas locales y en la resistencia sistémica adquirida (SAR) (Dempsey et al., 1999; Shah
et al., 1999), asi como en la irradiacion de las plantas con luz UV-C y la exposicién a 0zono
(Yalpani et al., 1994; Sharma et al., 1996). Los jasmonatos, ademas de actuar en la
resistencia a patdgenos necrotrofos (Thomma et al., 1999), estan implicados en otros
procesos como la elongacion de las raices, el desarrollo del polen, la dehiscencia de las
anteras, la maduracion de las semillas y la defensa contra los dafios producidos por herida,
ozono o insectos (Devoto y Turner, 2003). El etileno es la hormona vegetal de mayor
simplicidad estructural. A pesar de ello, juega un papel importante en la regulacion de un
amplio espectro de procesos tales como maduracion del fruto, senescencia de las hojas,
desarrollo de las semillas, y la respuesta a una serie de agentes estresantes ambientales
como frio, inundacion, herida y ataque por patdgenos (Abeles et al., 1992). El écido

abscisico tiene como funcion principal la adapatacion de las plantas a estrés, tanto de tipo
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bidtico como abidtico. Chen y colaboradores (1983) demostraron que intervenia en la
modulacién de la expresion de genes encargados de la respuesta adaptativa en plantas a
condiciones medioambientales adversas (inundacion, alta salinidad y frio). ABA participa
también en otros procesos fisiolégicos como el cierre de los estomas, abscision de hojas y
fruto, embriomorfogénesis, desarrollo de las semillas (interviene en la maduracion,
dormicién y crecimiento), sintesis y almacenaje de proteinas y lipidos, senescencia de las
hojas y defensa frente a patdgenos (Zeevaart y Creelman, 1988; Koornneef et al., 1989;

Hetherington y Quatrano, 1991; Ingram y Bartels, 1996).

5) Acido salicilico. Generalidades y biosintesis.

SA pertenece a un grupo muy diverso de sustancias conocidas como compuestos
fendlicos, que se caracterizan por poseer un anillo aromatico con un grupo hidroxilo o
derivados funcionales. En las plantas, los compuestos fendlicos, relacionados con el
metabolismo secundario, participan en gran cantidad de actividades como la regulacion del
crecimiento, desarrollo de la planta e interaccidon con otros organismos. Estos compuestos
son esenciales para la sintesis de lignina de la pared celular vegetal, pueden funcionar como
fitoalexinas y algunos han sido asociados con defensas quimicas de la planta contra
microorganismos, insectos y herbivoros. Ademds se ha propuesto que puedan funcionar
como moléculas sefializadoras de interacciones entre plantas y microorganismos
simbioticos (Chou y Patrick, 1976).

Diferentes estudios han mostrado la funcién relevante de SA en la regulacion de
diferentes procesos fisioldgicos y de adaptacion de las plantas (Harborne, 1980). SA se
encuentra en los tejidos de las plantas en forma libre o conjugada. Su alta constante de
disociacién y su pequefio tamafio lo hacen ideal para el transporte a larga distancia en el
floema. Por lo tanto, SA, a menos que sea activamente transportado, metabolizado o
conjugado, se transporta con facilidad, via tejido vascular, desde el punto de aplicacién o

sintesis hasta tejidos distantes.

Biosintesis del dcido salicilico en plantas.
Se ha propuesto la existencia de al menos dos rutas de biosintesis de SA en plantas.

En plantas solanaceas se ha caracterizado una ruta biosintética derivada de la ruta general
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de los fenilpropanoides que requiere la conversion de la fenilalanina en acido franms-
cindmico, catalizado por la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) (Verberne ef al., 1999)
y la posterior conversion del acido frans-cinamico en acido benzoico (Ribnicky et al., 1998;
Jarvis et al., 2000) y SA, sucesivamente (Yalpani et al., 1993; Ledn et al., 1993). Sin
embargo, la via mediada por PAL no parece producir todo el SA en las células de las
plantas, sugiriendo que debe haber rutas alternativas de biosintesis. En algunas bacterias, el
SA es sintetizado a partir de corismato via isocorismato. Las enzimas isocorismato sintasa
(ICS) e isocorismato piruvato liasa (IPL) catalizan los dos pasos de corismato a SA (Serino
et al., 1995). En Arabidopsis se ha comprobado la existencia de una ruta analoga a la
biosintesis bacteriana de SA. Un mutante sid2-/ afectado en el gen SALICYLIC ACID
INDUCTION DEFICIENT? (SID2), que codifica la ICS1 localizada en el cloroplasto, es
incapaz de sintetizar SA y de activar resistencia en respuesta a la inoculacidén con patégenos
(Wildermuth ef al., 2001). La aplicacion de SA complementa el defecto que tiene el
mutante sid2 para sintetizar SA y establecer la respuesta SAR, confirmando la implicacion
de SID2 en la sintesis de SA (Wildermuth ez al., 2001; Nawrath y Metraux, 1999).

El gen ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 5 (EDS5), codifica una proteina
que tiene homologia con la familia de transportadores que extruyen toxinas de la familia
MATE (Nawrath et al., 2002). En el mutante eds5/sidl la activacion de la sintesis de SA,
inducida por luz UV o por patogenos, asi como la correspondiente activacion de resistencia
quedan bloqueadas (Nawrath ef al., 2002). EDS5 puede haber evolucionado para
transportar compuestos fenolicos precursores de la biosintesis de SA. Los mutantes eds/
(enhanced disease susceptibilityl) y phytoalexin deficient 4 (pad4) comprometen también
la sintesis de SA en las interacciones planta-patdgeno (Jirage ef al., 1999; Feys et al., 2001),
y en mutantes constitutivos de la sefializacion por SA (Clarke et al., 2001; Jirage ef al.,
2001). eds! y pad4 bloquean también la expresion de EDSS5, activada por patdgenos,
sugiriendo que EDS1 y PAD4 preceden funcionalmente a EDS5 en la sintesis de SA.
Ademas, EDSS5 actua por encima de SID2 en la biosintesis de SA, ya que la expresion

inducida por patogeno de EDS5 no se ve alterada en el mutante sid?2.
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Figura V. Esquema de las rutas de biosintesis de SA.

6) Funciones del dcido salicilico.

SA ha sido ampliamente caracterizado como una molécula con actividad reguladora en
procesos de defensa de plantas frente a patogenos biotrofos. Las plantas responden al
ataque de patdgenos biotrofos activando la sintesis y acumulacién de SA (Malamy ef al.,
1990; Métraux et al., 1990). También se ha descrito la acumulacion de SA en respuesta a
determinados factores de estrés como la irradiacion de las plantas con luz UV-C y la
exposicion a ozono, promoviendo la expresion de genes PR y el aumento de la resistencia
en la planta (Yalpani et al., 1994; Sharma et al., 1996).

En los ultimos afios, se han identificado nuevas funciones para el SA, algunas de
las cuales estan relacionadas con el desarrollo. Entre éstas, se ha caracterizado que SA es un
regulador de la senescencia en hojas (Morris et al., 2000) y también que regula la transicion

a la floracion de plantas de Arabidopsis sometidas a estrés (Martinez et al., 2004).
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6.1.- Respuesta de la planta al ataque de patégenos. Acido salicilico y defensa.

En respuesta al ataque de patdgenos, las plantas sintetizan diferentes compuestos
que les confieren resistencia tanto a nivel local como a nivel sistémico. Entre estos
compuestos podemos encontrar: fitoalexinas, fitoancipinas, proteinas relacionadas con la
patogenicidad (PRs), algunos péptidos antibidticos y determinadas especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (como H,O, y NO). Muchos de estos compuestos proporcionan a la
planta una defensa efectiva de amplio espectro (Yoder ef al., 1993; Jackson y Taylor, 1996;
Yoder et al., 2001) y constituyen la inmunidad natural de las plantas a un gran nimero de
patégenos. Ademas de la inmunidad natural, las plantas disponen de mecanismos de
defensa inducibles que permiten hacer frente a infecciones de determinados patdgenos y
que viene genéticamente determinada tanto por parte de la planta (genes de resistencia “R ")
como del patdégeno (genes de avirulencia “Avr”) (Staskawicz et al., 1995). La interaccidén
especifica de ambos productos génicos es la responsable de la activacion de la respuesta
defensiva, tal y como propuso Flor en 1971 con la hipdtesis de la interaccion “gen a gen”.
En el caso de que no se produzca la interaccion “gen a gen”, por la falta de un gen R, o de
un gen Avr, o por deficiencias en el reconocimiento, la interaccion es de tipo compatible y
el patogeno escapa a la respuesta defensiva, invadiendo la totalidad del 6rgano afectado o la
planta entera (Staskawicz er al., 1995). En el caso contrario, cuando se produce el
reconocimiento “gen a gen” se dice que la interaccion planta-patdgeno es incompatible y se
activa una cascada de sefializacion que finalmente dara lugar al colapso o muerte celular de
aquellas células y tejidos situados en el sitio de inoculacion, impidiéndose de este modo la
propagacion del agente infeccioso. Este mecanismo se conoce como respuesta hipersensible
o HR (Agrios, 1988; Mathieu et al., 1991; Goodman y Novacky, 1994; Dangl et al., 1996).
El reconocimiento del patdgeno por parte de la planta es el principio de un complejo
proceso de sefializacion y transduccidn de sefiales a nivel celular. Estos cambios comienzan
a producirse de manera local en la zona donde se ha producido la invasion del patdégeno y
mas tarde se extienden de manera sistémica por toda la planta. Este fenomeno de muerte
celular programada que ocurre en el lugar de entrada del patégeno provoca la aparicion
posterior en toda la planta de una resistencia sistémica no especifica o resistencia sistémica
adquirida “SAR” (Ryals ef al., 1996). La SAR se caracteriza por ser de duracion larga
(desde dias hasta semanas dependiendo del patdgeno), por conferir proteccion en tejidos

distales a los puntos de infeccion inicial, por su inespecificidad al proporcionar resistencia a
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un amplio espectro de patogenos, por la acumulacion de SA y por la activacion de la
expresion selectiva y coordinada de un grupo caracteristico de genes de defensa (genes
SAR), que estaran directamente implicados en el establecimiento y mantenimiento de dicha
resistencia (Ward et al., 1991; Dong, 1998; Glazebrook, 1999; Glazebrook, 2001; Gozzo,
2003; Pieterse y Van Loon, 2004; Durrant y Dong, 2004; Grant y Lamb, 2006).

El conjunto mayoritario de proteinas defensivas sintetizadas en las plantas durante
dicha respuesta SAR pertenece a la familia de las proteinas PR, pero sélo los genes que
codifican proteinas PR acidas (PR-1, PR-2, PR-5) responden fuertemente a SA o cualquiera
de sus andlogos y se expresan tanto local como sistémicamente después de una infeccion
(Stintzi et al., 1993; Brederode et al., 1991; Van Loon et al., 2006). La adicion exdgena de
SA tanto a hojas de plantas de tabaco como de Arabidopsis thaliana induce la expresion de
un conjunto de genes SAR y por consiguiente una mayor resistencia de las plantas a
patdgenos (Ward et al., 1991). La induccion de resistencia en partes de la planta distantes
del sitio de inoculacidon inicial sugiere la existencia de una sefial que se desplazaria
sistémicamente dando lugar al establecimiento de SAR (Bi ef al., 1995). En un inicio se
propuso al SA como dicha sefial (Malamy et al., 1990; Metraux ef al., 1990), sin embargo
ciertos experimentos han demostrado que no es la sefial sistémica, aunque su presencia en
tejidos distales es absolutamente necesaria para la implatacion de SAR (Vernooij et al.,
1994). El papel central del SA en las defensas inducibles de las plantas se puso de
manifiesto con la utilizacion de las plantas transgénicas nahG. Estas plantas expresan
constitutivamente el gen bacteriano nahG, que codifica una salicilato hidroxilasa de
Pseudomonas putida, que convierte el SA en catecol. Las plantas nahG de tabaco y
Arabidopsis thaliana muestran una mayor susceptibilidad a una amplia gama de patégenos

(oomicetos, hongos, bacterias y virus) (Delaney et al., 1995; Kachroo et al., 2000).

6.2.- Acido salicilico y desarrollo. Termogénesis, senescencia y floracion.

La sintesis de SA y la sefializacion mediada por dicha molécula, participan no sé6lo
en respuesta a patdogenos sino a muchos otros factores ambientales y relacionados con el
desarrollo de las plantas. Se han descrito numerosos procesos relacionados con el
crecimiento y el desarrollo de las plantas regulados por salicilatos. Entre ellos, han sido
relativamente bien caracterizados tres procesos del desarrollo que parecen estar regulados

por salicilatos: la termogénesis (Raskin ef al., 1987), la senescencia de las hojas (Morris et
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al., 2000) y la transicion a la floracion de plantas de Arabidopsis sometidas a estrés

(Martinez et al., 2004).

Termogeénesis

En algunas plantas se ha observado un aumento de temperatura en lugares y
organos determinados. La termogénesis, o produccion de calor en las plantas, que descubrio
Lamarck en 1778 para el género Arum, actualmente se sabe que ocurre en estructuras
reproductivas masculinas de flores e inflorescencias de varias especies de angiospermas
(Meeuse y Raskin, 1988). Se comprob6 que el apice de la inflorescencia de la planta
Sauromatum guttatum, perteneciente al género Arum, en los dias préoximos a la antesis
generaba calor, que facilitaba la volatilizacion de sustancias volatiles como aminas (Smith y
Meeuse, 1966), que atraen a insectos polinizadores. En 1987, un andlisis espectroscdpico
del extracto calorigénico altamente purificado de flores masculinas de S. guttatum, indicé la
presencia de SA (Raskin et al., 1987). Por otro lado, la aplicacién exdgena de SA a
secciones del apice inmaduro, llevdo a un aumento de la temperatura de 12 °C. Este
incremento duplica, en magnitud y duracion, los incrementos de temperatura producidos
por el extracto calorigénico crudo, lo cual indica que SA es el responsable de la induccion
de la termogénesis. La cinética observada de acumulacidon de SA en el dpice se ajusta a la
proposicion inicial de Van Herk (1937) de que el calorigeno se produce en las flores
masculinas y se mueve al dpice de estas durante el dia anterior a la floracion. SA ademas,
produce grandes cantidades de aminas e indoles en el dia previo a la floracion (Raskin ef al.,
1987). En el dia anterior a la antesis, los niveles de SA aumentaron hasta 100 veces. El
nivel de SA comenz6 a aumentar por la tarde hasta alcanzar el maximo al anochecer. El
descubrimiento del papel de SA como regulador de la termogénesis fue la primera funcion

reguladora caracterizada para SA enddgeno.

Senescencia

La senescencia de las hojas es un proceso complejo controlado por multiples
sefiales del desarrollo y ambientales y se manifiesta con la expresion inducida de un gran
nimero de genes. La senescencia marca el final del estado de desarrollo de la hoja y se
inicia un periodo catabolico que permite la movilizacién de los nutrientes reciclados desde
la hoja a los drganos sumideros como flores o frutos. Morris y colaboradores (2000)

llevaron a cabo estudios que demostraron, por primera vez, que la ruta sefializadora de SA
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jugaba un papel en el control de la expresion de los genes durante el desarrollo de la
senescencia. Se utilizaron plantas de Arabidopsis afectadas en la ruta de sefializacion de SA
para investigar la expresion de los genes implicados en la senescencia, y un nimero de
genes mostraron sus patrones de expresion alterados. Estos cambios en los patrones de
expresion, acompafiados por retrasos en el amarilleo y reduccion de la necrosis, en plantas
mutantes, afectadas en la sefializacion de SA, sugerian la implicacion de SA en la muerte
celular que ocurre en el estado final de la senescencia. Morris y colaboradores (2000)
propusieron que en las hojas senescentes existen un minimo de tres factores de sefializacion
promotores de la senescencia, uno de los cuales es SA. Estudios recientes mediante la
comparacion de transcriptomas sugieren el papel de SA como regulador de la senescencia
natural y no de la senescencia forzada por oscuridad en hojas cortadas (Buchanan-
Wollaston et al., 2005). Recientemente se ha postulado que no sélo el SA como tal estd
implicado en el proceso de senescencia, sino que también el equilibrio entre SA y JA es
capaz de regular la funcién antagonica entre el factor de transcripcion especifico de
senescencia WRKYS53 y la proteina inducible por JA EPITHIOSPECIFYING
SENESCENCE REGULATOR (ESR/ESP) (Miao y Zentgraf, 2007).

Floracion

Ademas de regular la termogénesis en flores y la senescencia foliar, al final de la
década de los 70 y principio de los 80 se habia propuesto que SA podria ser una molécula
con actividad inductora de la floracion (Cleland y Ajami, 1974; Cleland y Tanaka, 1979;
Watanabe ef al., 1981). Los efectos protectores de SA sobre la conservacion de la flor
cortada se habian descrito desde hace tiempo, y aunque inicialmente se propuso que esto
era debido a que SA inhibe la biosintesis de etileno (observado en suspensiones celulares de
pera), también se observd que esta inhibicion era mayor en condiciones d&cidas.
Experiencias posteriores confirmaron que el efecto de conservacion de las flores cortadas se
debia mas a la acidificacion del medio que a una posible accion especifica de SA (Raskin,
1992).

El primer indicio de que SA podria estar implicado en la regulacion de la floracion
de las plantas, viene de los experimentos realizados con afidos que se alimentaban de brotes
vegetativos y reproductivos de la planta de dia corto Xanthium strumarum. Se partié de la
hipotesis de que un factor transportable por el floema que fuera el responsable de la

induccion de la floraciéon podia encontrarse en las secreciones de los afidos. Se probaron
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diferentes fracciones de las secreciones aplicandolas sobre plantas de Lemna gibba en
condiciones no inductivas de la floracién y se identificaron sustancias inductoras y
sustancias inhibidoras. Entre las sustancias activadoras se identifico a SA, el cual, a una
concentracion de 5,6 UM, causaba la maxima induccion de la floracién en Lemna gibba
(Cleland y Ajami, 1974). Los efectos de SA, potenciadores de la floracion, se demostraron
en otras especies de Lemna, tanto de dia largo como de dia corto (Cleland y Ajami, 1974;
Cleland y Tanaka, 1979; Watanabe y Takimoto, 1979). Pronto se realizaron mas
demostraciones de la influencia de SA en la floracion de plantas pertenecientes a otras
familias. SA aplicado en los 4pices de las plantas, asi como el GA; y el B-naftol, inducen la
formacién de yemas florales en Impatiens balsamina, una planta cualitativa de dia corto,
estrictamente bajo periodos no inductivos (Nanda y Sharma, 1976; Sood y Nanda, 1979). El
efecto de SA sobre el tiempo de iniciacion y el nimero total de yemas florales formadas fue
sinérgico con el efecto del GA y estuvo acompafiado por el incremento en el contenido de
ARN total (Kumar et al., 1981a), fosfatasas (Kumar et al., 1981b) y varias proteinas no
identificadas (Kumar ef al., 1981c) en los drganos vegetativos de las plantas tratadas. En
Arabidopsis thaliana se observd un sinergismo similar entre SA y GA; en la aceleracion de
la floracién (Goto, 1981). No obstante, el mecanismo mediante el cual SA induce la
floracion en plantas ha permanecido desconocido. Aunque no se ha propuesto un
mecanismo molecular que explicase la funcion reguladora del SA sobre la floracion, se
sugirié que SA podria inducir la floracion actuando como un agente quelante (Oota, 1975).
Esta hipotesis se basa en el hecho de que los agentes quelantes pueden inducir la floracién
en Lemnaceae (Oota, 1972; Venkataraman et al., 1970; Seth et al., 1970) y esta induccién
es similar al efecto inductor de la floraciéon que ejerce SA (Pieterse y Miiller, 1977). Sin
embargo, la actividad florigénica del acido benzoico (Fraser, 1981; Watanabe y Takimoto,
1979) y otros fenolicos no quelantes (Watanabe et al., 1981) sugiere que pueden estar
implicados otros mecanismos inductores de floracion.

La funcién de SA en la regulacién de la floracion, nunca ha sido correlacionada
con cambios en los niveles enddgenos de SA, ni se ha propuesto un mecanismo molecular
que la explicase. Recientemente, ha sido identificada una via que promueve la floracion
temprana en plantas de Arabidopsis sometidas a estrés a través de un proceso que requiere
la participacion de SA. De hecho, en ausencia de estrés, plantas sid2, eds5 y nahG,
deficientes en la sintesis y acumulacion de SA, muestran fenotipo de floracion tardia

comparados con plantas silvestres. Este retraso en el tiempo de floracidon se acentia en
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plantas crecidas en condiciones de dia corto. En los mutantes sid? y eds5 cultivados en dia
largo, es posible rescatar el tiempo de floracion del silvestre mediante aplicacion de SA o
activacion de su sintesis al irradiar con luz UV-C, lo que sugiere que la regulacion del
tiempo de floracion en Arabidopsis requiere la acumulacién endogena de SA (Martinez et
al., 2004).

De entre todos los agentes medioambientales testados que provocan estrés en
plantas de Arabidopsis thaliana cultivadas en condiciones de dia largo (temperaturas
extremas, sequia o alta irradiacion) sdlo la irradiacion con luz UV-C, que conlleva un
aumento en los niveles enddgenos de SA, fue capaz de acelerar la transicion a la floracion.
Al comparar los niveles de transcritos de genes marcadores de la sintesis de SA, SID2 y
PRI,y de genes inductores de la floracion CO, FT y SOCI en plantas silvestres y nahG
irradiadas con luz UV-C, se observo un aumento en los transcritos de SID2, PRI y FT en
plantas silvestres pero no en nahG. Esto sugiere que la sintesis y acumulacion de SA se
requieren para activar la transicién a la floracion mediante la irradiaciéon con luz UV-C y
que FT podria ser la diana para la funcion de SA como promotor de la floracién (Martinez
et al.,2004).

Plantas deficientes en SA tienen niveles de transcrito de FLC incrementados dos
veces en plantas cultivadas en condiciones de dia largo y tres veces si han sido cultivadas
en dia corto. Los niveles de transcrito de CO, FT y SOCI se reprimen en un 50 % en
plantas deficientes en SA cultivadas en condiciones de dia largo, mientras que cuando se
cultivan en dia corto sélo los niveles de FT se reducen. También se midieron los niveles de
transcrito de FLC en mutantes fve-3 y fca-9 y al aplicar SA se reducen los niveles de
transcrito de FLC. Estos datos proponen a SA como un regulador negativo del represor
FLC independiente de FVE y FCA y un activador de genes que promueven la floracion
como FT (Martinez et al., 2004).

Midiendo el tiempo de floracion de dobles mutantes de genes de la via de fotoperiodo y
autonoma con nahG se observé que solo los dobles co-1 nahG y fca-9 nahG son mas
tardios que sus parentales co-/ y fca-9 respectivamente. Luego SA parece interaccionar
tanto con la via dependiente de fotoperiodo como con la via autéonoma para regular la
floracion acelerada por estrés, y parece que estas funciones se ejercen a través de
mecanismos independientes de la funcién de genes de ambas rutas como CO, FCAy FLC'y

estrictamente dependientes de la funcion del gen FT (Martinez ef al., 2004).
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Objetivos

El presente trabajo pretende analizar la funcién del acido salicilico como regulador en la
interaccidn entre las respuestas a estrés y el control del tiempo de floraciéon en la planta

modelo Arabidopsis thaliana. Para ello se plantean los siguientes objetivos:

1. Caracterizacion del acido salicilico como un regulador endégeno de la transicion
entre el desarrollo vegetativo y reproductivo.

2. Identificacion de dianas moleculares reguladas por acido salicilico con potencial
funcién reguladora del tiempo de floracion.

3. Caracterizacion molecular y funcional de las dianas identificadas.
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Materiales y Métodos.

1) Material vegetal y condiciones de cultivo.

Para el estudio de la relacién entre SA y el tiempo de floracion se utilizaron
plantas de Arabidopsis thaliana del ecotipo silvestre Columbia (Col-0), asi como plantas
deficientes en la acumulacion (nahG), sintesis (edsJ y sid2) y sefializacion (npri-1) de SA.
También se utilizaron los mutantes de la via de fotoperiodo gi-2, co-1, socl y fi-4, mutantes
de la via auténoma como: fve-3, ld-1, flc-3 y fca9 y mutantes de pérdida y ganancia de
funcion del gen CCAIl (ccal-1 y CCAlox). Todas las plantas se encuentran en fondo
genético Col-0 a excepcion del mutante ccal-I que se encuentra en fondo genético
Wassileskija (Ws). Los ecotipos Col-0 y Ws se obtuvieron del NASC (Nottingham
Arabidopsis Stock Center). Los mutantes de tiempo de floracion co-1 y Id-1 se obtuvieron
del ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center; http://Arabidopsis.org). flc-3 y socl
fueron facilitados por los doctores R. Amasino y J.H. Ahn respectivamente. El mutante f#-4
fue aislado de la coleccion de mutantes de insercion de T-DNA Syngenta (SAIL 165 G11).
Las semillas nahG fueron facilitadas por Dr. J. Ryals, los mutantes sid2-1y eds5-3 por el Dr.
J.P. Métraux y fca-9 por la Dra. C. Dean. El Dr. J.M. Martinez-Zapater suministr6é los
mutantes gi-2 y fve-3. Los mutantes ccal-1 y la linea transgénica CCAlox fueron
originados en el grupo de la Dra. E.M. Tobin y proporcionados por el Dr. David Alabadi.
Las semillas de BGL2::GUS y npri-1 fueron facilitadas por la Dra. X. Dong. En el
apartado de variacién natural se utilizd6 una coleccion de 37 ecotipos silvestres de
Arabidopsis thaliana y una coleccion de RILs (lineas hibridas recombinantes) Col-(5/3) x

Nd-1 obtenidas del NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Center).

Las plantas se cultivaron en camaras de cultivo, bajo condiciones controladas de
fotoperiodo de dia largo (D.L.) (16 horas de luz, 8 horas de oscuridad) o corto (D.C.) (8
horas de luz, 16 horas de oscuridad), con iluminacién fluorescente (150 },LE/mzsl), una
temperatura controlada de 20 a 22° C y una humedad relativa del 50 al 60 %. Para el cultivo
in vitro de plantulas de Arabidopsis, las semillas se esterilizaron con una solucién de lejia al

30 % y Tween al 0,02 % durante 10 minutos y se lavaron exhaustivamente con H,O estéril.
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Una vez esterilizadas, se sembraron en placas Petri que contenian medio MS (Murashige y
Skoog, 1962), suplementado con agar (0,8 %) y sacarosa (1 %). Para realizar la seleccion
de plantas transgénicas, se afiadié al medio kanamicina (50 mg/L). Con objeto de favorecer
y sincronizar la germinacidn de las semillas se estratificaron un minimo de 72 horas a 4° C,
antes de ser transferidas a camaras de cultivo in vitro. Las plantas cultivadas in vitro
durante aproximadamente 10 dias se transfirieron a un sustrato compuesto por turba,
vermiculita y perlita en una proporcion 2:1:1. Tras varios dias en condiciones de alta

humedad para favorecer su enraizamiento, se cultivaron en las condiciones antes descritas.

2) Tratamientos realizados.

Aplicacion de compuestos.

Para la aplicacion de tratamientos, las semillas se germinaron y cultivaron en
medio MS liquido en placas de 24 pocillos. En cada pocillo se dispusieron entre 8 y 10
semillas y 1 ml de medio MS suplementado con sacarosa al 1 % (p/v). Estas semillas se
mantenian en condiciones de D.L. durante una semana, al cabo de la cual el medio se
renovaba mediante la adicion de 500 pl de medio fresco. A los dos dias de renovar el medio
se llevaba a cabo el tratamiento mediante adiciéon del compuesto al medio a la
concentracion final indicada. Las muestras se recogieron a los tiempos indicados en cada
experimento. En el estudio de respuesta de plantas Col-0 a diferentes fitohormonas o
donadores de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, las plantas se cultivaron in vitro en
medio sdlido durante 14 dias, tras los cuales se pasaron a medio liquido. En cada pocillo
que contenia 1 ml de medio MS suplementado con sacarosa al 0,5 % (p/v) se depositaron
cuatro plantulas durante 1 dia para su aclimatacidn, transcurrido ese tiempo se realizé el
tratamiento correspondiente en cada pocillo, recogiendo las muestras a las 0, 6 y 24 horas

de afiadir el tratamiento.

Irradiacion con luz UV-C.

Para estudiar el efecto de la irradiacion con luz UV-C sobre los niveles de
transcrito de algunos genes, se irradiaron plantulas a las cinco horas de luz del dia décimo
tras la siembra con luz UV-C (254 nm) mediante una camara de irradiaciéon con luz UV-C

de Amersham Pharmacia Biotech (San Francisco, CA, USA) aplicando una dosis de 200
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mJ/cm?. 24 horas después de la irradiacion, se recogieron muestras de las plantas irradiadas
y de sus controles no irradiados congelandolas en N, liquido y almacenandolas a - 80° C
hasta que el material fuera procesado. Para analizar el efecto en el tiempo de floracion, las
plantulas se irradiaron al quinto dia tras la siembra, asegurando asi que la irradiacion se
realizaba en un estadio de la planta anterior al cambio de fase vegetativo a reproductivo.
Dos dias después, tanto las plantas irradiadas como los controles respectivos no irradiados

se transfirieron a las condiciones de cultivo indicadas anteriormente.

Inoculacion con patégenos.

El analisis de la respuesta a la inoculacion con bacterias fitopatogenas de tipo
biotrofo se llevo a cabo empleando la cepa virulenta Pseudomonas syringae pv. tomato
(Pst.) DC3000. Las bacterias se cultivaron en medio so6lido Luria-Bertani (LB)
suplementado con kanamicina (50 mg/L). El cultivo bacteriano se incubd a 23° C de dia y
19° C de noche durante 48 horas tras las cuales se resuspendié en Cl,Mg 10 mM y se midid
la absorbancia, calculando el volumen necesario para tener finalmente una D.O.49pny = 0,1
(10* c.fu./ml). La inoculacion se llevo a cabo mediante la inmersion de plantulas que se
cultivaron en condiciones de D.C. durante dos semanas y se sumergieron durante 20
segundos en la solucién bacteriana. Tras la inoculacidn, se dejaron en condiciones de alta
humedad en D.C. durante 5 horas. Para cuantificar el crecimiento bacteriano se recogieron
4 réplicas de cada genotipo a 1 y 72 horas después de la inoculacion, cada réplica consta de
tres plantulas de peso conocido en 1 ml de C,Mg 10 mM con Silwet L-77 en una
concentracion de 200 ul/l. Se agitaron a 28° C durante 1 hora y se realizaron diluciones
seriadas en placas de 96 pocillos, que se sembraron posteriormente en placas de medio LB
con kanamicina (50 mg/L) y rifampicina (25 mg/L). Las placas se mantuvieron a 28° C
durante dos dias al cabo de los cuales se contd el nimero de colonias en las diferentes
diluciones y réplicas. Los datos asi obtenidos se representaron como la media y la
desviacion estandar del logaritmo de unidades formadoras de colonias por mg de peso

fresco (log (cfu/mg PF)) de cuatro réplicas.
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3) Aislamiento y manipulacion del DNA de plantas.

Extraccion de DNA.

El protocolo seguido para la extraccion de DNA genomico fue el descrito por
Edwards ez al. (1991), consistente en triturar las muestras a temperatura ambiente durante
15 segundos, tras los cuales se afiaden 400 pl del tampdn de extraccion TNES (200 mM
Tris HCI pH 7,5, 250 mM NacCl, 25 mM EDTA, 0.5 % SDS) y se agita vigorosamente
durante 5 segundos. Seguidamente, se centrifugan durante 1 minuto y 300 ul del
sobrenadante se pasan a un eppendorf nuevo al que se afiaden 300 pl de isopropanol. Tras
mezclar por inversion se mantienen a temperatura ambiente 2 minutos, seguidamente se
centrifugan durante 5 minutos y tras eliminar el sobrenadante se dejan secar a temperatura
ambiente para finalmente disolver las muestras en 100 pl de buffer 1 x TE (Tris 10 mM pH
8,0y EDTA 1 mM) o H,0.

Reacciones de amplificacion mediante PCR.

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron en un volumen
final de 25 pl empleando los siguientes componentes: tampdn de reaccion 1 x (Tris-HCI 75
mM pH 8,0, MgCl, 2 mM, KCI 5 mM, (NH4),SO,20 mM y 0,0001 % BSA), dNTPs 200
UM, 400 nM de los oligonucleétidos utilizados como cebadores especificos y 1U de DNA
polimerasa (Netzyme N.E.E.D.). Se utilizaron los termocicladores “Mastercycler Personal”
de Eppendorf y el “Gene Amp PCR System 24000” de Perkin Elmer. Para cada caso se
empled un programa adecuado en funcion de la secuencia de los cebadores y de la longitud

de los fragmentos amplificados.

Purificacion de DNA.

Para conocer el tamafio de los fragmentos de DNA amplificados en cada caso se
utilizaron electroforesis en geles de agarosa, generalmente al 1 % (p/v) (dependiendo del
tamafio esperado) tefiidos con bromuro de etidio, en tampoén 1 x TBE (Tris 88 mM, acido
borico 88 mM y EDTA 2 mM pH 8,0). Las bandas de DNA se visualizaron utilizando un
transiluminador UV. Se aislaron las bandas de interés y el DNA se extrajo con el sistema
“QUIAEX II” de QIAGEN. El sistema consiste primero en la disolucion de la agarosa,

seguida de la absorcion de los acidos nucleicos por particulas de silice en presencia de una
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alta concentracion de sales. La separacion del DNA de la resina se realizd mediante la
adicion de 20 pl de Tris-Cl 10 uM pH 8,5. Para la purificacion del DNA amplificado en
reacciones de PCR se utiliz6 el sistema “QIAquick” de QIAGEN. Este sistema se basa en la
union del DNA a membranas de silice en presencia de una alta concentracion de sales,

limpiando el DNA de contaminantes que no son retenidos por la columna.

Reacciones de ligacion.

Para las reacciones de ligacidon se siguid el protocolo de la T4 DNA ligasa de
Fermentas. Para optimizar las reacciones se emple6 una relacion estequiométrica 1:5 entre
vector e inserto. Para la realizacion de esta tesis, los vectores que se emplearon fueron:
pBluescript SK+ y el vector binario BinA7. Las reacciones de ligacién contenian en un
volumen final de 20 pl: entre 200 y 500 ng de vector y cinco veces mas cantidad (relacion
molar) del inserto, 2 ul del tampén de ligacion 10 x (Tris-HC1 400 mM, MgCl, 100 mM,
DTT 100 mM, ATP 5 mM, pH 7,8) y 5 U de la T4 DNA ligasa, completando el volumen
final con H,O. En el caso del vector BinA7, para la construcciéon de sobreexpresion se
utilizaron 250 ng de vector, mientras que para la construccion de RNAi se emplearon 500
ng de vector en la ligacidn. En el caso del vector pBluescript SK+, la ligacion se realizo con
200 ng de vector. La reaccion de ligacion se incub6 durante la noche a 22° C, inactivandola

posteriormente a 65° C durante 10 minutos.

4) Aislamiento y manipulacion de RNA.

Extraccion de RNA.

La extraccion del RNA de diferentes tejidos de Arabidopsis se realizd segun el
protocolo descrito por Logemann et al. (1987) con ligeras modificaciones. El RNA
obtenido se almacena a - 80° C hasta su uso posterior. E1 RNA total aislado mediante este
procedimiento se utilizé para analisis Northern, asi como para retrotranscripcion y posterior
PCR tanto cuantitativa como semicuantitativa. Para la extraccion de los RNAs de gran
pureza, que se emplearon para los andlisis con micromatrices de oligonucedtidos, se utilizo
el sistema Micro-to-Midi RNA Isolation Kit (Invitrogen). La cuantificacion del RNA se

realizéd midiendo la Aygp,m de 1 pl de RNA en un espectofotrometro NanoDrop ND-1000.
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Retrotranscripcion del RNA.

Partiendo de 1 pug de RNA total se retrotranscribidé mediante la enzima
transcriptasa reversa de Amersham. Para ello, al RNA total se le afiadio 1 ul del
oligonucleétido cebador Oligo dT (Roche) a una concentracién de 80 pM y H,O tratada con
DEPC hasta obtener un volumen final de 11 pl. Seguidamente se calentd durante 10
minutos a 70° C, y se dejd en hielo. Una vez frio se afiadid a la mezcla 4 pl del tampdn de
la transcriptasa reversa 5 x (Tris-HCI 250 mM pH 8,3 a 25° C, KCl 250 mM, MgCl, 20
mM, DTT 50 mM), 2 ul de dNTPs 10 mM, 20 U del inhibidor de RNasa y 1,5 ul de H,O
tratada con DEPC. Tras 10 minutos a 37° C se afiadié a la mezcla 50 U de la transcriptasa
reversa, se incub6 a 42° C una hora y finalmente, se inactivd la enzima calentando a 70° C
durante 10 minutos. Para obtener cDNA del transgen GUS al RNA total se le afladen 20 pM

del oligonucledtido cebador especifico reverso de GUS en lugar de Oligo dT.

PCR cuantitativa.

Para cuantificar los niveles de transcrito de los genes de interés mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR), las reacciones de PCR se realizaron en un volumen
final de 20 pl empleando los siguientes componentes: 300 nM de los oligonucleétidos
utilizados como cebadores especificos disefiados con el programa Primer Express para cada
uno de los genes a analizar (ver tabla I), 10 pl de la sonda SYBR®Green PCR Master Mix
de Applied Biosystems y 1 pl de las reacciones de retrotrancripcion (RTs) de las muestras a
analizar. Se utilizo el termociclador GeneAmp® PCR System 9600 de Applied Biosystems.
En todos los casos se empleo el programa de temperaturas recomendado por el fabricante
para los oligonucleétidos disefiados con el programa Primer Express. Inicialmente las
reacciones se mantuvieron durante 2 minutos a 50° C y 10 minutos a 95° C. A continuacioén
las reacciones se continuaron durante 15 segundos a 95° C y un minuto a 60° C; esta ltima
fase se repite 40 ciclos. Para cada una de las muestras se realizaron 3 réplicas y se
normalizaron los resultados con los oligos de la ACTINA 2/8. El resultado obtenido se

analiz6 con el programa 7000 System Software de Applied Biosystems.
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Gen Directo (5">3") Reverso (5 23°)
PcCC1 TATGGAGTGTATCTTCTGCTGCG TCTGATGTACAGAGGCTGGAGC
CCA1 CAGCCTTCTGCAACACCTGA TCCTGCTCCATCTGAACCCTT
SOcC1 CAACAGATTGAGCAACAGCTTGAG AGCTTCTCGTTTTCTGCAGCTAG

FT CAACCCTCACCTCCGAGAATAT TGCCAAAGGTTGTTCCAGTTGT
ACTINA 2/8 TTGTTCCAGCCCTCGTTTGT TGTCTCGTGGATTCCAGCAG
At1g06560 GAGCCCAGGTCTATGTGCCA TCTCAACATGGGCAGTGCAA
At1g44740 TCGGCTGGCCAAAAGAAATA TCGACCTCTCCTTGGCCTAG
At1g45616 GGAGATATCCACGCGCCTAG TGATGAATGAGGCAGTACGGC
At1g51190 CAACACAAGTGGAGGAGCCA TCCAAAGTCCGTCTCGGTG
At1g68840 CACGCCGAGAAACACTTTCC TTTAGTCACTGCCGGTGACG
At1g80440 GATGCTGATTGTGATCGGCA GCTTCACCGTATCCAGCCAA
At2g20670 CTCCGACGACGTTCTTTTCG TCCGGTGACTGGTTTCCTTC
At2g26530 CTTCTCCGACCGTCTTACGG GTGCCTGGAGTCTCTTCCCA
At2g40000 TCACCGTTCAAAATCGTCCC AGGTGCTGAACATGAGATCGG
At2g44130 TTGGTCAGAGTTCCGTTCCAA ACGGCAAACGGATCTCATG
At3g09870 AGCGAGAGAGGAATTCGGGT CATGGGATGGTCAGAGGTCC
At4g11280 ATCCGCGAGAGCAAATTGC GGTGGTTATCTCAGCGTGCC
At5g21940 CGTCTCAGTCGTCGTTGGGT CAGCCACCGAAAACGATCTC
At5g56550 TCTCCAAGAAACCCAACAGAACA TGGCTAGACAAGAGAGAACAGAGGA
At3g22235 GTT TCA GTT CCT CAC GCA TTG GGG TAA CCC GTAATC CATTCAC
At3g22240 ATG GTT TTT GGA AAG GAT GTT CAT CCA GGA CAC AAC AGC AGC

Tabla I. Oligonucledtidos especificos disefiados con el programa Primer Express para qRT-PCR.

Anadlisis Southern. PCR semicuantitativa.

Partiendo de las RT de cada una de las muestras a analizar, se realizaron las
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) en un volumen final de 20 pl empleando los
componentes indicados anteriormente y repitiendo el mismo programa de tiempos y
temperaturas indicado para cada pareja de cebadores especificos (ver tabla II) durante 25
ciclos. Para normalizar los valores obtenidos para cada gen, se utilizé el gen UBIQUITINA
10. La mezcla con los oligonucleodtidos especificos para este gen se afiadio al finalizar el
quinto ciclo de la PCR anterior, evitando asi su saturacion. Antes de transferir el DNA a la
membrana procedimos a desnaturalizarlo sumergiendo el gel en agitacion durante 20
minutos a temperatura ambiente en una solucién que contenia NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M.
Seguidamente se neutralizd manteniendo el gel en agitacion durante 20 minutos en una
solucion de NaCl 1,5 M y Tris-HCl 1 M, pH 8,0, a temperatura ambiente. Tras lavar y

equilibrar el gel con una solucion 20 x SSC se transfirio a la membrana por capilaridad.
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Gen Directo (5'>3) Reverso (5 23)
ICcS1 GGTGTCTGCAGTGAAGC CGTCCCGCATACATTCC
FT ACTATAGGCATCATCACCGTTCGTTACTCG ACAACTGGAACAACCTTTGGCAATG

UBQ10 GATCTTTGCCGGAAAACAATTGGAGGATGGT CGACTTGTCATTAGAAAGAAAGAGATAACAGG

PCC1 CAGAATGAATCAATCCGCGC ATACGCCGCAGCAGAAGATA
CCA1 CTTCCACGGGAAGAGGGAAGTCA TCACTCTCAGGTGTTGCAGAAGGCT
co ACGCCATCAGCGAGTTCC AAATGTATGCGTTATGGTTAATGG

Tabla II. Oligonucleétidos especificos empleados en RT-PCR semicuantitativa.

Anadlisis Northern.

Para el analisis Northern, a las muestras de RNA (10 pg) se les afiadio 10 pl de
formamida, 2,5 pl de tampén 10 x MEN (MOPS 200 mM, acetato sddico 50 mM y EDTA
20 mM, pH 7,0), 3 pl de formaldehido y bromuro de etidio (1 pl, de una solucion de 10
mg/ml, por cada 10 muestras). Antes de cargarlas en el gel, las muestras se desnaturalizaron
durante 10 minutos a 60° C. La separacion de los RNAs se llevdo a cabo mediante

electroforesis en geles de agarosa (1,5 %) con formaldehido segun se describe en Sambrook

et al. (1989).

Transferencia de DNA y RNA a membrana.

Tanto el DNA como el RNA se transfirieron a membrana de nailon Hybond-N
(Amersham Pharmacia Biotech) por capilaridad utilizando 20 x SSC y se dejé transfiriendo
entre 16 y 20 horas. Una vez finalizada la transferencia, los 4cidos nucleicos se fijaron a la
membrana mediante entrecruzamiento con luz UV-C (200 mJ/cm?) utilizando una camara

de irradiacién UV-C de Amersham Pharmacia Biotech (San Francisco, CA, USA).

Marcaje e hibridacion de sondas radiactivas.

Las sondas de DNA se marcaron radiactivamente utilizando el sistema
“Rediprime” con cebadores aleatorios, siguiendo las recomendaciones de la casa comercial
(Amersham Pharmacia Biotech) y utilizando a-(**P) dCTP. Para marcar la sonda de PCC]
se empled su cDNA completo, un fragmento de 246 bp, mediante la digestion con
EcoR1/Sall del clon U12683, obtenido del Arabidopsis Biological resource center (ABRC).

La sonda de JR2 se obtuvo a partir de un plasmido en pUC19 que contiene un fragmento de
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1,3 kb clonado en EcoRI (procedente del laboratorio del Dr. J.J. Sanchez-Serrano). La
sonda de PRI procede de un pldsmido en pBS donde el cDNA de PR/ esta clonado en
EcoR1/Xhol (donado por la Dra. L. Friedrich). El resto de sondas empleadas en esta tesis
son fragmentos del cDNA de cada gen obtenidas mediante RT-PCR, empleando para cada
una de ellas los oligonucledtidos especificos de cada gen (ver tabla III).

Antes de hibridar la membrana con la sonda radiactiva se prehibridé durante un
tiempo minimo de 3 horas a 42° C con una solucién que contenia tampon fosfato 0,25 M
pH 7,2, NaCl 0,25 M, SDS 7 % (p/v), EDTA 1 mM pH 8,0, 10 % PEG 6000, 100 pg/ml de
DNA desnaturalizado de esperma de salmén y 50 % de formamida (Amasino, 1986). La
hibridacién de la membrana con la sonda radiactiva se realizd durante toda la noche a 42° C
y con agitacion continua en horno de hibridacidon. Tras la hibridacion, las membranas se
lavaron con 3 x SSC y 0,5 % de SDS a temperaturas crecientes de 42° C, 55° C y 62° C.
Una vez lavadas, se envolvieron en membrana de plastico y se introdujeron en un casete al
que se le coloco una pelicula Hyperfilm (Amershan Pharmacia Biotech). Tras el tiempo de
exposicion oportuno a - 80° C, la autorradiografia se reveld mediante una procesadora
automatica (M-35-X-OMAT, de Kodak). Para cuantificar las sefiales marcadas
radiactivamente, las membranas se colocaron en un casete Fujifilm con placa de imagenes
Bas-IP, MP 2040S (20 x 40cm), analizandose con el equipo “Bio-imaging analyzer” BAS-

1500 de Fuyjifilm y utilizando el software Image Reader v 1.3.

Gen Fragmento cDNA
ICS1 374 bp
FT 364 bp
uBQ10 484 bp
PCC1 cDNA completo
PR1 cDNA completo
JR2 1,3 kb
CCA1 653 bp
co 479 bp

Tabla III. Fragmentos de cDNA empleados en el marcaje de las distintas sondas.

41



Materiales y Métodos

5) Manipulacion de microorganismos.

Obtencion y transformacion de células competentes de Escherichia coli.

Para la obtencién de células competentes DHSo de Escherichia coli para
transformacion por choque térmico, se inoculd una colonia de células DH5a en 1 ml de
medio LB incubandose durante toda la noche a 37° C en agitacion. Para obtener mayor
cantidad de solucién bacteriana se incubaron 500 pl del precultivo en 100 ml de LB durante
3 horas a 37° C en agitacion. El cultivo resultante se centrifugd a 5000 r.p.m. durante 10
minutos y a una temperatura de 4° C, resuspendiendo el sedimento obtenido en 20 ml de
CaCl, 50 mM frio. Esta suspension se mantuvo en hielo durante tres horas al cabo de las
cuales se centrifugd durante 10 minutos a 5000 r.p.m. y 4° C. Por ultimo, el sedimento
bacteriano se resuspendié en 10 ml de una solucion de CaCl, 50 mM-15 % de glicerol, para
su almacenaje se repartid en tubos eppendorf (200 pul por tubo), que se mantuvieron 5
minutos en N, liquido y se guardaron a - 80° C hasta el momento de su uso.

La transformacién de células competentes DH50. mediante choque térmico se
llevé a cabo segun se describe en Sambrook et al. (1989). Las células competentes se
descongelaron en hielo, donde permanecieron aproximadamente 20 minutos, al cabo de los
cuales y tras afadir el plasmido de interés, se incubaron en hielo durante 30 minutos.
Posteriormente, se sometieron a choque térmico permaneciendo a 42° C durante 30
segundos, afiadiendo después 0,8 ml de medio LB suplementado con 2 % (v/v) de glucosa 1
My 1 % (v/v) de Cl,Mg 1 M e incubdndolo durante 1 hora a 37° C y en agitacion a 1400
r.p.m. Finalmente, se sembraron en medio LB suplementado con los antibiéticos adecuados
segun el tipo de plasmido utilizado, e incorporando al medio el sustrato cromogenico X-Gal
y el inductor IPTG en caso de ser necesario. Las placas se incubaron toda la noche a 37° C.

Para la obtencién de células competentes DHSo. de Escherichia coli para
transformacion por electroporacion se inoculd una colonia de células DHS5o en 1 ml de
medio LB incubandose durante 3 horas a 37° C en agitacion, tras las cuales se incubaron 10
ul del precultivo en 5 ml de LB durante toda la noche en agitacién a 37° C. A 500 ml de LB
se afiadi6 el precultivo y se mantuvo a 37° C en agitacion hasta una Aggonm entre 0,5 y 0,7.
Se enfriaron las células en hielo durante 30 minutos. El cultivo resultante se centrifugd a

5250 r.p.m. durante 15 minutos a una temperatura de 4° C y se resuspendi6 el sedimento
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obtenido en 500 ml de glicerol al 10 % frio. Para concentrar el cultivo bacteriano, se volvid
a centrifugar 3 veces en las condiciones anteriores resuspendiendo el sedimento obtenido
cada vez en volumenes decrecientes de glicerol al 10 % frio (250, 10 y 1,5 ml). Para su
almacenaje se repartio en tubos eppendorf (40 pl por tubo), que se mantuvieron 5 minutos
en N, liquido y se guardaron a - 80° C hasta el momento de su uso.

Para la transformacion de células competentes DHS5o por electroporacion
utilizando el electroporador 2510 de Eppendorf, una vez se descongelaron en hielo las
células competentes, se afiadid el plasmido de interés y se incubaron en hielo dentro de la
cubeta de electroporacion, seguidamente se da un pulso de corriente de 1800 V, se afiade 1
ml de LB a la cubeta y se deja incubando 1 hora a 37° C en agitacion. Por tltimo, el cultivo
se sembrd en medio LB suplementado con los antibidticos adecuados segun el tipo de
plasmido utilizado, e incorporando al medio el sustrato cromégenico X-Gal y el inductor

IPTG en caso de ser necesario. Las placas se incubaron toda la noche a 37° C.

Obtencion y transformacion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens.

Para la obtencién de células competentes de Agrobacterium tumefaciens
C58PMPI0, se preparo un precultivo procedente de una colonia de una placa reciente en un
matraz de 100 ml que contenia 5 ml de LB suplementado con el antibidtico rifampicina (50
mg/L), manteniéndolo en agitacion (220 r.p.m.) durante toda la noche a 28° C. El precultivo
se transfirio posteriormente a un matraz de 1 litro que contenia 200 ml de LB con
rifampicina, manteniéndolo en agitacion a 28° C durante aproximadamente 5 horas. El
cultivo resultante se centrifugé a 5000 r.p.m. durante 10 minutos y a 4° C, resuspendiéndolo
posteriormente en 100 ml de tampon TE (Tris 10 mM pH 8,0 y EDTA 1 mM). La
suspension bacteriana se centrifugdé a 5000 r.p.m. durante 10 minutos y a 4° C,
resuspendiéndola en 10 ml de LB. Esta suspension se repartid en partes alicuotas en tubos
eppendorf (500 ul por tubo), que se congelaron en N, liquido y se mantuvieron
almacenados a - 80° C hasta el momento de su uso.

Para transformar las células competentes de Agrobacterium, se descongeld una
alicuota en hielo a la que se le afiadi6 entre 0,1 y 1 pug del DNA plasmidico de interés. A
continuacion, las células se mantuvieron 5 minutos en hielo, al cabo de los cuales se
pasaron a N, liquido donde estuvieron 5 minutos mas, incubandolas finalmente a 37° C

durante otros 5 minutos. Después, y tras afiadir 1 ml de medio LB, las células se incubaron
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a 28° C durante una hora en agitacidén, sembrandolas finalmente en medio LB con el

antibidtico de seleccion adecuado. Estas placas se incubaron a 28° C durante dos dias.

Aislamiento, purificacion y digestion de plasmidos bacterianos.

Para la obtencion de DNA plasmidico a media escala, se inoculd una colonia en
100 ml de medio LB con el antibiético adecuado, cultivaindose en agitacion a 250 r.p.m. y
37° C durante toda la noche. Para aislar el DNA plasmidico se siguié el protocolo de
purificacion de plasmidos de QIAGEN, que se fundamenta en un procedimiento de lisis
alcalina, seguido por la unién del DNA plasmidico a resinas de intercambio aniénico bajo
condiciones de baja concentracion de sales y pH adecuado. Mediante lavados con
concentraciones medias de sal se elimina RNA, proteinas e impurezas de bajo peso
molecular. El DNA plasmidico se recupera mediante un tampo6n con elevada concentracion
de sales y posteriormente, se concentra y eliminan las sales mediante una precipitacion con
isopropanol. Para el aislamiento de DNA plasmidico de cultivos de A. tumefaciens, el
sedimento bacteriano se resuspendi6 en 100 pl de un tampon de lisis frio (Tris-HClI 50 mM
pH 8,0, EDTA 10 mM pH 8,0, sacarosa al 20 % (p/v) y 4 mg/ml de lisozima),
manteniéndolo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron
200 pl de una solucién compuesta por NaOH 0,2 M y 1 % de SDS que se mezclaron y se
dejaron 10 minutos en hielo. Transcurrido ese tiempo se afiadieron 150 pl de acetato sddico
3 M, pH 4,8, mezclandolo bien y dejandolo 30 minutos en hielo. Tras centrifugar durante 7
minutos, se paso el sobrenadante a un nuevo tubo al que se afiadio un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1, se agitd vigorosamente y se centrifugd
durante 2 minutos. Una vez finalizada la centrifugacion se separd la fase superior. Tras
repetir la extraccion fendlica 2 veces mas, al extracto acuoso obtenido se le afiadié 1/10 del
volumen de acetato sédico 3 M, pH 4,8 y dos volimenes de etanol 100 % para precipitar el
DNA. Se mantuvo 30 minutos a - 20° C, se centrifugé durante 15 minutos, se lavd el
precipitado con 500 pl de etanol 70 % (v/v) y se centrifugd 3 minutos mas. Posteriormente,
se retird el sobrenadante, se seco el precipitado a temperatura ambiente entre 20 y 30
minutos y se resuspendio en 20 ul de agua.

La digestion del DNA con enzimas de restriccion se hizo atendiendo las

especificaciones del proveedor (MBI Fermentas), durante un tiempo minimo de 2 horas y

44



Materiales y Métodos

maximo de 24, y a la temperatura adecuada para cada enzima. Las reacciones se detuvieron

mediante inactivacion térmica de las enzimas a 70° C durante 10 minutos.

6) Generacion de lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana.

Generacion de las construcciones.

Las construcciones que se realizaron fueron: a) 355:PCCI, en la que el cDNA
completo de PCC1 (246 bp) en orientacion sentido se clond en el vector binario BinA7,
bajo el control del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor y el
terminador de la octopina sintasa, que contiene el gen que confiere resistencia a kanamicina
para la seleccion en planta; b) RNAi PCCI, en la que se realizd la construccion aislando el
casete que contenia la region donde se insertaron las 2 copias de cDNA y la horquilla de
separacion mediante digestion con Xhol/HindIll del vector pGSA1285 y se clond en el
vector pBluescript SK+. Tras subclonar 2 copias del cDNA completo de PCCI en
orientacion sentido y antisentido en el vector pBluescript SK+ modificado, se aislo la
construccion completa digiriendo con Kpnl/Xbal y se clond en el vector BinA7, bajo el
control del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor y el terminador de
la octopina sintasa, que contiene el gen que confiere resistencia a kanamicina para la
seleccion en planta. En la amplificacion del cDNA completo de PCCI se utilizaron oligos
degenerados que introducian sitios de corte en la secuencia amplificada para clonar en el

vector pBluescript SK+ dirigiendo la orientacion del inserto.

SpeAscPCCIF->  5’gga cta gtg gecg cge cat gaa tca atc cge ge 3”7
BamSwaPCCIR—> 5’ggg gat cca ttt aaa tct ctg atg tac aga gg 3”

Transformacion de Arabidopsis thaliana.

Las plantas de Arabidopsis thaliana, ecotipo silvestre Columbia (Col-0), y los
mutantes fve-3 'y co-I se transformaron mediante infiltracion con Agrobacterium
tumefaciens, transformado con cada una de las construcciones 35S:PCCI y RNAi PCCI. El
protocolo de transformacién que se siguid fue el de infiltracion a vacio de las

inflorescencias (Bechtold y Pelletier, 1998).
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Analisis genético para la identificacion de plantas homocigotas.

Las semillas obtenidas de las plantas infiltradas con Agrobacterium, transformado
con las construcciones 35S:PCCI1 y RNAi PCCI, se sembraron en placas Petri conteniendo
medio MS suplementado con 50 mg/L de kanamicina. El proceso de selecciéon es muy
sencillo ya que las plantas que no poseen el gen NPTII de detoxificacion para la kanamicina
sufren un retraso en el crecimiento, con escaso desarrollo radicular y cotiledones que no
adquieren la coloracion verde caracteristica, muriendo finalmente sin haber desarrollado las
primeras hojas verdaderas. Los transformantes (T1), resistentes a kanamicina, se
transplantaron a tierra, se autofecundaron y cinco semanas después se recogieron las
semillas que se sembraron de nuevo en placas Petri con medio MS suplementado con
kanamicina, a fin de analizar la segregacion en la generacion T2. La seleccion de las lineas
con una sola integracion del transgen se fundamenta en la eleccion de la descendencia (T2)
que se ajuste a una segregacion 3(Kan+):1(Kan-), segtin las leyes mendelianas para un solo
gen dominante, constituyendo cada uno de los transformantes y su descendencia una linea.
Aquellas de las que se obtuvo una descendencia (T3) con el 100 % de plantas resistentes a
kanamicina, constituyeron las lineas homocigotas y fueron seleccionadas para realizar
estudios fenotipicos y moleculares. Con objeto de identificar la presencia del transgén y del
gen enddgeno, y cuantificar la cantidad aproximada de los mismos en las diferentes lineas
generadas, se llevaron a cabo andlisis qRT-PCR. Para ello, se emplearon los oligos qPCC1-
IR y qPCCI1-1F que detectan el trasgén en las lineas de sobreexpresion y los oligos qPCC1-
2R y qPCC1-2F en las lineas de RNAi PCCI que solo detectan el transcrito endégeno.

qPCCI1-1F - 5’ tat gga gtg tat ctt ctg ctg cg 3”
qPCC1-1R = 5’ tct gat gta cag agg ctg gagc 3’
qPCC1-2F - 5" tgc tce agce cte tgt aca tca 3°
qPCC1-2R = 5’ cga ctt ctg tct cat cat gct ga 3°

7) Analisis fenotipico de las lineas transgénicas generadas.

Una vez identificadas las lineas que mostraban niveles reducidos del transcrito

enddgeno, en el caso de las lineas RNAi PCC1, y una fuerte acumulacion del transgén, en el

caso de las lineas de sobreexpresion, se procedid a realizar un estudio fenotipico de las
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mismas, comparadas con plantas silvestres no transformadas como control. Se analizaron
los tres parametros siguientes: el tiempo de floracion en presencia y ausencia de estrés por
luz UV-C, la senescencia inducida por oscuridad y la resistencia frente a bacterias
fitopatdgenas biotrofas Pseudomonas syringae pv. tomato.

El tiempo de floracién se calculd mediante el recuento del numero total de hojas, las
de la roseta mas las caulinares, a la subida a flor de la planta, parametro que en Arabidopsis
se ha demostrado que es proporcional al tiempo de floracion (Koornneef ef al., 1991). Esto
se hizo tanto en ausencia como en presencia de estrés.

Para analizar la senescencia de las lineas transgénicas se realizaron experimentos de
senescencia inducida por oscuridad, con hojas de roseta escindidas de plantas con
aproximadamente entre 3 y 4 semanas, que se mantenian en condiciones de alta humedad
en placas Petri, en oscuridad total. Las hojas correspondientes a las diferentes lineas
transgénicas comparadas con las plantas control no transformadas, se fotografiaron a los 0,
3,5,7y 11 dias de iniciar el experimento.

Con objeto de cuantificar la resistencia de las lineas generadas frente a
Pseudomonas syringae, se inocularon las plantas mediante inmersion en una suspension
bacteriana y posterior cuantificacion del crecimiento bacteriano por comparacion del
contenido en bacterias inmediatamente después de la inoculacién y a las 72 horas de la

inoculacién.

8) Cuantificacion de los niveles de dcido salicilico.

La determinacion de los niveles de SA (Yalpani ef al., 1994) se hizo a partir de
muestras de 0,5 g de hojas de roseta (3 réplicas) en cada una de las muestras a analizar.
Para obtener los extractos de SA, las muestras se trituraron en N, liquido y tras hacer una
extraccion metanolica se secaron a vacio. Una vez secas se resuspendiod el residuo en 1 ml
de 4cido tricloroacético al 5 %, se decanto el sobrenadante y seguidamente se realizd una
doble extraccidon organica afiadiendo 1 ml de una mezcla de disolventes organicos
(etilacetato:ciclopentano:isopropanol en una proporcion 100:99:1). La fase acuosa se secd a
vacio en Speed Vac SPD121P de Termo Savant y el residuo se resuspendié en metanol al

55 %.

47



Materiales y Métodos

En el analisis por Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) en fase
reversa, se utilizé como eluyente un gradiente de concentraciones de acido acético (HAc)-
metanol (MeOH) durante los primeros 20 minutos con un porcentaje de concentracion
decreciente de 100 % a 0 % en HAc y un porcentaje creciente de 0 % al 100 % en MeOH,
seguidos de 10 minutos de MeOH al 100 %. El sistema tenia acoplado un detector de
fluorescencia funcionando a Aeitacion SA= 313n1M ¥ Aepision SA= 405nm. Para determinar el
contenido en SA de las muestras se utiliz6 una curva patrén que establecid una relacién
entre area de pico al tiempo de retencion del SA y su concentracion. El rango de
concentraciones de SA en la curva patrén va de 0,02 a 1 ug. Obteniéndose un coeficiente de

correlacion de 0,9969.

9) Deteccion de la actividad B-glucuronidasa.

Para la deteccion in situ de la actividad B-glucuronidasa se infiltraron a vacio los
tejidos frescos durante 20 minutos en una solucidon que contenia 0,5 mg/ml de X-glucA (5-
bromo-4-cloro-3-indolil glucurénido), Triton X-100 (0,01 %, v/v) y ferrocianuro y
ferricianuro de potasio 0,5 mM, todo ello en tampdn fosfato 80 mM a pH 7,2 e incubandolo
a 37° C entre 10 y 16 horas. Posteriormente, los tejidos se destifieron mediante lavados
sucesivos con etanol al 70 % (v/v). Una vez desteiiidos, se observaban con una lupa SMZ
800 (Nikon) registrando las imagenes mediante una cdmara Colorview 12 (SIS) y

procesando las imagenes mediante el programa Analysis (SIS).

10) Anailisis transcriptomico mediante micromatrices de oligonucledtidos.

Se extrajo el RNA total procedente de cuatro experimentos independientes de
plantulas deficientes en SA (nahG, sid2-1 y eds5-3) y el ecotipo silvestre Col-0, cultivadas
in vitro en condiciones axénicas durante 10 D.L. y recogidas a las 5 horas de luz del décimo
dia. El RNA total se aislo y purificé utilizando el sistema de Purificacion Micro-to-Midi de

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Los RNAs se amplificaron y se marcaron con Cy3 y CyS5.
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Para el analisis de micromatrices, se utilizd la coleccion de oligonucleotidos 70-meros
proveniente de Qiagen-Operon impresa en cristales Telechem tratados con superamina
aminosilano como se describe en (http://ag.arizona.edu/microarray/methods.html). Las
micromatrices se hibridaron en el Servicio de Transcriptomica de la Unidad de Gendmica
del C.N.B. (Centro Nacional de Biotecnologia); (http://www.cnb.uam.es/%7Egenomica/) y
se analiz6 con el programa GenePix Pro (http://www.axon.com/
GN_GenePixSoftware.html). El analisis estadistico se realizd mediante el programa Solar

System de Bioalma (Madrid; http://www.almabioinfo.com/).

11) Aplicaciones bioinformadticas.

Las herramientas bioinformaticas que se han utilizado en la presente Tesis han sido:

e TAIR (Arabidopsis Information Resource; http://www.Arabidopsis.org): busqueda de
toda aquella informacion relacionada con el genoma de Arabidopsis.

e Clustalw (http://www.ebi.ac.uk/clustalw): para realizar alineamientos entre varias
secuencias.

e Nucleotide Blast search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/): para comparacién de
secuencias de nucledtidos en el NCBI.

e  Protein Blast search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/): para comparacion de secuencias
de aminoacidos en el NCBIL

e  Genevestigator (http://genevestigator.ethz.ch/): para la busqueda de informacion de
patrones de expresion de los genes de interés. Contiene datos de experimentos
realizados con micromatrices de oligonucleotidos.

e Alignment (http://www.ebi.ac.uk/emboss/align): Para comparar 2 secuencias entre si.
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1) Correlacion entre niveles endogenos de Acido Salicilico y transicion floral.

SA ha sido caracterizado como una molécula con actividad reguladora en procesos de
defensa de plantas frente a patdgenos biotrofos. En concreto, SA es un componente esencial
en la ruta de sefializacidn que conduce a la activacion de la resistencia sistémica adquirida
(SAR), por la cual una planta, tras una infeccion patogénica primaria, se hace mas resistente
a siguientes ataques de patdgenos (Malamy ef al., 1990; Delaney et al., 1994; Reymond y
Farmer, 1998; Glazebrook ef al., 2001). Ademas de esta funcion reguladora de defensa,
también se propuso que SA podria regular la floracion en plantas (Cleland, 1974; Cleland y
Ajami, 1974; Goto, 1981). Sin embargo los mecanismos por los que SA actuaria como
inductor de la floracién no se conocen. En los ultimos afios, se ha propuesto que SA es un
regulador de la transicion a la floracién en plantas de Arabidopsis thaliana, ya que mutantes
de Arabidopsis thaliana deficientes tanto en la sintesis como en la acumulacion de SA
florecen mas tarde que plantas silvestres en condiciones fotoperiodicas de dias largos
inductoras de la floracion (Martinez et al., 2004). El fenotipo de floracion tardia de los
mutantes deficientes en SA sugiere que pudieran ser cambios en los niveles enddgenos de
SA los que regulen la transicion a la floracion. Por otro lado, la irradiacién con luz UV-C
de plantulas da lugar a floracion acelerada en plantas Col-0 pero no en plantas nahG
incapaces de acumular SA, lo que indica que la floracion acelerada en respuesta a estrés
causado por la irradiacion con luz UV-C se correlaciona directamente con el aumento en

los niveles enddgenos de SA (Martinez et al., 2004).

Con el objeto de establecer una relacion entre los niveles endégenos de SA y el
tiempo de floracion, exploramos la conexion entre cambios en los niveles endogenos de SA
o de alglin evento relacionado con esta molécula en plantulas durante el periodo en que se
da la transicion de la fase vegetativa a reproductiva. El cambio de fase de desarrollo ocurre
en un grupo de células que constituyen el meristemo apical del tallo. De ser este tejido la
diana donde el SA regularia dicha transicion deberiamos determinar cambios en el
contenido de SA especificamente en el meristemo apical. La determinacion de SA en una

localizacién tan especifica utilizando los métodos analiticos tradicionales resulta
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impracticable. Para detectar pequefios y localizados cambios en los niveles enddgenos de
SA hemos utilizado plantas transgénicas (pBGL2:GUS) en las que el gen testigo GUS que
codifica la B-glucuronidasa se encuentra bajo el control del promotor del gen S-glucanasa 2
(BGL2) inducible por SA (Dong et al., 2001). Se recogieron muestras cada dia durante dos
semanas de plantas pBGL2:GUS cultivadas en condiciones de dias largos (dieciséis horas
de luz y ocho horas de oscuridad) para analizar la expresion del gen GUS. En los ocho
primeros dias tras la siembra no se detecto el transcrito de GUS. El noveno dia empezo a
detectarse acumulacion del transcrito GUS y se observo una fuerte induccién del transgen al
dia diez para luego decaer (Fig. 1 a). Se realiz6 un segundo analisis acotando el intervalo
temporal que corrobor6 el décimo dia tras la siembra como el dia en que se da una mayor
induccion del transgen GUS. La induccion maxima se alcanzo entre las cuatro y las ocho
horas desde el comienzo de la fase de luz del décimo dia (Fig. 1 a). Para analizar si los
cambios en los niveles observados del transgen GUS ocurren en los tiempos indicados sélo
en condiciones inductoras de la floracion, se cultivaron plantas pBGL2:GUS en condiciones
fotoperiddicas de dias cortos no inductoras de la floracion. Una vez las plantas tuvieron
alrededor de 15 hojas de roseta se transfirieron a condiciones fotoperiodicas de dia largo
inductoras de la floracion. Se recogieron muestras a distintos tiempos después de la
transferencia a dias largos y se analizo la actividad GUS, mediante tincion con el sustrato
cromogénico X-gluc, de los apices de las plantas. Se detectd un incremento en la actividad
GUS alrededor del dia diez desde la transferencia de las plantas a condiciones inductoras
(Fig. 1 b). Este incremento se vié acompaifiado de la induccion de la expresion del gen
ICS1/SID2 (Fig. 1 b), que codifica la isocorismato sintasa 1 encargada de sintetizar SA en
Arabidopsis (Wildermuth e al., 2001), asi como de la expresion del gen activador de la
floracion FT (Fig. 1 b). En estas plantas, el tejido vascular y las células situadas
inmediatamente por debajo del meristemo apical mostraron una fuerte tincidon constitutiva
en todos los tiempos analizados que se incrementd al décimo dia tras el cambio de
condiciones fotoperiodicas (Fig. 2). Un incremento en los niveles de SA en el meristemo
apical y en el tejido vascular puede ser indicativo de un incremento de su sintesis en dicha
localizacion o bien de un incremento de la sintesis en las hojas y de su posterior transporte a
través del tejido vascular hasta el dpice. Al analizar los niveles endogenos de SA en las
hojas antes y después de la transferencia de las plantas cultivadas en dias cortos a dias
largos, se detectd que el contenido basal de SA libre en plantas cultivadas en dias cortos es

muy bajo y se duplica en los 10 primeros dias después de la transferencia a condiciones
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inductoras (Fig. 1 c). A partir de entonces el contenido en SA de las hojas tiende a

estabilizarse en torno a 130 ng/g de peso fresco de hojas (Fig. 1 c).
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Figura 1. Cambios en el contenido basal de SA se correlacionan temporalmente con la transicion del

estado vegetativo a reproductivo.

(a) Los niveles del transcrito GUS fueron analizados por RT-PCR utilizando un oligo reverso

especifico de GUS para la retrotranscripcion del RNA. El RNA se aislé de plantas pBGL2:GUS

cultivadas en condiciones de dia largo. Cuando se indica, las muestras se recogieron a distintos dias

tras la germinacion (d.p.g.) o a distintas horas desde el amanecer (h) en condiciones de D. L. (b)

Plantas pBGL2:GUS se cultivaron en condiciones de dias cortos y con 15 hojas de roseta se

transfirieron a condiciones de dias largos. A distintos tiempos en condiciones inductoras se cortaron

los épices y se tifieron para medir la actividad GUS. Los niveles de transcrito de /CS1 y FT se

analizaron por RT-PCR a partir de RNA total aislado de apices a los distintos tiempos que se indican.

Los niveles de transcrito del gen ubiquitina 10 (UBQ) se incluyeron para normalizar los resultados. (¢)
Cuantificacion de SA libre en hojas de plantas a distintos dias tras transferir las plantas a condiciones

inductoras de la floracion. SA se analizé por HPLC acoplado a un detector de fluorescencia como se
describe en Materiales y Métodos, utilizando una curva patron para estimar la concentracion en cada
muestra. Los puntos representan el contenido medio de SA en nanogramos por gramo de peso fresco
de cuatro réplicas. Las barras de error representan el error estandar.
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Figura 2. Analisis de la expresion GUS en plantas cultivadas en dia corto.

Plantas pBGL2:GUS se cultivaron en condiciones de dias cortos y con 15 hojas de roseta se
transfirieron a condiciones de dias largos. A distintos tiempos en condiciones inductoras se cortaron
los apices y se tifieron para medir la actividad GUS. Una vez tefiidos, se realizé un corte longitudinal
para ver su expresion en los diferentes tejidos.

2) Andlisis transcriptémico comparado de plantas deficientes en Acido Salicilico y

Plantas silvestres durante la transicion floral.

Partiendo de que mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes en SA poseen fenotipo de
floracion tardia (Martinez et al., 2004) y en base al cambio en la expresion del gen BGL2
inducible por SA que se detecta el dia décimo tras la siembra (Fig. 1), se compararon los
transcriptomas de plantas sid2-1, eds5-3 y nahG deficientes en SA con plantas silvestres
Col-0 cultivadas durante diez dias largos. Con esta estrategia se pretendia identificar genes
cuya expresion esté regulada por SA y que muestren una expresion diferencial en la
ventana temporal en la que se produce la transicion del estado vegetativo a reproductivo. Se
trataria de identificar potenciales activadores de la floracion inducidos por SA (genes que
en la ventana temporal descrita estén menos expresados en plantas deficientes en SA) o
potenciales represores de la floracion reprimidos por SA (genes mas expresados en plantas
deficientes en SA).

La estrategia para el experimento de comparacion de los transcriptomas estd basada en la
comparacion de plantas Col-0 frente a nahG, Col-0 frente a sid2-1 y Col-0 frente a eds5-3,
consideradas como réplicas bioldgicas de una comparacion Col-0 frente a plantas

deficientes en SA. De esta manera se identificarian genes diferencialmente expresados en
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todos los genotipos deficientes en SA en las condiciones ensayadas, por lo tanto, se
descartaron genes diferencialmente expresados solo en algunos de los mutantes y se
seleccionaron aquellos que estan relacionados con el problema bioldgico de estudio. Este
analisis se realizd con muestras recogidas al tiempo en que previamente identificamos que
se daban los cambios en los niveles enddgenos de SA en nuestras condiciones
experimentales, es decir a las 5 horas de luz del décimo dia tras la siembra.

El transcriptoma de cada genotipo deficiente en SA fue comparado con el silvestre Col-0
por hibridacién de cada micromatriz de oligonucleotidos con las correspondientes sondas
complejas marcadas con Cy3 y Cy5, respectivamente. Los datos obtenidos se filtraron con
un criterio de induccidn o represion > |2|, intensidad de sefial > 100, valor de p < 0.005 y z
score > |2| dando como resultado 15 genes diferencialmente expresados de los que 13 genes
mostraron mayor expresion en los genotipos deficientes en SA y 2 genes mostraron menor
expresion en los genotipos deficientes en SA cuando se compararon con plantas Col-0
(Tabla 1). El grupo de 13 genes mas expresados en plantas deficientes en SA estuvo
compuesto por dos genes que codifican proteinas con dominio AP2, dos genes que
codifican proteinas tipo F-box con repeticiones de motivos Kelch, tres genes que codifican
componentes relacionados con la sefializacion de defensa frente a patogenos, el gen 4t4ACS6
que codifica una enzima de la sintesis de etileno, un gen de respuesta a auxinas, y cuatro
genes que codifican proteinas de funcidén desconocida. Los dos genes menos expresados en
plantas deficientes en SA codifican proteinas relacionadas con defensa frente a patdgenos,
un gen de resistencia del tipo LRR y el gen Pathogen and Circadian Controlled 1 (PCC1),
que se activa por patégenos y muestra una expresion basal regulada por el reloj circadiano

(Sauerbrunn y Schlaich, 2004).

55



Resultados

Tabla 1. Genes reprimidos e inducidos en el analisis transcriptdmico de plantas deficientes
en SA frente a plantas silvestres.

Ratio log(2)r D.E. p y/ Codigo AGI  Anotacion

-2.32 -1.22 0.17  0.00069 -7.42 At3g22231 PCC1

224  -1.16 0.52 0.02142 -3.61 Atlgds5616 Proteina resistencia RPW8.
2.03 1.02  0.19 0.00163 7.21 At5g21940 Prot. expresada desconocida.
2.06 1.04 0.15 0.00076 7.22 At4gl1280 ACC sintasa AtACS-6.

2.07 1.05 0.17 0.00120 7.48 At5g56550 Prot. expresada desconocida.
2.11 1.08 0.14  0.00055 7.04 Atlg80440 Proteina F-box.

2.16 .11 0.25 0.00298 597 Atlg06560 NOLI1/NOP2/prot. fam. SUN.
2.19 1.13  0.56  0.02771 8.02 Atlg68840 RAV?2 proteina unién a DNA.
2.20 1.14  0.18 0.00112 7.05 At2g44130 Proteina F-box.

2.30 1.20  0.37 0.00733 7.44 Atlgdd740 Proteina desconocida.

2.34 1.23  0.24 0.00209 8.63 At2g20670 Prot. expresada desconocida.
2.44 1.29  0.27 0.00246 8.97 At2g40000 Prot. resistencia nematodos.
2.53 1.34  0.58 0.01876 632 At2g26530 Receptor feromonas AR781.
2.59 1.37 0.23 0.00132 6.08 At3g09870 Proteina respuesta Auxinas.

2.71 1.44  0.87 0.04596 3.89 Atlg51190 P. desarrollo 6vulo dom AP2.

Los genotipos deficientes en SA estan representados por cuatro réplicas bioldgicas
independientes que contenian dos mezclas de plantulas nahG, una mezcla de plantulas
sid2-1 y otra mezcla de plantulas eds5-3. El genotipo Silvestre corresponde a cuatro
mezclas independientes de plantulas Col-0 crecidas y recogidas como se describe en el
procedimiento experimental. Los datos estadisticos se obtuvieron considerando cuatro
réplicas de plantas deficientes en SA frente a cuatro réplicas de plantulas silvestres.
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La aplicacién de un factor de estrés como la irradiacion con luz UV-C, ademas de activar la
sintesis de SA, produce un adelanto del tiempo de floracién en plantas silvestres pero no en
plantas nahG ya que no acumulan el SA sintetizado porque lo metabolizan a catecol
(Martinez et al., 2004). Con el objeto de seleccionar un candidato a activador o represor de
la floracion de entre los 15 genes diferencialmente expresados en plantas deficientes en SA
comparadas con plantas silvestres, se utilizdé como criterio de seleccion que un gen que
codificase un activador de la floracion regulable por SA deberia inducirse por luz UV-C en
plantas Col-0 pero no en plantas nahG, mientras que un gen que codificase un potencial
represor de la floracion regulable por SA deberia responder a la irradiacion con luz UV-C
reprimiendo su expresion en plantas silvestres y no en las plantas nahG. En la tabla 2 se
muestran los resultados obtenidos del analisis de la expresion de dichos genes mediante
RT-PCR cuantitativa en plantas Col-0 y nahG irradiadas o no con luz UV-C. De todos ellos
solo dos de los regulados al alza en plantas deficientes en SA, At1g44740 y Atlg51190, se
encuentran reprimidos por luz UV-C en plantas silvestres Col-0 pero no en nahG y uno de
los regulados a la baja en plantas deficientes en SA, PCCI, activa fuertemente su expresion
por irradiacion con luz UV-C en plantas Col-0 pero no en plantas nahG (Tabla 2).
Seleccionamos el gen PCCI como un candidato a codificar un activador de la floracion
dependiente de SA para una posterior caracterizacion molecular y funcional. Ademas,
PCCI parecia un buen candidato a ser un regulador de la transicion floral ya que relaciona
defensa frente a patégenos, evento que requiere la sintesis de SA, con el reloj circadiano, un

componente regulador basico de la transicion floral a través de la via de fotoperiodo.
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Tabla 2. Analisis RT-PCR cuantitativo de la expresion de genes en plantas Col-0 y nahG irradiadas
con luz UV-C frente a plantas no irradiadas.

Col-0 nahG
Caodigo Expresion en plantas Fold (UV /Control) Fold (UV /Control)
AGI deficientes en SA
At1g06560 Inducida 2.28 0.72
At1g44740 Inducida 0.62 2.30
Atlgd5616 Reprimida 1.33 1.58
At1g51190 Inducida 0.54 2.29
At1g68840 Inducida 2.06 1.29
At1g80440 Inducida 1.25 1.40
At2g20670 Inducida 1.13 1.27
At2g26530 Inducida 5.11 1.22
At2g40000 Inducida 1.22 1.33
At2g44130 Inducida 0.96 1.00
At3g09870 Inducida 2.36 1.73
At3g22231 Reprimida 41.74 2.48
At4g11280 Inducida 2.23 2.74
At5g21940 Inducida 1.52 1.02
At5g56550 Inducida 0.91 1.53

Plantas Col-0 y nahG, cultivadas en condiciones de dia largo durante 9 dias, fueron irradiadas con luz
UV-C a las 5 horas de luz o no irradiadas como control. EI RNA total fue aislado de las muestras
correspondientes 24 horas después de la irradiacion. Las muestras irradiadas frente a las no irradiadas
se analizaron por RT-PCR cuantitativa utilizando para cada gen los oligos especificos descritos en la
Tabla II de Materiales y Métodos. Los niveles de los diferentes transcritos se normalizaron utilizando
los niveles enddgenos del transcrito ACTINA 2/8. El numero AGI At3g22231 corresponde al gen
PCCI.

3) Caracterizacion molecular de PCCI.

Antes de abordar la caracterizacion funcional de PCCI, procedimos a confirmar si su

expresion es dependiente de SA. Se analizd la expresion de PCC1 en respuesta a luz UV-C
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y al tratamiento con SA en diferentes mutantes deficientes en SA. Los datos obtenidos
muestran que la expresion de PCCI es estrictamente dependiente de la sintesis,
acumulacidn y sefializacidon de SA. La figura 3 a muestra que no se detecté acumulacién del
transcrito tras irradiacion con UV-C ni en plantas mutantes en la sintesis de SA como sid2-
1 6 eds5-3 (Nawrath y Métraux 1999; Wildermuth ef al., 2001), ni en plantas transgénicas
nahG que no acumulan SA (Delaney ef al., 1995), ni tampoco en el mutante de sefializacion
mediada por SA npri-1 (Dong et al., 1991; Cao et al., 1994). En cambio, tras aplicar SA
exogeno los mutantes en la sintesis de SA sid2-1 6 eds5-3 tienen una acumulacién normal
del transcrito de PCC/ y s6lo en los mutantes en sefializacion de SA npri-1y en las plantas

transgénicas nahG que no acumulan SA no se detecté acumulacién del transcrito (Fig. 3 b).
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Figura 3. La expresion del gen PCC1 se activa por irradiacion con luz UV-C o aplicacion exdgena de
SA.

(a) Plantas Col-0, nahG y las plantas mutantes que se indican fueron irradiadas (+) con 200 mJ cm’
de Iuz UV-C. En el panel superior, los niveles de transcrito se detectaron mediante Northern blot a
partir de 10 pg de RNA total aislado, a partir de plantas irradiadas y sus correspondientes controles no
irradiados (-), 24 horas después de la irradiacion. El control de carga se realizo hibridando con una
sonda de ubiquitina 10 (UBQ). En el panel inferior los niveles de transcrito se detectaron mediante
RT-PCR cuantitativa con oligos especificos para PCC1 y ACTINA 2/8 para normalizar los valores. (b)
Northern blot a partir de 10 ug de RNA total aislado a partir de plantas tratadas con un gradiente de
concentraciones de SA entre 0-250 uM. El control de carga se realizé hibridando con una sonda de
ubiquitina 10 (UBQ).
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4) Conexion funcional entre PCCI y las diferentes vias de transicion floral.

En Arabidopsis se han descrito distintas rutas que regulan la transicion floral por diferentes
factores. Se han identificado plantas mutantes afectadas en todas esas rutas y caracterizado
algunos de los correspondientes genes. Para explorar la posible interaccion entre PCCI y
las rutas de floracion descritas se analizo la expresion de PCC/ en plantas Col-0 y mutantes
en diferentes genes implicados tanto en la via dependiente de fotoperiodo (GI, Park et al.,
1999; CO, Putterill et al., 1995) como en la via autonoma (LD, Lee et al., 1994; FCA,
Macknight et al., 1997; FVE, Koornneef et al., 1991), en genes integradores (F7,
Kardailsky ef al., 1999; Kobayashi et al., 1999; y SOCI, Borner et al., 2000; Lee ef al.,
2000), 6 en el gen FLC, caracterizado como un represor universal de la floracion (Levy y
Dean, 1998; Michaels y Amasino, 1999). La figura 4 muestra los niveles del transcrito de
PCCI en plantas no irradiadas o 24 horas después de ser irradiadas con luz UV-C. En la
figura 4 a, los mutantes en genes de la via de fotoperiodo e integradores analizados excepto
co-1 acumularon transcrito de PCCI a niveles comparables a los detectados en plantas
silvestres. Estos datos sugieren que tanto la expresion basal como inducida por luz UV-C
requiere la funcién del gen CO, y ademas, que PCC/ actuaria por debajo de CO en la ruta
de sefializacidon que conduciria a la floracion dependiente de fotoperiodo. En la figura 4 b,
todos los mutantes de la via auténoma analizados acumularon transcrito de PCCI y los
niveles basales de transcrito eran significativamente mas elevados que en las plantas control.
Se analiz6 también si la induccion de la expresion de PCCI podria ser dependiente de la
funcién del represor de la floracion FLC. La figura 4 ¢ muestra que para activar PCCI
mediante el tratamiento con SA no se requiere la funcién de FLC ya que se detecta
acumulacidn del transcrito de PCC1 en plantas mutantes flc-3 (Michaels y Amasino, 2001)

24 horas después de ser tratadas con SA 100 uM.
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Figura 4. La activacion de la expresion de PCCI requiere la funcion del gen de tiempo de floracion
CO.

Plantas Col-0 y los mutantes de la via de fotoperiodo (a) y de la via auténoma (b) fueron irradiados (+)
con 200 mJ cm™ de luz UV-C. (c) Plantas Col-0, nahG, el mutante flc-3 y el doble flc-3 nahG se
trataron con SA 100 uM. Los niveles de transcrito de PCC/ se detectaron mediante Northern blot a
partir de 10 pg de RNA total aislado a partir de plantas irradiadas o tratadas y sus correspondientes
controles no irradiados o tratados (-) 24 horas después de la irradiacidon o tratamiento. El control de
carga se realiz6 hibridando con una sonda de ubiquitina 10 (UBQ).

Puesto que la activacion de la expresion de PCC/ requiere la funcién del gen de tiempo de
floraciéon CO, y que al irradiar plantas con luz UV-C se activa la sintesis y sefializacion de
SA y JA (Yalpani et al., 1994; Agrawal et al., 2003), se comprobo si la activacion de PCC1
por luz UV-C es especifica de SA o si algin componente de la via de JA puede estar
también implicado. Se analiz6 la expresion de PCCI en plantas silvestres Col-0 y en el
mutante co-/ al tratar con SA, JA o ambos. Para comprobar la eficiencia de los tratamientos
se utilizaron como controles el gen PR-/ marcador inducible por SA y el gen JR2 marcador

de respuesta a JA. Los datos obtenidos se muestran en la figura 5, donde se observa que
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solo SA es capaz de activar la expresion del transcrito de PCC/ en plantas silvestres Col-0.
En plantas mutantes co-1, donde no se activaba PCC/ al irradiar con luz UV-C, tampoco se
activa por aplicacion de SA exodgeno, mientras que la activacion de PRI es normal. La
aplicacion simultanea de SA y JA reduce los niveles de transcrito de PCC/ cuando se
comparan con los detectados en plantas tratadas con SA, lo que representa una
manifestacion mas del antagonismo funcional entre SA y JA ampliamente caracterizado en
numerosos procesos (Maleck ef al., 2000; Reymond et al., 2000; Takahashi et al., 2004;
Cipollini et al., 2004).

SA + + +
JA + + +

pcct -
o w W

Figura 5. La activacion de la expresion de PCC1 por aplicacion exdgena de SA requiere la funcion
de CO y se modula negativamente por JA.

Plantas Col-0 y el mutante co-1 se trataron (+) con SA y JA segun se indica a una concentracion de
100 uM. Los niveles de transcrito de PCCI, PRI y JR2 se detectaron mediante Northern blot a partir
de 10 pg de RNA total aislado 24 horas después del tratamiento a partir de plantas tratadas y sus
correspondientes controles no tratados. El control de carga se realizo hibridando con una sonda de
ubiquitina 10 (UBQ).

Para confirmar si la induccién del gen PCCI era especifica de SA o si podria estar regulada
por otras fitohormonas o moléculas reguladoras que se generen en respuesta a estrés o que
puedan estar implicadas en la transicion del estado vegetativo a reproductivo, se analiz6 su
expresion al tratar plantas Col-0 con JA, ABA, el precursor de etileno acido
aminociclopropano 1-carboxilico (ACC), giberelinas y brasinolido, asi como con los
reguladores redox H,0, y nitroprusiato de sodio (SNP). Se ha descrito que ABA modula la
periodicidad circadiana (Hanano et al., 2006) y se conoce que la proteina FCA, componente
de la via auténoma, es un receptor de ABA (Razem et al., 2006). E1 ACC es el precursor
inmediato de etileno, que juega un papel importante en la regulacion de un amplio espectro

de procesos tales como la maduracién del fruto, senescencia de las hojas, desarrollo de las
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semillas, y la respuesta a una serie de agentes estresantes ambientales como el frio, herida y
el ataque por patogenos (Abeles er al., 1992). El acido giberélico estad descrito que
promueve la floracién activando el promotor de LFY (Blazquez et al., 1998). Los
brasinoesteroides estan reconocidos como importantes hormonas de plantas indispensables
para el crecimiento y diferenciacion celular (Clouse y Sasse, 1998) y que modulan la
periodicidad circadiana (Hanano et al., 2006). El H,O, se ha visto que participa en
multiples factores de estrés como la irradiacion con luz UV-C o la inoculaciéon con
bacterias biotroficas, que producen en la planta estrés oxidativo, que conduce finalmente a
la generacion de H,O,. E1 SNP es un donador de NO, que es una de las especies reactivas
de nitrégeno que participa como molécula sefializadora en varios procesos relacionados con
la respuesta defensiva, pero que en los ultimos afios se ha caracterizado como represor de la
transicion floral (He ef al., 2004). La figura 6 muestra que, a excepcion del SA, ninguno de
los tratamientos aplicados activa la expresion de PCCI, luego todo parece indicar que la
induccion de la expresion de PCCI en respuesta a la irradiacion por UV-C es debida
unicamente al aumento de los niveles enddgenos de SA y que los tratamientos con

hormonas que actuan en diferentes vias de transicion floral no aumentan su expresion.
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Figura 6. Niveles de transcrito de PCCI en plantas tratadas con diferentes fitohormonas o especies
reactivas donadoras de oxigeno y nitrégeno.

Las semillas se germinaron y cultivaron in vitro y se pasaron a medio liquido para aplicar los distintos
tratamientos como se indica en Materiales y Métodos. El medio se suplementd con los diferentes
compuestos a las concentraciones finales que se indican: 50 uM de SA, JA, ABA o GA;; 1 mM de
ACC; 5 mM peroxido de hidrogeno (H,O,); 0.5 mM nitroprusiato de sodio (SNP); 1 uM epi-
brasinolido (E-Br). El RNA se aisl6 a partir de plantulas a las seis horas tras realizar el tratamiento,
los niveles de transcrito relativos se detectaron mediante RT-PCR cuantitativa con oligos especificos
para PCCI. Se utilizaron los niveles de transcrito de ACTINA 2/8 para normalizar los valores.
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5) Patron de expresion de PCCI a lo largo del desarrollo.

El patron de expresion de PCCI en plantas no sometidas a estrés depende del estado de
desarrollo. En la parte superior de la figura 7, se muestra que en plantas cultivadas en dias
largos, PCCI presenta niveles de expresion muy bajos en los primeros dias tras la
germinacion, aumenta tanto en hojas de roseta como caulinares de plantas adultas y alcanza
la maxima expresion en hojas de roseta senescentes. En la parte inferior de la figura 7 se
analiza mediante RT-PCR cuantitativa los niveles del transcrito de PCC! en los primeros
dias tras la germinacion en condiciones de dia largo. Se detectd una acumulacién creciente

del transcrito de PCC1 a partir del dia ocho tras la siembra.
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Figura 7. Patron de expresion espacio-temporal de PCC1.

En el panel superior, el RNA total de plantulas en diferentes estado de desarrollo y de distintos
organos de planta adulta fueron analizados mediante Northern blot con una sonda especifica para
PCCI. R, hoja de roseta; C, hoja caulinar; T, tallo; I1, inflorescencia principal; 12, inflorescencia
secundaria; S, silicua; HS, hoja de roseta senescente. La tincion del rRNA con Bromuro de Etidio se
incluye como control de carga. En el panel inferior, se aisldé el RNA total de muestras recogidas de
plantulas a distintos dias tras la germinacion y se analizaron mediante RT-PCR cuantitativa con oligos
especificos de PCC1 utilizando los niveles de transcrito de ACTINA 2/8 para normalizar los valores.
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PCC1 se caracteriz6 inicialmente como un gen de respuesta a estrés que muestra
una expresion basal regulada por el reloj circadiano (Sauerbrunn y Schlaich, 2004). Hemos
analizado mediante RT-PCR cuantitativa la expresion de PCC/ a lo largo del fotoperiodo
en plantas de Arabidopsis cultivadas en condiciones fotoperiddicas de dias largos (16 horas
de Iuz y 8 horas de oscuridad) durante nueve dias tras los cuales se mantuvieron durante
dos dias en condiciones de luz continua. Se recogieron muestras cada 4 horas durante los
dos ultimos dias bajo condiciones fotoperiodicas y los dos dias bajo iluminacion continua.
La figura 8 muestra que los niveles mas bajos de trascrito de PCCI se detectan en las
primeras horas de la fase de luz, alcanzando el méximo nivel hacia el final del dia. Ademas,
los niveles de transcrito se mantienen a niveles muy bajos hasta el dia 9 tras la siembra.
Durante el dia 10, los niveles de transcrito aumentan progresivamente durante el periodo de
luz para alcanzar el maximo al final del mismo. Los niveles detectados son alrededor de 20
veces superiores al promedio detectado a lo largo del dia 9. Estos niveles comienzan a
decaer durante la noche subjetiva del dia 10 y hasta las 8 horas de luz del dia 11, momento
a partir del cual vuelven a incrementarse para volver a decaer cuando comienza la noche
subjetiva del dia 11. Como control de regulacion circadiana, se analizaron los niveles de
transcrito del componente del reloj CIRCADIAN CONTROLLED ASSOCIATED 1 (CCAl)
(Wang y Tobin, 1998) que alcanza el nivel maximo al inicio del dia para decaer su
expresion después de las 4 primeras horas de luz y permanecer asi el resto del ciclo hasta
que sube de nuevo en las 4 Gltimas horas del periodo de oscuridad. Estos datos apoyan la
propuesta de que PCCI es regulado por el reloj circadiano (Sauerbrunn y Schlaich, 2004)
pero indican también que la expresion regulada por el reloj circadiano se incrementa
notablemente en los tiempos previamente identificados en este trabajo (figura 1), en los que

se producen cambios en los niveles enddgenos de SA compatibles con la transicion floral.
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Figura 8. La expresion de PCC1 estéa regulada por el reloj circadiano.

El RNA total, aislado de plantulas cultivadas en condiciones de dia largo, se utilizd para analisis
mediante RT-PCR cuantitativa con oligos especificos para PCCI (grafica en la parte superior) y
CCAl (grafica en la parte inferior). Los niveles de transcrito relativos de PCCI y CCAI se
normalizaron con los niveles de transcrito de ACTINA 2/8. Las muestras se recogieron cada 4 horas.
Durante los dias 8 y 9 tras la germinacion, las barras horizontales amarillas representan el dia y las
barras horizontales grises la noche. Durante el décimo y onceavo dia, las plantas permanecieron en
condiciones de luz continua, las noches subjetivas estan representadas en las barras horizontales con
lineas oblicuas grises.

6) Conexion entre dcido salicilico y el reloj circadiano.

Para determinar si existe una relacion entre los niveles enddgenos de SA y procesos
regulados por el reloj circadiano se analizaron los niveles de transcrito de dos genes cuya
expresion esta regulada por el reloj circadiano, CCA/ y CO, en el mutante sid2-1 y en
plantas silvestres Col-0 a lo largo del dia 9 tras la siembra. En la figura 9 a se muestra que

CCAl mantiene un patrén de expresion similar a lo largo del ciclo en ambos genotipos,
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pero los niveles de transcrito detectados en el momento de maxima expresion en las plantas
deficientes en SA son superiores a los detectados en plantas silvestres. En cuanto a CO,
observamos que los niveles de transcrito que detectamos en el momento de maxima
expresion en plantas deficientes en SA son muy bajos y que no mantiene su patréon de
expresion a lo largo del ciclo. Mediante RT-PCR semi-cuantitativa se analizaron los niveles
de transcrito de CCA1 y CO al amanecer en diferentes mutantes deficientes en SA (Fig. 9 b).
Los resultados muestran un aumento de 2, 4 y 10 veces en los niveles de transcrito de
CCAl en plantas nahG, sid2-1 y eds5-3, respectivamente, comparados con el nivel
detectado en plantas Col-0 (Fig. 9 b). Concomitantemente, se detecté una reduccién en la
expresion de CO del 40 % en nahG y del 98 % en los mutantes deficientes en la sintesis de
SA respecto de la detectada en plantas silvestres (Fig. 9 b). Por tanto, las plantas deficientes
en SA, ademas de no expresar PCC/ muestran sobreexpresion del componente del reloj

CCAl y expresion reducida y pérdida de regulacion circadiana de CO.
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Figura 9. Niveles de transcrito de CCA/ y CO a lo largo del fotoperiodo en condiciones de dia largo
en plantas silvestres Col-0 y deficientes en SA.

(a) E1 RNA total se aislo de muestras recogidas cada 4 horas durante el noveno dia después de la
siembra de plantas silvestres Col-0 y plantas mutantes deficientes en SA sid2-1 cultivadas en
condiciones de dia largo (16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad). (b) Los niveles de transcrito
relativos de los genotipos deficientes en SA nahG, sid2-1 y eds5-3 se compararon con plantas
silvestres Col-0 al amanecer. Los niveles de transcrito relativo fueron analizados por RT-PCR semi-
cuantitativa seguido de analisis Southern. La cuantificacion se normalizé con los niveles de transcrito
de ubiquitina 10 (UBQ) segun se describe en Materiales y Métodos.
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Dada la interaccion entre los niveles enddgenos de SA y los patrones de expresion de CCA [
y CO, decidimos explorar si también CCAI es necesario como CO para la expresion
inducida por SA de PCCI. En la figura 10 se analiz6 la expresiéon de PCCI en plantas
mutantes y transgénicas sobreexpresoras de CCA/ al irradiar las plantas con UV-C o aplicar
SA exdgenamente. Se observa que tanto al aplicar exdgenamente SA como al irradiar las
plantas con UV-C las plantas sobreexpresoras de CCA/ alcanzan niveles de PCCI similares
a los de plantas control Col-0 (Fig. 10). Sin embargo, el mutante ccal-/ no consigue activar
los niveles de transcrito de PCC1 al irradiar las plantas con UV-C (Fig. 10a) pero lo activa
de forma similar a la planta control Ws al aplicar SA (Fig. 10 b). Estos datos sugieren que
CCA1 participa en algin punto por encima de SA en la ruta de sefializaciéon que conduce a

la expresién de PCCI inducida mediante luz UV-C que podria estar relacionada con su

biosintesis.
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Figura 10. Expresion de PCC! en respuesta a UV y tratamiento con SA en plantas mutantes y
sobreexpresoras del componente CCA! del reloj circadiano.

Se analizaron los niveles relativos del transcrito de PCCI en plantas que sobreexpresan CCAI
(358:CCAI) y mutantes ccal-1 asi como en los correspondientes fondos silvestres: Col-0 y Ws,
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respectivamente. (a) Las muestras se recogieron a 0 y 24 horas después de irradiar las plantas con luz
UV-C (200 mJ cm™) (que corresponden a las 5 horas del comienzo del periodo de luz) y se analizaron
mediante RT-PCR cuantitativa con oligos especificos de PCC1 utilizando los niveles de transcrito de
ACTINA 2/8 para normalizar los valores. (b) Las muestras se recogieron a 0 y 24 horas después de
tratar exdgenamente las plantas con SA 250 uM (corresponden a las 5 horas del comienzo del periodo
de luz) y fueron analizadas mediante Northern blot a partir de 10 pg de RNA total aislado. La tincion
del rRNA con bromuro de etidio se incluye como control de carga.

7) Caracterizacion funcional de PCCI.

Se ha identificado el gen PCCI como un candidato a codificar un activador de la floracién
que responde a cambios en los niveles enddgenos de SA y que requiere la funcion de CCA/
y CO para su expresion inducida en respuesta a estrés. Para conocer la conexion funcional
entre SA y PCCI como reguladores de la transicion a la floracién se generaron plantas
transgénicas con expresion reducida y aumentada de PCC/ en distintos fondos genéticos
silvestres y mutantes de Arabidopsis. Se prepararon construcciones de sobreexpresion de
PCCI en la que se clond el cDNA completo de PCC1 (246 bp) en orientacion sentido en el
vector binario BinA7, bajo el control del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico
de la coliflor y el terminador de la octopina sintasa, y construcciones de interferencia de
RNA en las que se clonaron dos copias de cDNA, en orientacion sentido y antisentido, y la
horquilla de separacidn bajo el control del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico
de la coliflor y el terminador de la octopina sintasa. En el caso de la construccion de RNA,
para la amplificacion del cDNA completo de PCC! se utilizaron oligos degenerados que
introducian sitios de corte en la secuencia amplificada para clonar en el vector pBluescript
SK+ dirigiendo la orientacion del inserto, como se indica en Materiales y Métodos. La
transformacion de Arabidopsis se realizd mediante agroinfiltracion y el andlisis genético
para la identificaciéon de plantas homocigotas se llevdo a cabo como se describe en
Materiales y Métodos.

En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos del analisis de tres lineas
seleccionadas de cada construccion en fondo silvestre Col-0 que tienen una sola integracion
del transgen en homocigosis. Primero se analizaron los niveles de transcrito de PCCI en las
diferentes lineas transgénicas (fig. 11 a). Las lineas de sobreexpresion acumulan 2000 veces

mas transcrito de PCC1 que las plantas Col-0 no transformadas, mientras que en las lineas

69



Resultados

de RNAI los niveles de transcrito fueron practicamente indetectables, acumulando menos
del 1 % del transcrito endégeno de PCC! en plantas silvestres no transformadas. Se
procedi6 entonces a analizar el tiempo de floracion de cada una de las lineas transgénicas
junto a las correspondientes plantas Col-0 como control. El analisis del tiempo de floracion
se llevdo a cabo mediante la cuantificacion del numero total de hojas de roseta mas
caulinares a la subida a flor tanto en plantas no irradiadas como en plantas irradiadas con
luz UV-C el quinto dia tras la siembra. La figura 11 b muestra que en ausencia de estrés,
las lineas de RNAi 25.4, 33.9 y 19.9 presentan un fenotipo de floracion tardia respecto al
control no transformado (p < 0,001 para las dos primeras y p< 0,01 para la tercera). Por otro
lado, las lineas que sobreexpresan PCC/ muestran un ligero adelanto en la floracidn, pero
solo en una de las lineas el adelanto es estadisticamente significativo (p < 0,01). Cuando
analizamos el tiempo de floracion en plantas irradiadas con luz UV-C se observd que las
plantas que sobreexpresan PCC/ eran similares a las plantas silvestres en el adelanto de la
floracion por irradiacién con luz UV-C, mientras que las plantas de RNAI irradiadas con
luz UV-C aunque muestran valores promedios algo mas tempranos que las plantas no
irradiadas, no resultaron ser estadisticamente diferentes de las no irradiadas. Estos datos
muestran a PCC/ como un regulador positivo del tiempo de floracidén en plantas cultivadas
en dias largos y sugieren que PCCI es necesario para la aceleracion de la floracion en
plantas irradiadas con luz UV-C. La figura 11 ¢ muestra que en plantas cultivadas en dias
cortos la sobreexpresion de PCCI adelant6 significativamente la floracion. En la figura 11
d se muestra el analisis mediante RT-PCR cuantitativa de los niveles de transcrito de los
genes integradores F7'y SOCI en las lineas generadas. Mientras que los niveles de SOC!
parecen ser independientes del nivel de transcrito de PCCI que contenga la planta, la
perdida de funcién de PCCI va acompaiiada de una reduccidn en la expresion de FT. Estos

datos sugieren que PCC1 interactuaria con la via de fotoperiodo entre CO y FT.
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Figura 11. Tiempo de floracion, respuesta a luz UV-C y expresion de F7T y SOCI en lineas
transgénicas que sobreexpresan PCC/ o con expresion reducida por RNAI en fondo silvestre Col-0.

(a) Los niveles de transcrito de PCC1 de tres lineas transgénicas independientes que sobreexpresan
PCCI (panel de la izquierda, PCClox) o con expresion reducida (panel de la derecha, RNAi PCCI),
se compararon con los de plantas silvestres Col-0 mediante RT-PCR cuantitativa con oligos
especificos de PCCI utilizando los niveles de transcrito de ACTINA 2/8 para normalizar los valores.
(b) El tiempo de floracion de las distintas lineas que sobreexpresan el gen PCCI (PCClox) o con
expresion reducida de PCCI (RNAi PCCI) en dia largo, se cuantifico como el nimero total de hojas
(NH) a la subida a flor. Las barras verdes y moradas corresponden a la media de los valores obtenidos
para cada poblacién (n=9) de plantas irradiadas y no irradiadas con luz UV-C (200 mJ cm™) el quinto
dia tras la germinaciéon. Las barras de error representan el error estdndar (EE). Los asteriscos
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representan el grado de significancia estadistica de los resultados, * p < 0,01 ** p < 0,001 (c) El
tiempo de floracion de las distintas lineas que sobreexpresan el gen PCCI (PCClox) o con expresion
reducida de PCCI (RNAi PCCI) en dia corto, se cuantificé como dias cultivados en condiciones de
dia corto a la subida a flor. Las barras azules corresponden a la media de los valores obtenidos para
cada poblacion (n=9). Las barras de error representan el error estdndar (EE). Los asteriscos
representan el grado de significancia estadistica de los resultados, * p < 0,01 ** p < 0,001 *** p <
0,0001 **** p < 0,00001 (d) Los niveles de transcrito relativos de SOCI y FT fueron analizados
mediante RT-PCR cuantitativa con oligos especificos de SOCI y FT y utilizando los niveles de
transcrito de ACTINA 2/8 para normalizar los valores en muestras de plantas silvestres Col-0 y las
distintas lineas transgénicas que sobreexpresan el gen PCCI (PCClox) o con expresion reducida de
PCCI (RNAi PCC1) cultivadas en condiciones de dia largo durante 5 dias.

PCCI forma parte de una familia de 6 miembros de pequefios polipéptidos que mantienen
cierta homologia en la secuencia de aminoacidos, Atlg05340, Atlg56000, At2g32190,
At2g32200, At2g32210 y At3g22231 (PCCI). Se han encontrado también dos loci
(At3g22235 y At3g22240) que muestran una alta homologia de secuencia de nucleé6tidos
con PCCI, At3g22240 presenta un 44 % de similaridad y At3g22235 un 70 % (Fig. 12 a).
La estructura de los genes, con los tamafios y posiciones relativas de exones e intrones esta
conservada, lo que sugiere que estos genes se generaron por duplicacion génica. Ninguno
de ellos excepto PCCI estaba diferencialmente regulado en plantas deficientes en SA
cuando comparamos sus transcriptomas con el de plantas silvestres Col-0 (ver tabla 1).
PCCI consta de 82 amino acidos, siendo el polipéptido mas largo, mientras que el resto de
miembros codifican sélo entre 68 y 72 amino acidos y sus funciones se desconocen. Para
descartar que el retraso en el tiempo de floracién que muestran las lineas generadas de
RNAIi sea debido a la reducciéon no sélo del transcrito de PCC!/ sino también al de
At3g22235 y/o At3g22240, en la figura 12 b se muestran los resultados obtenidos de la
cuantificacion mediante RT-PCR cuantitativa de los niveles de transcrito de estos dos genes
y PCCI en las lineas RNAi en fondo silvestre Col-0. No se detectd reduccion de los niveles
de transcrito de ninguno de los dos genes (At3g22235 y At3g22240) en ninguna de las
lineas generadas, y sélo la expresion de PCCI se encuentra muy reducida (Fig. 12 b). Por
tanto, el fenotipo de floracion tardia detectado en las lineas RNAi de PCCI, es debido

especificamente a la reduccion del transcrito de este gen.
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a At3g22235 AATTAGAAGCACAACACTCTCTCCTCTTCACAAATCTCACATCCTCACTCCTCAGCTCCT 60
At3g22240 2 scccmcccmemssccdsasccmcmscccsesssecmessacedsssscsemssscesess
At3g22231 TCACAAATCTCACATCCTCACTCCTCAGCTCCT 33
At3g22235 CAAATCAGAATGAATCAATCCGCGCAAAATTACTTTTCCGTGCAAAAACCTTCAGAGACT 120
At3g22240 2 scccmcccmcmesccmcmsscmasassene CTTGCCTCAGTGGAAAAACCTTCACAGACT 30
At3g22231 CAAATCAGAATGAATCAATCCGCGCAAAATTACTTTTCCGTGCAAAAACCTTCAGAGACT 93

RE KRE REAREERREEEE RARER
At3g22235 TCATCAGGGCCGTACACAAGTCCGCCACCAATTGGTTATCCGACTAGAGATGCGGTGGTG 180
At3g22240 TCTTCGGGGCCGTACACAAGTCCACCACCGATTGGTTATCCGACCAGAGATGCGATGGTT 90
At3g22231 TCATCAGGGCCGTACACAAGTCCGCCACCAATTGGTTATCCGACTAGAGATGCGGTGGTG 153
*k kk hkkkkkkhkkkkohkkhhk hohkkhk Fhkhkhkhhkhhkhkhhkk hAhkkhkkkhkk hkkd
At3g22235 GGTGATCCTCCGGCAGCAGCAGTGGAGACAAACTCCAAGGGCGTCAACCCC---GAAGGA 237
At3g22240 GGTGATCCTCCAGCCGCCGCAGT CAAAGTCCAAGGGCGATGGTTTTTGGAAAGGA 150
At3g22231 GGTGATCCTCCGGCAGCAGCAGT CAAACTCCAAGGGCGTCAACCCC--GAAGCCA 211
REREEAKEREE KK Rk RRARERERAREREE RE AR AE TR * *
At3g22235 TGTTGTGCTGCCATATGCTGCTGTTGTGTCCTGGATGCATGCTTCTGAGACTTCGGAATT 297
At3g22240 TGTTGTGCTGCCATATGCTGCTGTTGTGTCCTGGATGCATGCTTCTGAGACTTCGGAATT 210
At3g22231 TAATGAGTTGTTTTA- - - -GTACTTGTATGGAGTGTATCTTCTGCTGCGGCGTATGCTCC 267
* k% ok k% *x * TxRE *  x oKk KEE K * X *
At3g22235 AACGATTTCATG-CAAATTA- -TTGATGTAATAAAAGAGTATTTGATGCT -AGTTATGTT 353
At3g22240 AACGATTTCATG-CAAATTA- -TTGATGTAATAAAAGAGTATTTGATGCT -AGTTATGTT 266
At3g22231 AGCCTCTGTACATCAGAGTAAATCAGCATGATGAGACAGAAGTCGTTGCCCAAACCTGAA 327
* % *  * *k k kk ok * kk k Kk kk k Kk * kkk &k *k
At3g22235 ACCTACTCTCTGTTTGGAATATACTCTGTGGATGGTTGTTACTATGTTTTATGTAAGTGA 413
At3g22240 ACCTACTCTCTGTTTGGAATATACTCTGTGGATGGTTGTTACT - -~~~ -=========== 309
At3g22231 AAACAACACGTGATAGAAAATCTATATATATATATATATATATATATGTTATAGTAGTCG 387
* * kK x kR * X X * x *
At3g22235 TT-=====- ATATATATATATATATATATTCCGTTGAATTGGGTTGTCGAATAGATCCAT 466
A£3g22240  mmmmmmm e m e e e e e mmmmoas
At3g22231 TTTCTATGGATTTCCACGCATTTTAAAGTTTATTTGTTTCACTGTTTAAAATGAATCATT 447
At3g22235 CGATGATTGAACCATCAGTCAGTAACGAAAGGATGTGTTTCAGTTCCTCACGCATTGATT 526
At3g22240 2 scccmcccmemssccdsssccscmscccscsssccmessscmemsssememssseeeess
At3g22231 TGCTTCGTGTATTTTGTTTCTATATAAATAAAAGAAATTAAAAACCAAATAGCTAGTCAT 507
At3g22235 ATCATTGAAGAGTTGTGAATGGATTACGGGTTACCC-- 562
At3g22240  mmmmm e mmmmm e mmmmmemme
At3g22231 AACTCTTTACTACTCAAAGGAAACTGTGTTTTAGTGTT 545
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Figura 12. Homologia de secuencia entre At3g22235, At3g22240 y PCCI. Niveles de transcrito
relativo en las lineas de RNAi de PCCI en fondo Col-0.

(a) Alineamiento multiple de secuencia de cDNA entre At3g22235, At3g22240 y PCCI. (b) Niveles
de transcrito relativos de At3g22235, At3g22240 y PCC1 analizados mediante RT-PCR cuantitativa
con los oligos especificos correspondientes a las secuencias resaltadas en el panel (a) para At3g22235,
At3g22240 y PCCI utilizando los niveles de transcrito de ACTINA 2/8 para normalizar los valores en
muestras de plantas silvestres Col-0 y las distintas lineas transgénicas con expresion reducida de
PCCI (RNAi PCC1) cultivadas en condiciones de dia largo durante 5 dias.
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Los niveles enddgenos de SA controlan la expresion de PCCI como se ha mostrado en
anteriores apartados. Para determinar si PCCI afecta a la acumulacion de SA, se decidio
analizar los niveles de SA en las lineas de sobreexpresion y RNAi de PCC! en fondo Col-0.
Ni los niveles basales de SA ni los inducidos al irradiar las plantas con UV-C mostraron
cambios significativos respecto del control Col-0 (Fig. 13). Estos resultados sugieren que
PCC1I acttia por debajo de SA en la ruta de sefializacion y que no ejerce un control por

retroalimentacion de su biosintesis.
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Figura 13. Niveles de SA en lineas transgénicas de sobreexpresion y RNAi de PCC/ en fondo Col-0.
Las plantas se cultivaron en condiciones de dia corto y con 15 hojas de roseta se analizo su contenido
en SA libre mediante HPLC acoplado a un detector de fluorescencia como se describe en Materiales y
Meétodos. Las barras verdes representan el contenido de SA en microgramos por gramo de peso fresco
medio de plantas no irradiadas (-) y las barras moradas representan el contenido medio de SA en
plantas irradiadas con 200 mJem? de luz UV-C (+) 24 horas después de la irradiacion. Las barras de
error representan el error estandar.

En ausencia de cambios en los niveles enddgenos de SA libre en las diferentes lineas
transgénicas, las alteraciones en la expresion de PCC/ confieren una serie de caracteristicas
fenotipicas que procedimos a analizar. En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos
del analisis del fenotipo de las lineas de sobreexpresion y RNAi de PCC/ en fondo Col-0
cultivadas en condiciones de dia largo. Se aprecia que las plantas RNAi florecen mas tarde
y presentan una roseta mas compacta y con hojas mas grandes (Fig. 14 a, b y ¢). En cuanto
a la longitud de las silicuas y el didmetro de los tallos, los valores que se muestran
corresponden a la media de las tres lineas de cada construccidn, utilizando en cada linea
unas 25 silicuas y 9 tallos. Las medidas se obtuvieron utilizando el programa ImagelJ. Las
lineas de RNAIi presentan un didmetro de tallo y una longitud de silicua mayores que el

control Col-0, mientras que no se detectaron diferencias entre las lineas de sobreexpresion y
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las plantas silvestres (Fig. 14 d y e). Las imdgenes que se muestran en la figura 14 e y
corresponden a las lineas transgénicas PCClox Col-0 2.5 y RNAi PCCI Col-0 33.9 pero
son similares para las otras lineas transgénicas con las que se ha trabajado. En cuanto a la
disposicién de las silicuas en el tallo, en plantas silvestres Col-0 estas estan dispuestas de
manera que forman con el tallo un angulo de aproximadamente 60°, en plantas que
sobreexpresan PCCI este angulo aumenta hasta llegar casi a 80° y disminuye
aproximadamente a 50° en plantas de RNAi (Fig. 14 f). Las inflorescencias principales
también se ven alteradas. En plantas silvestres Col-0 estan formadas por entre seis y siete
flores muy juntas entre si, en las plantas que sobreexpresan PCCI la inflorescencia
principal estd formada por no mas de cuatro flores que crecen mas separadas, mientras que
en las plantas con la construccion de RNAI la inflorescencia principal estd formada por un

ramillete muy compacto de unas 10 flores (Fig. 14 f).
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PCC1 Col-0

Longitud Diametro
silicua (mm) tallo (mm)

Col-0 11.28 +1.09 0.72 + 0.02
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Figura 14. Analisis fenotipico en dia largo de lineas transgénicas que sobreexpresan PCC/ o con
expresion reducida por RNAi en fondo silvestre Col-0.

Comparacion fenotipica entre las distintas lineas generadas y el silvestre Col-0 en plantas cultivadas
en condiciones fotoperiodicas de dias largos. Tiempo de floracion (a, b y ¢), longitud de silicua (d),
grosor de tallo (e) y disposicion de silicuas y flores (f). Los datos numéricos mostrados representan la
media =+ error estandar de los valores obtenidos para las 3 lineas independientes de sobreexpresion o
RNAIi (n=25). Las mediciones se realizaron con el programa ImagelJ.
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Un andlisis mas detallado de las flores comparando las lineas de expresion reducida de
PCCI por RNAI y las de la planta silvestre Col-0 se muestra en la figura 15. Claramente se
aprecia que el tamafio de la flor tanto abierta como cerrada (Fig. 15 a y ¢) y de sus
correspondientes organos: pistilo, sépalos, estambres y pétalos (Fig. 15 b, f, g y h
respectivamente) es mayor en las lineas de RNAi. Aunque las silicuas alcanzan mayor
longitud en las lineas de RNAI, no hay diferencias en el grosor (Fig. 15 e) y las semillas no

se ven afectadas, ya que su tamafio es similar al de plantas silvestres Col-0 (Fig. 15 d).

RNAi
PCC1 Col-0

_ | RNvai PCcC1Colo
RNAi O

PCC1 Col-0

RNAi
PCC1 Col-0 PCC1 Col-0

Figura 15. Analisis morfologico de los 6rganos reproductivos de lineas transgénicas con expresion
reducida de PCC1 por RNAI en fondo silvestre Col-0 en dia largo.

Imagenes de flor abierta (a) y cerrada (c) y distintos organos florales: pistilo (b), silicuas (d y e),
sépalos (f), estambres (g) y pétalos (h) obtenidas con la lupa.

Se procedi6 también a analizar el fenotipo de plantas de las diferentes lineas transgénicas
culivadas en condiciones fotoperiodicas de dias cortos no inductoras de la floracion. La
figura 16 muestra los resultados obtenidos del analisis del fenotipo vegetativo de las lineas
de sobreexpresion y RNAi de PCCI en fondo Col-0. En las lineas de sobreexpresion las

hojas son mas pequefias y los peciolos mas cortos que en las plantas silvestres (Fig. 16 b) lo
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que da lugar a una roseta mas pequefla y compacta (Fig. 16 a), mientras que en las lineas de
RNAI las hojas son algo mas grandes y con los peciolos mas largos que en las plantas

silvestres Col-0 (Fig. 16 b), lo que da lugar a una roseta mas grande y menos organizada

(Fig. 16 a).
a

Col-0 PCC1ox Col-0  RNAi PCC1 Col-0

b

Figura 16. Analisis fenotipico de plantas cultivadas en dias cortos de lineas transgénicas que
sobreexpresan PCC/ o con expresion reducida por RNAi en fondo silvestre Col-0.

Comparacion fenotipica del desarrollo vegetativo de plantas transgénicas y silvestres cultivadas en
condiciones de dias cortos. (a) Roseta principal, (b) detalle de las hojas de roseta y longitud del
peciolo.

Los resultados mostrados hasta aqui sugieren que PCC/ regula tanto el desarrollo
vegetativo como reproductivo de Arabidopsis. En concreto, PCCI parece tener una funcion
como regulador de la transicién a la floracion. Para profundizar en el analisis de la funcién
de PCCI en el control del tiempo de floracion se generaron lineas transgéncias de
sobreexpresion y RNAi en fondos mutantes en genes de tiempo de floracion de la ruta de
fotoperiodo (co-1) y de la via autonoma (fve-3). Los resultados obtenidos del analisis de las
dos lineas seleccionadas de cada construccion en fondo mutante co-I que tienen una sola
integracion del transgen en homocigosis, se muestran en la figura 17. Primero se analizaron
los niveles de transcrito de PCC/ en las diferentes lineas transgénicas (Fig. 17 a). Las lineas
de sobreexpresién mostraron altos niveles de acumulacion del transgen mientras que en las

lineas de RNAI los niveles de transcrito se redujeron a la mitad de los niveles detectados en
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plantas co-1. Se procedié a analizar el tiempo de floracion de cada una de las lineas
transgénicas junto a las correspondientes plantas mutantes co-/ como control. El analisis
del tiempo de floracion se llevo a cabo mediante el conteo del nimero total de hojas, de
roseta mas caulinares a la subida a flor tanto en plantas no irradiadas como en plantas
irradiadas con luz UV-C el quinto dia tras la siembra. Cuando analizamos el tiempo de
floracion en plantas no irradiadas (Fig. 17 b), los resultados obtenidos son similares
independientemente del nivel de PCCI, en ambos casos son mas tempranas que el mutante
co-1. En plantas irradiadas con luz UV-C se observd que las plantas mutantes co-/
adelantan el tiempo de floracién (como ya habia sido descrito por Martinez y colaboradores
en 2004), sin embargo en las lineas de sobreexpresion y RNAi generadas en este fondo
mutante, en ambos casos se retrasa el tiempo de floracidn, independientemente del nivel de
transcrito de PCCI que contenga. La figura 17 ¢ muestra que en plantas cultivadas en dias
cortos tampoco se ven cambios en el tiempo de floracidon independientemente de cuales
sean los niveles de transcrito de PCC!. Estos datos apuntan que los cambios en la expresion
de PCCI no tienen efecto en el fondo mutante co-1, lo que sugiere que CO no es sélo
necesario para la expresion de PCC! sino que ademas, se requiere para que PCC/ funcione
como regulador del tiempo de floraciéon. Por tanto, la funcidén reguladora del tiempo de
floracion de PCCI en plantas cultivadas en dias largos requiere la participacion activa de

CO, presumiblemente a través de la via de fotoperiodo.
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Figura 17. Tiempo de floracion y respuesta a luz UV-C en lineas transgénicas que sobreexpresan
PCCI o con expresion reducida por RNAi en fondo mutante co-1.

(a) Los niveles de trascrito de PCCI de dos lineas transgénicas independientes que sobreexpresan
PCCI (panel de la izquierda) o con expresion reducida (panel de la derecha), se compararon con los
de plantas control co-/ mediante RT-PCR cuantitativa con oligos especificos de PCC! utilizando los
niveles de transcrito de ACTINA 2/8 para normalizar los valores. (b) El tiempo de floracion de las
distintas lineas que sobreexpresan el gen PCCI (PCClox) o con expresion reducida de PCC1 (RNAi
PCCI) se cuantificdé como el numero total de hojas (NH) a la subida a flor. Las barras verdes y
moradas corresponden a la media de los valores obtenidos para cada poblacion (n=9) de plantas
irradiadas y no irradiadas con luz UV-C (200 mJ cm™) el quinto dia tras la germinacién. Las barras de
error representan el error estandar (EE). Los asteriscos representan el grado de significancia
estadistica de los resultados, ** p < 0,001. (¢) El tiempo de floracion de las distintas lineas que
sobreexpresan el gen PCCI (PCClox) o con expresion reducida de PCCI (RNAi PCCI) en dia corto,
se cuantificd como dias cultivados en condiciones de dia corto a la subida a flor. Las barras azules
corresponden a la media de los valores obtenidos para cada poblacion (n=9). Las barras de error
representan el error estandar (EE).
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En cuanto a la interaccion de PCC1 con la via auténoma, la figura 18 muestra los resultados
obtenidos del andlisis de las dos lineas seleccionadas de cada construccion en fondo
mutante fve-3 que tienen una sola integracion del transgen en homocigosis. Primero se
analizaron los niveles de transcrito de PCC/! en las diferentes lineas transgénicas (Fig. 18 a).
Las lineas de sobreexpresion mostraron niveles bajos del transgen nunca superiores a 10
veces los niveles de transcrito del control fve-3, mientras que en las lineas de RNAI los
niveles de transcrito se redujeron entre un 40 y un 60 %. Se procedio a analizar el tiempo de
floracion de cada una de las lineas transgénicas junto a las correspondientes plantas
mutantes fve-3 como control. La figura 18 b muestra que en ausencia de estrés, las lineas de
RNAI presentan un ligero retraso en la floracion, mientras que las lineas que sobreexpresan
PCCI muestran un adelanto estadisticamente significativo. Cuando analizamos el tiempo
de floracion en plantas sometidas a irradiacion, los resultados obtenidos indican que en
ninguna de las lineas ni en el mutante fve-3 no transformado se produce un adelanto en la
floracion por efecto de la irradiacion con luz UV-C. Que UV-C no promueva adelanto en el
tiempo de floracion en fondo fve-3 independientemente del nivel de expresion de PCCI,
indica que la floracion acelerada por estrés requiere la funcionalidad de la via autonoma
ademas de la funcion de PCCI. La figura 18 ¢ muestra el tiempo de floracion en dia corto
para las diferentes lineas en fondo fve-3. Se aprecia una floracién mucho mas temprana en
las plantas que sobreexpresan el transcrito de PCC/ de las dos lineas analizadas (p <
0,00001). En cambio, las lincas de RNAi presentan un ligero retraso en el tiempo de

floracion.
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Figura 18. Tiempo de floracion y respuesta a luz UV-C en lineas transgénicas que sobreexpresan
PCCI o con expresion reducida por RNAi en fondo mutante fve-3.

Los niveles de transcrito de PCCI de tres lineas transgénicas independientes que sobreexpresan
PCCI (panel de la izquierda) o con expresion reducida (panel de la derecha), se compararon con los
de plantas control fve-3 mediante RT-PCR cuantitativa con oligos especificos de PCCI utilizando los
niveles de transcrito de ACTINA 2/8 para normalizar los valores. (b) El tiempo de floracion de las
distintas lineas que sobreexpresan el gen PCCI (PCClox) o con expresion reducida de PCC1 (RNAi
PCCI) se cuantificé como el numero total de hojas (NH) a la subida a flor. Las barras verdes y
moradas corresponden a la media de los valores obtenidos para cada poblacion (n=9) de plantas
irradiadas y no irradiadas con luz UV-C (200 mJ cm™) el quinto dia tras la germinacién. Las barras de
error representan el error estandar (EE). Los asteriscos representan el grado de significancia
estadistica de los resultados, * p < 0,01 ** p < 0,001 (c) El tiempo de floracion de las distintas lineas
que sobreexpresan el gen PCCI (PCClox) o con expresion reducida de PCCI1 (RNAi PCCI) en dia
corto, se cuantifico como dias cultivados en condiciones de dia corto a la subida a flor. Las barras
azules corresponden a la media de los valores obtenidos para cada poblacion (n=9). Las barras de
error representan el error estandar (EE). Los asteriscos representan el grado de significancia
estadistica de los resultados, * p < 0,01 **** p <(0,00001.
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8) Funciones de PCCI no relacionadas con la regulacion de la transicion floral.

Una vez caracterizado el papel de PCCI como regulador dependiente de SA del tiempo de
floracidn, y con objeto de analizar otras posibles funciones dependientes de SA para PCCI,
se estudio el comportamiento de las lineas transgénicas de sobreexpresion y de RNAi, en
los diferentes fondos genéticos Col-0, co-1 y fve-3, en otros procesos que cursan con un
aumento de los niveles endogenos de SA, como son la defensa frente a patdgenos biotrofos
(Malamy et al., 1990; Métraux. et al., 1990; Reymond y Farmer, 1998) y la senescencia
(Morris et al., 2000).

Se ha caracterizado que SA tiene una funcion importante en la respuesta de
defensa frente a patdogenos (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990). SA activa la
expresion de genes cuyos productos tienen actividad antipatogénica, potenciando asi la
resistencia de la planta sometida al ataque patogénico (Linthorst, 1991; Ward ef al., 1991).
Se ha comprobado que mutantes afectados en la sintesis, acumulacion, percepcion o
sefializacion de SA son deficientes en la activacion de genes de defensa (Delaney et al.,
1994; Howe et al., 1996) y mas susceptibles al ataque de patdgenos (Vijayan ef al., 1998;
Dong, 2001). En cambio, mutantes con elevados niveles o sefializacién constitutivamente
activada de SA son mas resistentes (Heil y Baldwing, 2002). Como PCC/ esta descrito que
se induce en respuesta a patogenos (Sauerbrunn y Schlaich, 2004), se estudid la respuesta
de las lineas transgénicas de sobreexpresion y de RNAI en los diferentes fondos genéticos
Col-0, co-1 y fve-3, en defensa frente a la bacteria fitopatdogena de tipo biotrofo
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst). En la tabla 3 se observa que todas las
lineas generadas en fondo silvestre Col-0, muestran un crecimiento bacteriano de la misma
magnitud al que presentan las plantas silvestres Col-0, a excepcion de una de las lineas de
sobreexpresion, que se muestra mas resistente (p < 0,001). Aunque trabajos anteriores
apuntan que la sobreexpresion de PCC/ confiere resistencia a patdgenos fungicos biotrofos
como Hyaloperonospora parasitica (Sauerbrunn y Schlaich, 2004), nuestros datos no
sugieren que la sobreexpresion de PCCI confiera consistentemente a la planta mayor
resistencia frente a Pst.

Cuando se analiza el comportamiento de las lineas generadas en el fondo mutante
co-1 (Tabla 3 b), se observa que la linea de sobreexpresion analizada muestra mayor

resistencia frente a Pseudomonas syringae a las 72 horas de la inoculacién con la bacteria
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(p <0,01). Al analizar el comportamiento de las lineas generadas en el fondo mutante fve-3,
se observa (tabla 3 c) que en general todas las lineas en fondo genético fve-3 son mas
resistentes que el silvestre Col-0, y cuando se comparan tanto la linea de sobreexpresion
como la de RNAI con el control mutante fve-3, al contrario de lo que se esperaba, es la linea
de RNAI la que muestra mayor resistencia frente a Pseudomonas syringae a las 72 horas de

la inoculacion con la bacteria (p < 0,001).

Tabla 3. Resistencia frente a Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 de las lineas transgénicas
que sobreexpresan PCCI o con expresion reducida por RNAi en los diferentes fondos genéticos
transformados.

Linea Log cfu/ mg PF  Log cfu/ mg PF
0 horas 72 horas
a) Col-0 3.63+£0.10 5.24+0.17
PCClox Col-02.5 3.76 £ 0.08 5.09+0.14
PCClox Col-0 3.8 4.10+0.07 5.12+0.36
PCClox Col-0 7.4 3.85+0.24 4.60+0.11 **
RNAi PCCI Col-0 19.9 3.89+£0.23 5.14 £ 0.07
RNAi PCCI Col-0 25.4 3.93+0.25 521+042
RNAi PCCI Col-0 33.9 3.64 +0.25 5.02+0.15
b) Col-0 3.63+£0.10 5.24+0.17
co-1 4.08 £0.19 543+0.21
PCClox co-120.7 4.10+0.20 4.83+£0.34 *
RNAi PCCI co-15.1 4.04+0.16 511+04
¢) Col-0 3.57+0.11 5.09 +0.38
fre-3 3.62+£0.07 431+0.16
PCClox fre-3 11.5 3.78+0.18 4.29+0.23
RNAi PCCI fve-3 11.9 3.72+0.21 3.88+0.11 **

La resistencia frente a Pseudomonas syringae de las lineas transgénicas generadas en fondo silvestre
Col-0 (a) y en los fondos mutantes mutante co-/ (b) y fve-3 (¢), se analiz6 mediante la cuantificacion
del crecimiento bacteriano a las 72 horas de inocular las plantas como se describe en Materiales y
Meétodos. Los resultados mostrados corresponden a la media de cuatro réplicas del logaritmo de
unidades formadoras de colonias por miligramo de peso fresco (Log cfu/mg PF). Las barras de error
representan los valores de los correspondientes errores estandar. Los asteriscos representan el grado
de significancia estadistica de los resultados, * p < 0,01 ** p <0,001.
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Otro proceso relacionado con el desarrollo que se regula por SA es la senescencia foliar.
Morris et al. (2000) pusieron de manifiesto que la ruta sefializadora de SA juega un papel
importante en el control de la expresion de algunos genes durante el desarrollo de la
senescencia y puesto que PCC/ alcanza la maxima expresion a lo largo del desarrollo en
hojas de roseta senescentes (figura 7), se estudid el comportamiento de las lineas
transgénicas de sobreexpresion o de interferencia de RNAi de PCCI (figuras 19 y 20). En
la figura 19 a se observa que en condiciones de senescencia natural, las lineas generadas en
fondo silvestre Col-0, no presentan diferencias respecto a las plantas silvestres Col-0. Sin
embargo, en la figura 19 b se observa que en condiciones de senescencia forzada en hojas
escindidas incubadas en oscuridad, las lineas de RNAi presentan signos de senescencia al
tercer dia de comenzar el experimento y antes que el control silvestre Col-0. Estos datos
sugieren que PCCI podria tener una funcion antisenescente en el proceso de senescencia

forzada por oscuridad.
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Figura 19. Estudio de la senescencia natural y forzada por oscuridad en las lineas transgénicas que
sobreexpresan PCC1 o con expresion reducida por RNAi en fondo silvestre Col-0.

(a) Para comparar la senescencia natural, se escindieron las hojas de la roseta de las lineas
transgénicas y del control Col-0 y se dispusieron por orden desde las inferiores mas viejas y con
claros sintomas de senescencia hasta las mas jovenes. (b) Para comparar la senescencia forzada, se
escindieron hojas de roseta de plantas adultas cultivadas en condiciones de dia largo durante dos
semanas y se colocaron en placas Petri sobre papel humedo manteniéndolas en oscuridad, las
imagenes se tomaron a los 0, 3, 5, 7 y 11 dias.
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Cuando se analiza el comportamiento de las lineas de sobreexpresion y RNAi de
PCC1I en los fondos mutantes co-/ y fve-3 en condiciones de senescencia forzada, no se

observan cambios respecto de los controles co-1 y fve-3 (Fig. 20 a y b, respectivamente).

a PCC1ox co-1 RNAi PCC1 co-1
26.8

b PCC1ox fve-3 RNAIi PCC1 fve-3
fve-3 5.8 11.5 8.1 11.9

3

5

7

Figura 20. Estudio de la senescencia en las lineas transgénicas que sobreexpresan PCC/ o con
expresion reducida por RNAI en los fondos genéticos mutantes co-1 y fve-3.

Para comparar la senescencia forzada en las lineas generadas en los diferentes fondos mutantes co-1
(a) y fve-3 (b), se recogieron hojas de roseta de plantas adultas cultivadas en condiciones de dia largo
durante dos semanas, se escindieron y se colocaron en placas Petri sobre papel humedo
manteniéndolas en oscuridad, las imagenes se tomaron a los 0, 3, 5y 7 dias seglin se indica.
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9) Caracterizacion de los mutantes de la via de fotoperiodo en eventos que requieren la

sintesis de acido salicilico.

Los datos mostrados hasta aqui indican que un gen como PCCI que se caracterizo
inicialmente como relacionado con la defensa de plantas frente a patdogenos estd también
implicado en la regulacion del tiempo de floracion. Hemos comprobado si ademas de la
regulacion del desarrollo desde la defensa se pueden detectar también alteraciones
dependientes de SA en la defensa de mutantes de tiempo de floracion. Asi pues se
analizaron los mutantes en diferentes genes implicados en la via dependiente de fotoperiodo
como GI 6 CO o en genes integradores como F7 6 SOCI al ser sometidos a inoculacién con
bacterias o irradiacién con luz UV-C (figura 21), procesos que van acompafiados de un
incremento en los niveles de SA. Como al irradiar plantas con luz UV-C se aumentan los
niveles enddgenos tanto de SA como de JA (Beckers et al., 2006; Takahashi et al., 2004;
Cipollini ef al., 2004; Miao y Zentgraf, 2007), también se estudid cual era la respuesta de
los distintos mutantes al tratamiento con SA y/o JA (figura 22). En la figura 21 a, todos los
mutantes analizados muestran un crecimiento bacteriano de la misma magnitud al que
presentan las plantas silvestres Col-0, a excepcion de co-1, que se muestra algo mas
resistente frente a Pseudomonas syringae. Los niveles basales de SA que presentan los
distintos mutantes son muy similares a los cuantificados en plantas silvestres (Fig. 21 b).
Ademas, todos los mutantes menos co-/ acumularon SA en respuesta a la irradiacion con
luz UV-C con niveles similares a los detectados en plantas silvestres irradiadas (Fig. 21 b).
Estos datos sugieren que la mutacion en CO ademas de afectar a la transicion floral
dependiente de fotoperiodo conduce a alteraciones en el patrén de defensa dependiente de

SA.
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Figura 21. El mutante co-/ muestra diferencias con el resto de mutantes de la via de fotoperiodo en
cuanto a resistencia frente a patdgenos biotrofos y en la activacion de la sintesis de SA.

(a) Para estimar la resistencia a Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 de los mutantes de la via
de fotoperiodo, se cuantifico el crecimiento bacteriano a las 72 horas de inocular las plantas como se
describe en Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos se representan como la media de cuatro
réplicas del logaritmo de unidades formadoras de colonias por miligramo de peso fresco (Log cfu/mg
PF). Las barras de error representan los valores de error estandar para cada grupo de medidas. (b) Las
plantas se cultivaron en condiciones de dia corto y con 15 hojas de roseta se irradiaron con luz UV-C.
Su contenido en SA se analizé por HPLC acoplado a un detector de fluorescencia como se describe
en Materiales y Métodos. Las barras verdes representan el contenido medio de SA en microgramos
por gramo de peso fresco medio de plantas no irradiadas (-) y las barras moradas representan el
contenido medio de SA en plantas irradiadas con 200 mJ cm de luz UV-C (+) 24 horas después de la
irradiacion. Las determinaciones se hicieron de cuatro réplicas bioldgicas. Las barras de error
representan el error estandar.

En la figura 22 se analizo la activacion de la expresion de genes que se han utilizado como
marcadores de respuestas dependientes de SA (PR!) o de JA (JR2) junto con PCCI en los
mutantes de tiempo de floracion al tratar con SA, JA o ambos, utilizando como control

plantas silvestres Col-0. Los datos obtenidos muestran una respuesta equivalente en todos
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los mutantes analizados, tanto en los niveles de PRI al tratar con SA como niveles de JR2
en respuesta al tratamiento con JA. También se observa que SA induce la acumulacion del
transcrito de PCC! en todos los genotipos analizados excepto en el mutante co-1, como
observamos previamente al irradiar con luz UV-C (figura 4). El mutante co-/ activa la
expresion por SA de PRI pero no de PCCI lo que sugiere que la funcion de CO no es
necesaria para la activacion general de respuestas dependientes de SA pero si

especificamente para la activacion de PCCI.

gi-2 ft-4 co-1 Col-0 soc-1
100uM SA + o+ + + + o+ o+ + + +

JA + + + + + + + + + +

PCC1
PR1

JR2

o WHEE B8

Figura 22. Respuesta al tratamiento con SA y JA en mutantes de la via de fotoperiodo.

Plantas mutantes de la via de fotoperiodo se trataron con SA y JA segun se indica (+) a una
concentracion de 100 uM. Los niveles de transcrito de PCCI, PRI y JR2 se detectaron mediante
Northern blot a partir de 10 ug de RNA total aislado, de plantas tratadas y sus correspondientes
controles no tratados, 24 horas después del tratamiento. El control de carga se realizo hibridando con
una sonda de ubiquitina 10 (UBQ).

También se estudid la respuesta de los mutantes de la via de fotoperiodo en ensayos de
senescencia forzada en oscuridad. La figura 23 muestra que las hojas de todos los mutantes
senescen mas tarde que las de plantas Col-0. Mientras los primeros sintomas de senescencia
pueden detectarse en hojas Col-0 al tercer dia en oscuridad, los mutantes no empiezan a

mostrar dichos sintomas hasta el quinto dia o incluso hasta el séptimo en el caso de gi-2.
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Figura 23. Estudio de la senescencia forzada en mutantes de la via de fotoperiodo.

Se escindieron hojas de roseta de plantas adultas del silvestre Col-0 y de plantas mutantes de la via de
fotoperiodo cultivadas en condiciones de dia largo durante dos semanas y se colocaron en placas Petri
sobre papel humedo manteniéndolas en oscuridad, las imagenes se tomaron a los 0, 3, 5, 7 y 11 dias.

10) Variacion genética natural en la transicion floral activada por luz UV-C en

Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis esta considerada como una especie facultativa de dia largo, el momento en que
se da la transicion a la floracion estd perfectamente regulado por la interaccion entre la
competencia de la planta para su desarrollo interno y las sefiales medioambientales que
determinan las condiciones favorables para que se dé el cambio de fase vegetativa a
reproductiva. Sin embargo, algunos factores pueden adelantar o retrasar la transicién a la
floracién. Entre ellos, la longitud del fotoperiodo y las bajas temperaturas pueden acelerar
la floracion, y tanto la calidad como la cantidad de luz son también factores importantes en
el control de este proceso. Otras condiciones medioambientales como son la disponibilidad

de nutrientes y la temperatura también tienen efecto sobre la transicion floral (Martinez-
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Zapater et al., 1994). La adaptacion al medio hace que variedades naturales de Aradidopsis
presenten diferencias en cuanto al tiempo de floracion. En esta parte del trabajo se pretende
establecer una relacion entre SA y tiempo de floracion desde otra aproximacion,
aprovechando la variacion genética natural. El objetivo es estudiar qué loci dentro de un
contexto genético determinado son los responsables de las diferencias detectadas en la
aceleracion de la floracion en respuesta a la irradiacion con luz UV-C entre unos ecotipos o
accesiones silvestres y otros. Para ello, empezamos por seleccionar un panel de ecotipos o
accesiones silvestres de amplia distribucion geografica, y adaptados a vivir en condiciones
diferentes en cuanto a periodos de luz/oscuridad, cantidad y calidad de la luz y temperaturas
ambientales. Se trataba primero de analizar si algunos de los 40 ecotipos seleccionados
responden de manera diferente en cuanto al tiempo de floracidén en plantas irradiadas con
luz UV-C. En la tabla 4 se muestran los parametros geograficos asi como los datos de
tiempo de floracion para cada uno de los ecotipos en plantas irradiadas (+UV) o no (-UV)
con luz UV-C al quinto dia tras la siembra. El tiempo de floracién se cuantificé como el
numero total de hojas (NH) a la subida a flor + el error estandar (EE) de una poblacion de 9
individuos por ecotipo. La tabla 4 recoge ademas la proporcidn entre los valores obtenidos
en plantas irradiadas /no irradiadas y la diferencia en el nimero de hojas entre ambos
tratamientos. Al analizar los datos obtenidos se observa que el 50 % de los ecotipos
responden a la irradiacion con UV-C. Doce de los ecotipos testados sufren un adelanto en el
tiempo de floracion al irradiar con luz UV-C y tan sélo en cinco ecotipos se retrasa el
tiempo de floracion, mientras que en los ecotipos 17 restantes no se aprecian cambios. Los
retrasos en la floracion son mas moderados que los adelantos. El maximo retraso observado
es de alrededor de 2 hojas, que corresponde a los ecotipos Alc-0, Kas-1, Ms-0 y Nd-0. Los
ecotipos que mas adelantan (Col-5, L1-0 y Tsu-0) lo hacen con entre 3 y 5 hojas menos que
el control no irradiado. De todos estos datos puede concluirse que hay una amplia
variabilidad genética en la respuesta de aceleracion de la floracién por irradiacion con luz
UV-C entre los ecotipos analizados y también que no puede establecerse una correlacion
entre adelanto o retraso de la floracion en respuesta al factor de estrés y el tiempo de

floracién en ausencia de estrés.
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Tabla 4. Tiempo de floracion de plantas irradiadas con luz UV-C y plantas control no irradiadas de
una coleccion de ecotipos silvestres de Arabidopsis thaliana.

Ecotipo Latitud/  Altitud (m) Tiempo floracion (NH + EE) Ratio ALN

Longitud -UV + UV

Alc-0 N40°/W3° 120+0.5 14.0+0.7 1.17 +2.0
Bay-0 NS0°/E11°  300-400 10.0+£0.3 8.1+0.2 0.81 -1.9
Blh-1 N48°/E16 100-200 10.6 0.4 11.1+0.3 1.05 +0.5
C24 n.r. nr. 93+0.2 10.0+0.3 1.08  +0.7
Can-0 N28°/W15° 1260 38.7+1.5 40.2+1.2 1.04 +1.5
Col-0 N52°/E15° 1-100 10.2+0.4 89+0.3 0.85 -13
Col-4 N52°/E15° 1-100 11.6+0.2 10.7+0.3 0.92 -09
Col-5 N52°/E15° 1-100 125+0.4 8.6+0.3 0.69 -39
Cvi-0 N16°/W24° 1200 10.0+£0.2 9.1+04 0.91 -0.9
Edi-0 N56°/W3° 100-200 143+04 15.0+0.5 1.05  +0.7
Fei-0 N40°/W8g° 100-300 10.7+0.2 87+0.5 0.81 -2.0
FI-3 N60°/E22° 1-100 > 40 > 40 - -

Gr-1 N47°/E16° 300-400 10.7+0.4 9.2+0.2 0.86 -1.5
Ita-0 N35°/wW4° 2000 9.0+0.3 8.0+0.2 0.89 -1.0
Kas-1 N35°E77° 1580 10.9+0.7 13.0+0.9 .19  +2.1
KZ-9 N48°/E65° nr. 9.3+0.7 83+04 0.89 -1.0
Ler-0 N52°/E15° 1-100 89+0.2 9.0+£0.3 1.01 +0.1
Li-2 N50°/E8° 100-200 274+0.7 27.0+1.9 0.97 -0.4
Li-5 N50°/E8° 100-200 79+04 8.1+03 1.03  +0.2
LI1-0 N42°/E3° 100-300 21.2+1.6 16.1+1.1 0.76 -5.1
Ms-0 N56°/E38° 100-200 6.0+0.0 83+0.5 139 +23
Mt-0 NS53°/E23° 100-200 10.0+0.3 7.9+0.2 0.79 -2.1
N1 N61°/E35° n.I. > 40 > 40 - -

Nd-0 NS53°/E9° 200-300 10.0£0.3 12.2+0.3 122 +22
Nd-1 NS53°/E9° 200-300 11.0£0.3 11.3+£04 1.03  +03
No-0 N51°/E14°  200-300 93+0.2 72+0.3 0.77 -2.1
Ost-0 N61°/E14° 1-100 > 40 > 40 - -

Oy-0 N61°/E5° 1-100 10.3+0.6 9.8+£0.5 1.09 -0.5
Rsch-4  N56°/E34° 100-200 9.0+£0.0 9.8+£0.5 1.09 +0.38
Sah-0 N38°/E3° 1300 7.7+0.3 83+04 1.08  +0.6
Sei-0 N47°/E12°  1000-1500 8.1+0.3 8.0+0.2 0.98 -0.1
Sha N39°/E70° 3400 104+1.3 11.1+1.8 1.07 +07
Sf-2 N42°/E3° 1-100 8.1+0.2 7.6+£0.3 0.94 -0.5
Tsu-0 N34°/E136° 1-100 16.6 1.2 13.2+1.3 0.80 -34
Ws-0 N52°/E30° 100-200 42.6+1.6 355+2.0 0.83 -7.1
Ws-4 N52°/E30° 100-200 82+0.4 83+0.2 1.00  +0.1
Wt-1 N52°/E9° 1-100 9.0+0.4 82+03 0.91 -0.8

El tiempo de floracion se calcula contando el nimero total de hojas (NH) al subir a flor + error
estandar (EE) para n=9 en plantas irradiadas con luz UV-C (+UV) o plantas no irradiadas (-UV) como
control. Los datos geograficos se obtuvieron a través del INRA servicio web VNAT
(http://dbsgap.versailles.inra.fr/vnat).
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Con el objeto de determinar si podia establecerse alguna correlacion entre la respuesta a
estrés en el tiempo de floracidn y los pardmetros geograficos de los ecotipos, se
representaron los datos obtenidos de ratio entre el numero de hojas a la subida a flor en
plantas irradiadas/ no irradiadas versus las coordenadas geograficas. En la figura 24 se

muestra la correlacion obtenida para cada parametro geografico: altitud, latitud y longitud.

a
£ 160 - 1,60
O L R'=0,0233 v RE23EDS
1,20
z e M .
s 0,80 & ,..---“‘:.":r" : 0
5 0,80 - i 2 ‘
= 040
< 000 — 040 - C
s 0 1000 2000 0 20 40 60 80 5 100 150
(4
Altitud (m) Latitud ° Longitud °
g
3 1.60 - 1,60 . ; 7
- R? = 0,8678 R%=0,2524 R"= 10,1455
Z 1,20 1,201 - 1,20 1 .
S 080 / 080  + ok Dihvde—
T
Z 0,40 - 0,40 - 0,40 -
'g% 0’00 : 0,00 T T I c,cc T T
x 0 1000 2000 30 40 50 60 5 0 5 100
Altitud (m) Latitud ° Longitud °

Figura 24. Correlacion entre la respuesta a estrés en tiempo de floracion y distintas coordenadas
geograficas en accesiones silvestres de Arabidopsis thaliana.

Se muestra la correlacion entre el valor medio de la proporcion entre el tiempo de floracidn,
expresado como numero de hojas totales, de plantas irradiadas / no irradiadas (NH UV/ NH Cont). Se
muestran las representaciones y andlisis de regresion lineal para todo el panel de accesiones silvestres
(a) o para el subgrupo de ecotipos que responden a la irradiacién con luz UV-C (b). Para las medidas
de altitud, latitud o longitud que en la tabla 1 se muestra como un rango, se representaron los valores
intermedios.
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De todas las accesiones analizadas se procedio a seleccionar aleatoriamente un subgrupo
que incluyese ecotipos que responden o no a luz UV-C y se analizaron sus contenidos en
SA para determinar si podia establecerse una correlacion entre respuesta a estrés y niveles
enddgenos de SA. En la figura 25 se muestra que existe una variacion relativamente amplia
en los contenidos basales de SA libre en diferentes ecotipos, oscilando desde 0,9 a 0,045 ng
por gramo de peso fresco. El ecotipo que contiene una mayor concentracion de SA
enddgeno es Can-0 con 0,91 ug/gPF, sin embargo no presenta apenas cambios en el tiempo
de floracion en respuesta a la irradiacion con luz UV-C. El resto de ecotipos se pueden
agrupar en tres grandes bloques segin su contenido de SA basal libre, en el primero los
ecotipos tienen unos valores entre 0,45 y 0,25 pg/gPF que corresponden a los ecotipos Cvi-
0 y WS-0 (que presenta el mayor adelanto en tiempo de floracién al irradiar con UV-C,
mientras que Cvi-0 no presenta diferencias), entre 0,2 y 0,1 pg/gPF donde se encuentran los
ecotipos de Gr-1 a N1 y el ultimo grupo que presenta un contenido basal por debajo de 0,1
ng/gPF en el que podemos encontrar los ecotipos que van desde Col-6 hasta Wt-1. De todos
estos datos obtenidos entre los ecotipos analizados no podemos establecer una correlacion

entre la respuesta al factor de estrés y los niveles endogenos de SA que contienen.
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Figura 25. Medida de los niveles basales de SA en accesiones silvestres de Arabidopsis thaliana.
Cuantificacion de SA libre basal en hojas de plantas cultivadas hasta tener 15 hojas de roseta en
condiciones no inductoras de la floracion (D.C.). El SA se analizé por HPLC acoplado a un detector
de fluorescencia como se describe en Materiales y Métodos. Las barras verticales representan el
contenido medio de SA en microgramos por gramo de peso fresco. Las barras de error representan el
error estandar.
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Para profundizar en el andlisis de la variacion genética natural en la floracidn acelerada por
estrés en Arabidopsis, se escogieron dos accesiones (Col-5 y Fei-0) que responden
adelantando la floracion y dos (Nd-1 y Ler-0) que no responden a la irradiacién con luz
UV-C. Se irradiaron plantas Col-5, Fei-0, Nd-1 y Ler-0 con dosis crecientes de luz UV-C (0,
50, 100, 200 y 500 mJ cm™) el quinto dia tras la siembra para ver su respuesta en tiempo de
floracion (Fig. 26 a). En plantas Col-5 y Fei-0, la aceleracion es dependiente de la dosis de
irradiacion, mientras que plantas Nd-1 y Ler-0 no responden a ningtin nivel de irradiacion.
Estas accesiones son los parentales de sendas colecciones Col-5 x Nd-1 y Fei-0 x Ler-0 de
lineas hibridas recombinantes (RILs). De la coleccién Col-5 x Nd-1, que es de uso publico,
seleccionamos una representacion aleatoria de 30 lineas que analizamos en términos de
tiempo de floracion en plantas irradiadas o no con luz UV-C al quinto dia tras la siembra.
La figura 26 b muestra el tiempo de floraciéon cuantificado como el numero total de hojas
(NH) a la subida a flor + el error estandar (EE) de una poblacién de nueve individuos por
linea y tratamiento, asi como el ratio entre los valores obtenidos y la diferencia en el
nimero de hojas. De los resultados obtenidos se deduce que para el caracter de floracion
acelerada por estrés puede detectarse transgresion siendo alguna de las RILs analizadas mas

extremas en fenotipo que sus correspondientes plantas parentales.
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Figura 26. Analisis del tiempo de floracion en respuesta a estrés en ecotipos sensibles e insensibles a

la irradiacion con luz UV-C y en lineas hibridas recombinantes (RILs) Col-5 x Nd-1.

(a) El tiempo de floracion de los distintos ecotipos se cuantificd como el niimero total de hojas (NH) a

la subida a flor. Las barras corresponden a la media de los valores obtenidos para cada poblacion (n=9)
de plantas no irradiadas o irradiadas con luz UV-C a distintas dosis (0, 50, 100, 200 y 500 mJ cm’z) el

quinto dia tras la germinacién. Las barras de error representan el error estandar (EE). (b) En el panel

superior, el tiempo de floracion de las distintas RILs se cuantificé como el numero total de hojas (NH)
a la subida a flor. Las barras verdes y moradas corresponden, respectivamente, a la media de los

valores obtenidos para cada poblacion (n=9) de plantas irradiadas (UV) y no irradiadas (Cont) con luz

UV-C (200 mJ cm™) el quinto dia tras la germinacion. Se incluyen los valores correspondientes a los

parentales Col-5 y Nd-1. Las barras de error representan el error estandar (EE). En los paneles

inferiores se representa la diferencia en el nimero de hojas (A NH) y la proporcion (Ratio UV/Con) al

irradiar o no las plantas de las diferentes RILs.
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Cambios en los niveles endégenos de dcido salicilico correlacionan con el tiempo de
floracion.

En Arabidopsis, el momento en que se produce la transicion a la floracion esta
finamente regulado y viene determinado por la interaccion entre la competencia de la planta
para su desarrollo interno y las sefiales medioambientales que determinan las condiciones
favorables para que se dé el suceso reproductivo. Sin embargo, bajo condiciones
mediambientales que causan estrés se hace necesario activar el programa de floracion
prematuramente con el objeto de aumentar las posibilidades de pervivencia de las plantas
produciendo semillas que puedan encontrar condiciones mas favorables para la
germinacidon y posterior crecimiento. Aunque el proceso de transicidon a la floracion en
Arabidopsis ha sido ampliamente caracterizado, nada se sabe hasta el momento del
mecanismo capaz de activar la floracion en respuesta a factores de estrés. Algunos factores
de estrés capaces de alterar el tiempo de floracién, como la infeccion por patdgenos,
temperaturas extremas o altas irradiaciones, conllevan un incremento en los niveles de
algunos metabolitos como etileno, acido abcisico y SA (Blee, 2002; Dempsey et al., 1999;
Ni et al., 1996; Pastori y Foyer, 2002; Raskin, 1992).

Estudios recientes apuntan la posibilidad de que SA sea un regulador de la
transicion a la floracion en plantas de Arabidopsis thaliana sometidas a estrés (Martinez et
al., 2004). Para que se produzca un adelanto en el tiempo de floracidon en plantas sometidas
a irradiacion con luz UV-C es necesaria tanto la sintesis como la acumulacion de SA, ya
que en plantas transgénicas nahG, que no acumulan SA ya que lo degradan rapidamente a
catecol, no se produce adelanto en la floracion. Sin embargo, se desconoce en gran medida
el mecanismo mediante el cual SA regula el tiempo de floracion. Con el objeto de abordar
esta cuestion, al inicio del presente trabajo se determind el espacio temporal en el que se
correlacionan cambios en los niveles enddgenos de SA con la activacion de la expresion de
genes que inducen la transicion floral. Los cambios en los niveles endogenos de SA fueron
monitorizados mediante plantas transgénicas en las que el promotor de BGL2, gen PR
inducible por SA, estd fusionado al gen reportador GUS, el uso de esta construccién
permite no solo ver si se producen cambios, si no ademas ver donde estan localizados.

En trabajos anteriores se ha establecido la ventana de transicion floral entre el

cuarto y sexto dia tras la siembra, monitorizando la expresion del gen de identidad del
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meristemo LEAFY (LFY) en plantas transgénicas LFY:GUS (Blazquez et al., 1997). En
nuestras condiciones de cultivo los cambios detectados en los niveles enddgenos de SA se
dan el décimo dia tras la siembra. Esta diferencia viene determinada probablemente por las
distintas condiciones de cultivo: cantidad y calidad de la luz y temperatura de crecimiento.
Cerdan y Chory (2003) demostraron que cambios en las condiciones de iluminacion
durante el cultivo de las plantas afectan al tiempo de floracion. De hecho, un
enriquecimiento de la luz en rojo lejano y rojo, conlleva un ligero retraso en el tiempo de
floracion. Bajo nuestras condiciones de cultivo, el décimo dia tras la siembra se da un
aumento tanto de los niveles de tincion GUS, asociados al tejido vascular, como de la
expresion del gen ICS1/SID2 que codifica la isocorismato sintasa 1 encargada de sintetizar
SA en Arabidopsis (Wildermuth ef al., 2001). Este incremento va acompafiado de la
induccion de la expresion del gen activador de la floracién F7, cuya proteina actua como
sefial encargada de activar la transicion floral, sintetizandose en las hojas y traslocandose a
través de los haces vasculares hasta el meristemo apical del tallo donde se induce el cambio
de fase vegetativa a reproductiva (Jaeger y Wigge, 2007; Lin et al.,, 2007; Mathieu et al.,
2007; Corbesier et al., 2007).

PCC1 relaciona dcido salicilico con el reloj circadiano y la via de fotoperiodo.

Una vez localizada la ventana temporal donde se observan cambios en los niveles
endégenos de SA en nuestras condiciones de cultivo, se intentd identificar componentes
que participasen en la regulacion de la transicion floral por SA. Del analisis comparado de
los transcriptomas de plantas Col-0 versus plantas deficientes en SA durante la ventana
temporal en la que cambios en los niveles endégenos de SA pueden correlacionarse con la
transicion floral, pueden identificarse genes diferencialmente regulados por SA y
potenciales reguladores del tiempo de floracion. El analisis transcriptomico se hizo
tomando las plantas nahG, sid2-1 y eds5-3 como diferentes réplicas de una muestra tnica,
correspondiente a la categoria deficiente en SA, frente a plantas silvestres, con metabolismo
y seflalizacion de SA normales. Este tipo de analisis es muy restrictivo ya que solo se
validan como genes diferencialmente expresados aquellos que lo estén en los tres genotipos
deficientes en SA. De esta manera se evitan aquellos genes cuya expresion diferencial sea
especifica de un determinado genotipo mutante pero que no se comparte en otros mutantes
cuyo fenotipo de tiempo de floracidn es similar. Del resultado del andlisis transcriptomico,

se obtuvieron 15 genes diferencialmente expresados de los que 13 genes estan
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sobreexpresados y 2 genes estan subexpresados en plantas deficientes en SA. A este nivel,
un filtro adicional permitiria hacer una seleccién aun mayor de los genes candidatos a
regulador dependiente de SA de la transicion floral. Puesto que la irradiacion con luz UV-C
conduce a la floracion temprana en plantas silvestres pero no en plantas nahG, los
candidatos a activadores deberian ser genes activados por luz UV-C en plantas Col-0 y no
en nahG y los candidatos a represores deberian ser reprimidos por luz UV-C sdlo en las
plantas silvestres. De los 15 genes, so6lo PCC1 (At3g22231) se induce en respuesta a luz
UV-C en plantas silvestres pero no en nahG, lo que lo convierte en un posible activador de
la floracion, y dos genes, Atlg44740 y PLETHORA 2 (PLT2, Atlg51190), se encuentran
reprimidos por luz UV-C en Col-0 pero no en nahG, y podrian, por tanto, actuar como
represores de la floracion. Segin los datos publicados en Genevestigator, Atlg44740
alcanza la maxima expresion cuando en la planta comienza a crecer el tallo principal y se
encuentra reprimido en respuesta a SA y ozono, mientras que para PLT2 el maximo de
expresion se alcanza al inicio de la fase juvenil y en silicuas y se encuentra ligeramente
reprimido en respuesta a ozono y Pseudomonas syringae. En cuanto a PCC1, Pathogen and
Circadian Controlled 1, esta descrito que responde al ataque por patogenos, evento
caracterizado por la sintesis de SA, y muestra una expresion basal regulada por el reloj
circadiano que aumenta su expresion al principio de la fase de luz alcanzando el maximo a
las 8 horas para decaer en la fase de oscuridad. (Sauerbrunn y Schlaich, 2004). El hecho de
que en la regulaciéon de PCCI confluyan SA y un mecanismo como el reloj circadiano,
funcionalmente relacionado con la regulacién de la floracion, le convertia en un potencial
candidato para mediar entre SA y la regulacion del tiempo de floracion. Asi pues,
centramos el trabajo en su caracterizacion molecular y funcional.

Los datos obtenidos en el presente trabajo muestran que la expresion de PCC1 esta
regulada por el reloj circadiano. Bajo nuestras condiciones de cultivo su expresion cicla a lo
largo del dia alcanzando el maximo de expresion al final de la fase de luz. El retraso en el
pico de expresion a lo largo del fotoperiodo comparado con los resultados obtenidos por
Sauerbrunn y Schlaich (2004) es debido a las condiciones de iluminacion (fotoperiodos de
12 horas en su caso y dias largos de 16 horas en el nuestro) y temperatura durante el cultivo
de las plantas. La expresion de PCC/ es estrictamente dependiente de la sintesis,
acumulacion y sefializacion de SA y su activacion requiere la funcion del gen de tiempo de
floracion CO. La reducida expresion de PCCI en las plantas deficientes en SA puede ser

debido a la incapacidad de estas plantas para alcanzar la maxima expresion de CO al final
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del periodo de luz. En el presente trabajo, se pone de manifiesto que las plantas deficientes
en SA ademas de no mostrar expresion de PCC/ muestran sobreexpresion constitutiva del
componente del reloj CCA1. La sobreexpresion de CCA/ conlleva la pérdida de regulacion
circadiana de CO, trabajos anteriores ya apuntan que la sobreexpresion de genes que
codifican proteinas del reloj circadiano (LHY y CCAI) causa la pérdida de ritmo de los
genes de salida del reloj circadiano (Schaffer et al., 1998; Wang y Tobin, 1998), entre los
que se encuentra CO. Estos datos sugieren un papel de SA como regulador del reloj
circadiano o de las rutas de salida del reloj. Al irradiar plantas transgénicas de pérdida y
ganancia de funcién de CCAI con luz UV-C se observa que el mutante de pérdida de
funcion ccal-1 no consigue activar los niveles de transcrito de PCCI. Esto puede ser
debido a que la pérdida de funcion de CCAI cause la desregulacion de los niveles de
transcrito de CO, cuya expresion estd modulada por el reloj circadiano (Suarez-Lopez et al.,

2001), y PCC1 requiere la funcién de CO para inducirse.

PCCl1 participa en la regulacion del tiempo de floracion.

Analizando el patron de expresion temporal de PCCI encontramos que en plantas
no sometidas a estrés cultivadas en condiciones de dias largos, su expresion depende del
estado de desarrollo de la planta, lo que le convierte en un candidato a regulador de las
transiciones de fase durante el desarrollo. PCC! presenta niveles de expresion muy bajos en
plantula y se incrementan tanto en hojas de roseta como caulinares de plantas adultas,
alcanzando la maxima expresion en hojas de roseta senescentes, proceso en el que esta
descrito que se activa la sintesis de SA (Morris ef al., 2000). Estos resultados relacionan
niveles de SA con desarrollo ya que PCC! se induce Ginicamente por SA (ver figura 6). Los
datos obtenidos, corroboran los incluidos en la base de datos del Genevestigator, donde se
muestra que PCC1 se expresa mayoritariamente en fase adulta, en hojas de roseta y peciolo.

Mediante la generacion de plantas transgénicas de pérdida y ganancia de funcién
de PCCI en distintos fondos genéticos de Arabidopsis, se ha demostrado que la alteracién
de la expresion del gen PCCI conlleva cambios en el fenotipo de tiempo de floracion de las
correspondientes plantas transgénicas. La reduccion de la expresion de PCC/ mediante
técnicas de interferencia de RNA en fondo genético silvestre y en fondo mutante fve-3,
conlleva un retraso del tiempo de floracidn, y la sobreexpresion del gen un adelanto del
mismo. En cambio, en el fondo mutante co-/ el tiempo de floracidn es independiente del

nivel de transcrito de PCCI, lo que sugiere que el adelanto en la floraciéon promovido por
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PCClI, requiere la funcionalidad de CO. El retraso en el tiempo de floracion de las lineas
RNAi de PCCI en fondo silvestre, conlleva niveles de expresion mdas bajos del gen
integrador F7, mientras que los niveles de SOC/ permanecen constantes. Estos datos
sugieren que PCC/ interaccionaria con la via de fotoperiodo en algun punto entre CO y FT.
Ademas, el fenotipo de las lineas de sobreexpresion en fondo Col-0 cultivadas en
condiciones de dia largo es muy parecido al silvestre, mientras que las lineas de RNA|,
poseen un fenotipo parecido al del mutante f#-4. Son claramente mas tardias y presentan una
roseta mas compacta y con hojas mas grandes y tallos mas gruesos. Las linecas de RNAi
presentan un didmetro de tallo y una longitud de silicua mayor y la disposicién de las
silicuas alrededor del tallo también se ven alteradas. El tamafio de la flor es mayor en las
lineas de RN A, asi como los 6rganos que la integran: pistilo, estambres, pétalos y sépalos.
Todas estas caracteristicas fenotipicas estdn presentes también en plantas f#-4, lo que
sugiere que el fenotipo de las plantas RNAi para PCC1 podria ser mayoritariamente debido
a la funcion reducida de FT.

Se han encontrado también dos loci (At3g22235 y At3g22240) que parecen ser
duplicaciones génicas de PCC/ y que muestran una alta homologia de secuencia de
nucledtidos. Segun los datos publicados en Genevestigator, At3g22240 se reprime en
respuesta a SA y Pseudomonas syringae, mientras que no hay datos de At3g22235.
Mediante RT-PCR no se detectd reduccion de los niveles de transcrito de ninguno de los
dos genes (At3g22235 y At3g22240) en ninguna de las lineas generadas, y sélo la
expresion de PCC! se encuentra muy reducida. Esto indica que el fenotipo de floracion
tardia detectado en las lincas RNAi de PCCI, es debido especificamente a la reduccion del
transcrito de PCC1.

Los niveles de SA de las lineas de sobreexpresion y RNAi de PCC/ en fondo Col-
0 no presentaron alteraciones ni en los niveles basales ni al ser sometidas a irradiacion con
UV-C respecto del control Col-0 no transformado, lo que indica que PCCI no interfiere en

la sintesis de SA.

Otras funciones para PCCI.

Se estudié el comportamiento de las lineas transgénicas de sobreexpresion y de
RNAI, en los diferentes fondos genéticos Col-0, co-1 y fve-3, en otros procesos que
requieren la sintesis de SA, como son la defensa frente a patdogenos biotrofos (Malamy et

al., 1990; Métraux et al., 1990; Reymond y Farmer, 1998) y la senescencia (Morris et al.,
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2000). Aunque Sauerbrunn y Schlaich (2004) proponen que la sobreexpresion de PCCI
confiere resistencia a patdgenos como Hyaloperonospora parasitica, nuestros datos no son
determinantes, so6lo una de las lineas de sobreexpresion de PCC! en fondo Col-0 y otra en
fondo co-1 presentan mayor resistencia frente a Pseudomonas syringae. En cambio, la linea
RNAi de PCCI en el fondo mutante fve-3 muestra mayor resistencia que el mutante fve-3
que es ya mas resistente que la planta silvestre.

A pesar de lo publicado por Buchanan-Wollaston y colaboradores (2005) donde se
sugiere que SA tendria un papel en la senescencia natural y no en la senescencia forzada
por oscuridad en hojas cortadas, PCCI no parece tener ningun efecto en condiciones de
senescencia natural. Sin embargo, en condiciones de senescencia forzada por oscuridad
PCCI podria tener una funcién antisenescente ya que las lineas de RNAi en fondo silvestre
presentan sintomas de senescencia anteriores a los observados en el control silvestre Col-0.

El analisis de los mutantes de la via de fotoperiodo frente a Pseudomonas syringae
revela que de todos ellos sélo co-1 se muestra mas resistente, lo que sugiere que CO pueda
tener un papel como modulador negativo en la activacion de resistencia. Aunque el mutante
co-1 puede activar la expresion de PR-1 en plantas irradiadas con luz UV-C, la activacion
de la sintesis de SA y la concomitante expresion de PCCI estan significativamente
afectadas. Estos datos sugieren que CO podria jugar una doble funcion en la activacion de
resistencia en Arabidopsis, una dependiente y otra independiente de SA. Alternativamente,
la activacion de la sintesis de SA en respuesta a luz UV-C podria implicar la participacion
de dos vias de sefializacion. Una de las vias, independiente de CO, participaria en la
activacion de resistencia frente a patogenos, y la otra, dependiente de CO, regularia

procesos del desarrollo como la transicion floral.

;Qué confiere a PCCI su funcion reguladora?

PCCI1 es una pequefia proteina de 8,5 kDa y un punto isoeléctrico de 3,99 que no
contine ningun dominio caracteristico y que podria tener localizacion cloroplastica. La
proteina tiene 7 residuos de cisteina en su extremo carboxilo terminal lo que le hace
proxima a péptidos antimicrobianos ricos en cisteina de plantas como las tioninas y las
defensinas. En este dominio rico en cisteinas la proteina PCC1 contiene una secuencia
conservada en el péptido antimicrobiano hepcidina presente en numerosos organismos y
que parece participar en la homeostasis del hierro en el higado de animales. Sin embargo, la

sobreexpresion de PCCI no conduce a un aumento en la resistencia de la planta frente a la
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bacteria fitopatogena Pseudomonas syringae. Se requerird mas experimentacion para
analizar hasta que punto la proteina PCC1 podria tener actividad antimicrobiana. Por otra
parte, el dominio rico en cisteina presenta también una alta similitud de secuencia con el
correspondiente dominio de algunas tioredoxinas, lo que podria ser indicativo de una
funcién redox para PCCI. Finalmente, el dominio rico en cisteinas de PCCI1 es también
bastante similar al presente en inhibidores de la familia de factores MyoD que regulan la
miogénesis en animales. Esta similitud resulta interesante para la funcidon que se propone en
este trabajo para PCC1. Al igual que los inhibidores de MyoD modularian negativamente la
diferenciacion de mioblastos a células diferenciadas del musculo, PCC1 podria funcionar
interaccionando con un factor de transcripcién implicado en el mantenimiento del
desarrollo vegetativo y resultando en la inhibicién de este proceso y permitiendo la
transicion del meristemo apical vegetativo en reproductivo. Esta posible funcidon resulta
extremadamente interesante pero requiere mas experimentacion que estd en curso. La
proteina completa no presenta similitud de secuencia de aminoacidos con proteinas de otros
organismos pero en Arabidopsis PCC/ forma parte de una familia de 6 miembros de
pequetios polipéptidos que mantienen cierta homologia en la secuencia de aminoacidos,
At1g05340, At1g56000, At2g32190, At2g32200, At2g32210 y At3g22231 (PCCI). Todos
estos genes excepto Atlg56000 codifican proteinas con dominios carboxilo terminales ricos
en cisteinas pero ninguno de ellos a excepcidon de PCC1 conserva las secuencias tipicas de
las hepcidinas, de las tioredoxinas o de los inhibidores de MyoD mencionados
anteriormenete. Por otra parte, ninguno de ellos excepto PCCI/ estaba diferencialmente
regulado en plantas deficientes en SA cuando comparamos sus transcriptomas con el de
plantas silvestres Col-0. En cambio, los datos obtenidos de la base de datos Genevestigator,
indica que los miembros de esta familia estan fuertemente inducidos en plantas irradiadas
con luz UV-B o tratadas con ozono. Estos datos sugieren que PCC1 podria ser uno de los
componentes de una familia de pequefias proteinas cuya expresion esta regulada por SA,
pero PCCI1 contiene elementos diferenciales en su secuencia que le podrian permitir

ejecutar funciones especificas y diferenciadas del resto de miembros de la familia.

Variacion natural. Otra aproximacion.
Aunque con los datos obtenidos entre los ecotipos analizados no podemos
establecer una correlacion entre la respuesta al factor de estrés y los niveles endogenos de

SA que contienen, el estudio de la variacion genética natural en Arabidopsis thaliana se
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confirma como una alternativa valida para el estudio de la transicion floral activada por luz
UV-C, ya que para el caracter de floracion acelerada por estrés puede detectarse trasgresion,
siendo el fenotipo de alguna de las RILs analizada mas extremo que el de sus
correspondientes parentales. En nuestro caso se analizaron 30 lineas de los parentales Col5
Nd1, pero también se podian haber empleado lineas de los parentales Fei0 Ler0. Sin
embargo, para poder identificar QTLs implicados en el caracter de estudio seria necesario

analizar un nimero mayor de lineas recombinantes.
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1. La correlaciéon entre los cambios detectados en los niveles enddégenos de acido
salicilico asociados al tejido vascular y la concomitante expresion de genes de tiempo
de floraciéon nos ha permitido acotar alrededor del décimo dia tras la siembra los
eventos regulados por acido salicilico que participan potencialmente en el control del

tiempo de floracion.

2. El analisis transcriptomico comparado de plantas deficientes en acido salicilico y de
floracion tardia frente a plantas silvestres ha permitido identificar 15 genes
diferencialmente expresados. De los candidatos identificados, se seleccionaron
posteriormente tres genes mediante un filtro resultante de aplicar el criterio de
induccion o represion por luz UV sélo en plantas silvestres, que responden a luz UV
adelantando la floracion, y no en plantas incapaces de acumular acido salicilico, que no
responden a dicho estimulo. Sélo el gen PCCI, que codifica la proteina denominada
Pathogen and Circadian Controlledl, funcionaria como un potencial activador de la
transicion floral dependiente de acido salicilico y se ha seleccionado para su posterior

caracterizacion molecular y funcional.

3. La expresion del gen PCCI estd regulada a lo largo del desarrollo de la planta y
requiere de la sintesis, acumulacion y sefializacion de acido salicilico, asi como de la

correcta funcion del reloj circadiano y del gen CONSTANS regulado por el reloj.

4. La generacion y caracterizacion de plantas transgénicas, con expresion reducida o
aumentada del gen PCCI, ha permitido comprobar que PCC1 participa tanto en la
regulacion del tiempo de floraciéon en plantas de Arabidopsis como en la floracién
acelerada que causa la irradiacion con luz UV, un factor de estrés que induce la sintesis

de acido salicilico en plantas.

5. Este trabajo recoge la identificacion y caracterizacion del primer componente descrito
que participa en la regulacion dependiente de acido salicilico del tiempo de floracién.

Sin embargo, la floracion acelerada por estrés y dependiente de acido salicilico es un
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proceso complejo y, muy probablemente, resulte de la interaccion de multiples factores
enddgenos y exogenos. El andlisis de la variacién genética natural de dicho caracter en
diferentes accesiones silvestres y lineas hibridas recombinantes de Arabidopsis sugiere
que el andlisis de la variacion genética natural puede ser, junto con las técnicas
moleculares, una herramienta util para la identificacion de otros componentes que

participen junto con PCCI1 en la regulacion de la floracion acelerada por estrés.
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