RESUMEN

La fitohormona acido abscisico (ABA) juega un papel crucial en el control de la respuesta a estrés y en la
regulacion del crecimiento y desarrollo de la planta. La uniéon del ABA a los receptores intracelulares
PYR/PYL/RCAR conlleva la inhibicion de las PP2Cs del clado A tales como ABI1 o HAB1, causando la
activacion de la ruta de sefalizacion del ABA. Para obtener mas informacién en la sefalizacion del ABA
nos hemos centrado en la caracterizacion de miembros de estas dos familias proteicas. Hemos generado
una version mutada de HAB1 que contiene una mutacion en el Trp-385, residuo clave para la interaccion
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con los receptores y con la molécula de ABA. Como resultado, hab
inhibicion por los receptores PYR/PYL/RCAR. Asi, en ensayos de actividad quinasa in vitro encontramos
que hab1"*** era capaz de desfosforilar a OST1 incluso en presencia de ABA y de los receptores.
hab1"®*** y hab1°***® pueden ser clasificadas como mutaciones dominantes hipermérficas. Mientras que
hab1%%**" posee una actividad fosfatasa reducida, el nuevo alelo dominante muestra una actividad
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idéntica al genotipo salvaje. Lineas transgénicas de Arabidopsis sobreexpresando habl
una fuerte insensibilidad al ABA. También hemos analizado el papel de las PP2Cs del clado A
pertenecientes a la rama representada por PP2CA. La generacion de un mutante doble pp2ca-lhail-1,
gue muestra mayor sensibilidad a la hormona en comparacién con el genotipo salvaje y con los mutantes
sencillos, reveld que HAI1 es un regulador negativo de la ruta de sefializacion del ABA. El analisis de la
localizacién subcelular mostré que tanto HAIL como PP2CA se localizan en el nicleo, aunque también
estan presentes en el citosol y en la fraccion microsomal. Tres miembros de la rama de PP2CA i.e..
PP2CA, AHG1 y HAI1, mostraron una inhibicion selectiva por los receptores PYR/PYL/RCAR. Estos
resultados sugieren que estos receptores pueden discriminar entre miembros del clado A de las PP2Cs.
pyl8 es el Unico mutante sencillo que muestra sensibilidad reducida al ABA en ensayos de crecimiento de
raiz. Analisis usando el gen reportero GUS mostraron que PYL8 estaba presente en la estela, en la
epidermis de la raiz y en la caliptra, y la cuantificacién de la actividad beta-glucuronidasa en raiz mostro
gue PYL8 es uno de los receptores con mayor nivel de expresion. La caliptra juega un papel crucial en la
respuesta hidrotropica. El estudio de esta respuesta en mutantes mdltiples de las PP2Cs y de los
PYR/PYL/RCAR reforzé la idea de que el ABA regula este proceso. Asi, mientras el mutante séxtuple
pyr/ipyl112458 presentd una curvatura menor al aplicarsele un gradiente de humedad, el mutante
cuadruple de las PP2Cs (Qabi2-2) mostré una curvatura mas pronunciada en estas condiciones, evitando
las zonas con menor potencial hidrico. Finalmente, en la Ultima parte de este trabajo se utilizaron
abordajes genético-quimicos para aumentar la resistencia a la sequia. Hemos llevado a cabo un rastreo
con compuestos quimicos para aislar nuevos agonistas del ABA. Basado en datos estructurales de los
receptores, se seleccionaron 500 compuestos que fueron ensayados en Arabidopsis. De estos, el
compuesto 2C06 inhibid el crecimiento de raiz en plantas salvajes mas que en mutantes pyr/pyl/rcar
insensibles a ABA y produjo resultados prometedores in vitro al inhibir a las PP2Cs e interaccionar con

éstas en ensayos de doble hibrido.



