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Resumen

Las giberelinas (GAs) son reguladores del crecimiento que controlan la
formacion y desarrollo del fruto. Las GAs son percibidas por los receptores
nucleares GID1 (GA INSENSITIVE DWARF1) (GID1A, GID1B y GID1C), mediando
ast la degradacion de las proteinas DELLA que actian como reguladores
negativos de la respuesta a GAs. Nuestro objetivo es conocer cuales son los
mecanismos moleculares por los cuales las GAs median la formacion y desarrollo
del fruto. Para comprender qué receptores GID1 y qué proteinas DELLA (GAI,
RGA, RGL1 y RGL2) participan en la formacion del fruto hemos analizado su
expresion espacial y temporal, identificando las posibles interacciones
especificas de tejido entre los GID1 y DELLA. GID1A puede interactuar con RGA 'y
GAI en todos los tejidos del pistilo, mientras que las interacciones entre GID1C-
RGL1 y GID1B-RGL2 solamente ocurren en valvas y 6vulos, respectivamente. El
analisis de alelos mutantes gidI indica que GID1A tiene una funcién principal en
el crecimiento del fruto, mientras que GID1B y GID1C tienen funciones
especificas en desarrollo de la semilla y elongacién de la vaina, respectivamente.
Por tanto la percepcidon de GAs en ovulos es mediada por GID1A y GID1B,
mientras que en la valva lo es por GID1A y GID1C. Por otro lado, para identificar
cuales son los genes regulados por GAs que participan en la formacion del fruto,
hemos realizado un analisis transcriptdmico en el mutante 4xdella y en frutos
partenocarpicos inducidos por GAs y polinizados, identificando mas de 10,000
genes diferenciales, lo que sugiere la complejidad del proceso. De éstos se han
reconocido varios factores transcripcionales que potencialmente pueden mediar
la respuesta a GAs en el fruto, y hemos determinado cuales de ellos son dianas
directas de DELLA. Hemos analizado con mas detalle la funcién de dos de ellos,
RBE y PIL2, mediante el analisis de los fenotipos mutantes e interacciones in vitro

proteina-proteina.



Summary

The hormones Gibberellins (GAs) are growing regulators that control fruit
set and fruit growth. GAs are perceived by its nuclear receptors GID1 (GA
INSENSITIVE DWARF1) (GID1A, GID1B y GID1C), which then trigger degradation
of downstream repressors DELLA which are negative regulators of GA response.
Our general goal is to know the molecular mechanisms by which GA-mediated
fruit set. To understand which of the three GA receptor genes and four DELLA
proteins are involved during fruit initiation in Arabidopsis, we have examined
their temporal and spatial localization and expression, respectively and identify
tissue-specific interactions between GID1 and DELLA. Our data suggest that
GID1A can interact with RGA and GAI in all tissues, whereas GID1C-RGL1 and
GID1B-RGL2 interactions only occur in valves and ovules, respectively.
Functional study of gidZ mutant combinations confirms that GID1A plays a major
role during fruit-set and growth, whereas GID1B and GID1C have specific roles in
seed development and pod elongation, respectively. Therefore, in ovules, GA
perception is mediated by GID1A and GID1B, while GID1A and GID1C are
involved in GA perception in valves. On the other hand, to identify which are the
genes that may participate in fruit set mediated by GAs, we have used
transcriptomic analysis to detect genes regulated in the 4xdella mutant, fruits
induced by GAs and pollinated fruits. As many as 10,000 genes appear to be
differentially regulated, which suggest the complexity of this process. Among the
differential genes, many of them encode for transcription factors that may
regulated the GA response in fruit and some of them were tested as early targets
of DELLA. The implication in the GA pathway of early target genes, RBE and PILZ,
was studied by mutant phenotype analysis and in vitro assays for protein-protein

interaction.



Resum

Les gibberel-lines (GAs) son reguladors del creixement que controlen la
formacio i desenvolupament del fruit. Les GAs son percebudes pels receptors
nuclears GID1 (GA INSENSITIVE DWARF1) (GID1A, GID1B y GID1C), intervenint
aixi la degradacio de les proteines DELLA que actuen com reguladors negatius
de la resposta a GAs. El nostre objectiu és conéixer quins sén els mecanismes
moleculars pels quals les GAs mitjancen la formacié i desenvolupament del fruit.
Per a comprendre que receptors GID1 i que proteines DELLA participen en la
formacio del fruit hem analitzat la seua expressié espacial i temporal, identificant
les possibles interaccions especifiques de teixit entre els GID1s i DELLAs. GID1A
pot interactuar amb RGA i GAI en tots els teixits, mentre que les interaccions
entre GID1C-RGL1 i GID1B-RGL2 solament ocorren en valves i ovuls,
respectivament. L'analisi d'al-lels mutants gidl indica que GID1A té una funcio
principal en el creixement del fruit, mentre que GID1B i GID1C té funcions
especifiques en desenvolupament de la llavor i elongacié de la beina,
respectivament. Per tant la percepcié de GAs en ovuls és mitjangada per GID1A i
GID1B, mentre que en la valva ho és per GID1A i GID1C. Per altra banda, per a
identificar quins son els gens regulats per GAs que participen en la formacié del
fruit, hem realitzat una analisi transcriptomatic en el mutant 4xdella i en fruits
induits per GAs i pollinitzats, identificant mes de 10,000 gens diferencials, la qual
cosa sugereix la complexitat del procés. D' aquests s'han identificat diversos
factors transcripcionals que potencialment poden intervenir en la resposta a GAs
en el fruit, i hem determinat quins d'ells son dianes directes de DELLAs. Hem
analitzat amb més detall la funcié de dos d'ells, RBE i PIL2, mitjancant l'analisi

dels fenotips mutants i interaccions in vitro proteina-proteina.
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Introduccion

1.1. La estructura del fruto de Arabidopsis

El fruto es una estructura especializada designada para proteger las
semillas mientras se desarrollan y posteriormente diseminarlas cuando estan
maduras (Roeder y Yanofsky, 2006; Ostergaard, 2009). Por lo general, el fruto se
forma a partir del pistilo o gineceo de la flor tras la polinizacion y fecundacion de
los ovulos. El gineceo de Arabidopsis esta formado por dos carpelos fusionados
en un canal central denominado replum, y estd coronado por un Unico estilo y
estigma (Cox et al, 2006; Balanza et al, 2006; Ostergaard, 2009; Arnaud et al,
2010). El estigma, ubicado en la parte superior del pistilo esta compuesto por
una capa de células papilares especializadas que permiten la germinacion del
polen. El estilo forma un cilindro alrededor de las células del tracto de
transmisidn encargado de guiar el tubo polinico desde el estigma hacia el ovario.
En la parte inferior del pistilo y abarcando casi su totalidad se situa el ovario, que
contiene los 6vulos, y que se une por su base al pedinculo de la flor a través del

gindforo (Figura 1.1A)

En una seccidon transversal se observa que el ovario de Arabidopsis se compone
de dos compartimentos divididos por el septum y la placenta que une cada
ovulo por medio del funiculo (Roeder y Yanofsky, 2006). Las valvas corresponden
a la pared de los carpelos, delimitado por una fila de células longitudinales muy
pequefas denominadas el margen de valva, que une las valvas al replum (Figura
1.1B) (Seymour et al, 2013). La valva esta constituida por 6 capas celulares. La
mas externa o exocarpo esta formada por células alargadas con estomas. En el
interior se encuentra el mesocarpo, constituido por 3 capas celulares de tejido
fotosintético con cloroplastos. Finalmente, en el interior de la valva se diferencia
el endocarpo, conformado por dos capas celulares, el endocarpo g, constituido
por células engrosadas que tras la maduracién del fruto colapsan, y el endocarpo
b, una capa de células que se lignifican en las fases finales del desarrollo del
fruto (Figura 1.2.). Generalmente el ovario contiene alrededor de 50-70 6vulos en

cuatro filas a lo largo del pistilo (Seymour et al, 2013).
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Figura 1.1. Estructura del gineceo de Arabidopsis. A. Imagen de falso color de microscopia
electrénica de barrido (SEM) de un pistilo. Se observa el estigma (blanco), estilo (rosa), valvas
(verde), replum (verde claro) y ginéforo (marrdn). B. Esquema que representa un corte transversal
del pistilo en el plano medio del ovario. Se observa el tracto de transmision (azul oscuro), septum
(azul claro), évulo y funiculo (amarillo), margen de valva (negro) y placenta (blanca). Adaptado de
Seymour et al. (2013).

Figura 1.2. Estructura de la valva. Imagen de microscopia electronica de barrido (SEM) de las 6
capas celulares que constituyen la valva o pared del ovario. La epidermis externa o exocarpo (ex),
tres capas celulares, el mesocarpo (me), y dos capas internas, el endocarpo b (en b)y el endocarpo
a(en a). Adaptado de Dorcey et al (2009).

La germinacion del grano del polen ocurre en las papilas estigmaticas situadas
en la parte superior del ovario. Después de la germinacion, el tubo polinico crece

a través del tracto de transmisién y entra en los 6vulos a través del micropilo.
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Dada la posicion del estigma y la orientacién vertical de las 4 filas de 6vulos, se
requiere un progresivo crecimiento del tubo polinico para recorrer todo el ovario
desde el estigma a la base y poder asi fecundar todos los ovulos. Tras la
fecundacion, las células del ovario se dividen y se expanden. El tamafio final que
adquiere el fruto estd determinado por el nimero total de semillas (Smith y
Koltunow, 1999; Ozga et al, 2003; Cox et al, 2006).

La diferenciacion de tejidos requerida para la dehiscencia del fruto es uno de los
principales procesos de desarrollo que ocurre en el fruto, y ha sido ampliamente
estudiado (Ferrandiz, 2002; Roeder y Yanofsky, 2006; Ostergaard, 2009). Al
alcanzar la madurez los margenes de la valva se convierten en zonas de
dehiscencia conformados por dos tipos celulares, la capa de separacién, en la
que se secretan enzimas hidroliticas para romper la unién entre células, y la capa
lignificada, que en conjunto con el endocarpo b cuando se lignifica, crean las

tensiones mecanicas que facilitan la apertura de las silicuas.

1.2. La formacion y desarrollo del fruto es un proceso coordinado y
regulado por hormonas

La fructificacion puede ser definida como la activacién de un programa
coordinado de desarrollo, en el que un pistilo cambia su patron de desarrollo
que finaliza en su senescencia, por el programa de desarrollo de un fruto
(Gillaspy et al, 1993; Dorcey et al, 2009; Alabadi et al, 2009). La sefal de
activacion del programa de desarrollo del fruto se origina por la fecundacion de
los ovulos (Vercher y Carbonell, 1991; Granell et al, 1992; Smith y Koltunow,
1999; Seymour et al, 2013). Es en las semillas en desarrollo donde se sintetizan
las hormonas que promueven el crecimiento y desarrollo del fruto (Eeuwens y
Schwabe, 1975; Sponsel, 1983; Taldon et al, 1990a; Garcia-Martinez et al, 1991a;
Ben-Cheikh et al, 1997; Rodrigo et al, 1997; Smith y Koltunow, 1999). Sin
embargo, la existencia de frutos partenocarpicos indica que la fecundacion de
los 6vulos no es un requerimiento estrictamente necesario para el desarrollo del
fruto, siendo posible desacoplar la formacion del fruto con la formacion de
semillas (Alabadi et al, 2009). De hecho, tratamientos exdégenos con auxinas o

giberelinas (GAs) en pistilos no polinizados promueven la iniciacion del fruto,
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probablemente porque simulan los niveles hormonales producidos en el évulo

tras la fecundacién (Gillaspy et al, 1993).

Se considera que las auxinas y GAs son las hormonas principales en conformar la
sefial instructiva que promueve el programa de fructificacion (Garcia-Martinez y
Carbonell, 1980; Gillaspy et al, 1993; Ozga y Reinecke, 1999; Smith y Koltunow,
1999; Alabadi et al, 2009; Seymour et al, 2013). Numerosos datos apoyan la

funcidn clave de estas hormonas en la fructificacién, entre los que destacan:

1) La partenocarpia inducida por tratamientos exogenos con auxinas y GASs.

Tratamientos exdgenos con GAs y auxinas promueven la fructificacion en una
amplia variedad de especies tales como, tomate, guisante, Arabidopsis, pera y
uva, probablemente por la simulacion del efecto de las GAs que son producidas
en condiciones normales tras la polinizaciéon y fecundacion de los 6vulos

(Gustafson et al, 1936; Garcia-Martinez et al, 1980; Jung et al, 2014).

2) La presencia de altos niveles de GAs y expresion de genes de su sintesis en
especies naturalmente partenocarpicas.

El contenido de GAs en especies consideradas naturalmente partenocarpicas es
elevado. En citricos, la variedad partenocarpica Satsuma presenta niveles de GAs
muy elevados comparada con la variedad no partenocarpica Clementine,
sugiriendo que los niveles endégenos de GAs en ovarios en desarrollo es el
factor limitante controlando el desarrollo partenocarpico (Talén et al, 1992). En
tomate los mutantes partenocarpicos pat?y pat3/pat4 exhiben un aumento en
la expresion de genes de biosintesis de GAs y un elevado nivel de GAs activas
(Fos et al, 2000, Fos et al, 2001).

3) La partenocarpia inducida debido a la biosintesis especifica de auxinas en el
ovarto.

La inhibicion del transporte polar de auxinas en pepino con la aplicacion de
cloroflurenol o NPA (N-1-naphthylphthalamic acid) induce partenocarpia, debido
probablemente a que se bloquea la movilidad de la auxina fuera del ovario,

generando una acumulacién suficiente para establecer la iniciacién del fruto y
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activar la division celular en ausencia de polinizacién (Robinson et al, 1971;
Gillaspy et al, 1993; Dorcey et al, 2009).

4) La correlacion existente entre los niveles de auxinas y GAs y el inicio de la
fructificacion.

En Arabidopsis no se observa acumulacién de auxinas en los ovulos antes o
después de la antesis st no ocurre polinizacidén, mientras que inmediatamente
después de la polinizaciéon se observa una elevada acumulacién de auxinas, ast
como aumento de la respuesta (Alont et al, 2006; Dorcey et al, 2009). De igual
forma las concentraciones de GAs bioactivas GA; y GA; en frutos con semillas en
citricos incrementan sustancialmente tras la polinizacién (Ben-Cheikh et al,
1997). En guisante, la expresion de un gen de biosintesis de GAs GAZ0ox se
incrementa después de la polinizacion en las vainas y en los évulos que han sido
fecundados (Garcia-Martinez et al, 1997). Por otra parte se ha observado que la
extraccion mecanica de los 6vulos tan pronto ocurre la polinizacion en guisante
inhibe la diferenciacion del fruto (Garcia-Martinez et al, 1991b), probablemente
al impedir la sintesis de GAs en las semillas (Garcia-Martinez et al, 1997, Garcia-

Martinez et al, 1991a).

5) La partenocarpia inducida por la desregulacion de la senalizacion hormonal
En tomate, el silenciamiento o la pérdida de funcidn del gen S/GA/, que codifica
la proteina DELLA de sefalizacién de GAs, provoca partenocarpia facultativa
(Martt et al, 2007; Carrera et al, 2012). De igual forma, la pérdida de funcion de 4
de las 5 proteinas DELLA en Arabidopsis genera frutos partenocarpicos (Dorcey
et al, 2009; Fuentes et al, 2012). Por otra parte, el silenciamiento del gen /4AA9
un regulador negativo de la ruta de sefalizacién de auxinas, o la pérdida de
funcidon del gen ARFS, un regulador de los genes de respuesta a auxinas, genera

frutos partenocarpicos en tomate (Wang et al, 2005; Goetz et al, 2006).

Todos estos resultados ponen en evidencia que tanto las GAs como las auxinas
regulan la formacion del fruto y que la interaccidn entre sus rutas de sefializacion
determina la fructificacion. Uno de los antecedentes mas relevantes para esta

tesis ha sido el estudio de la interaccién entre auxinas y GAs durante la
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fructificacidn realizado por Dorcey et al. (2009). En este trabajo se observd que la
respuesta a las auxinas aumenta en el évulo tan pronto sucede la polinizacion,
ast como en respuesta a tratamientos con auxinas o NPA, pero no tras
tratamientos con GAs. Esto indica que la activacion de la diferenciacion del
pistilo es el resultado de una interaccidn jerarquizada entre auxinas y GAs,
estando las GAs probablemente aguas abajo de las auxinas. También se observo
que, posterior al tratamiento con auxinas o tras la polinizacién, se produce un
aumento de la expresidn de genes de biosintesis de GAs especificamente en el
ovulo y no en la valva (Figura 1.3) y una degradacion de la proteina DELLA RGA
tanto en évulos como en valvas, lo que sugiere que las GAs sintetizadas en el
ovulo han de transportarse a la valva para ejercer su funcién. Por ultimo otros
trabajos del grupo (Carbonell-Bejerano et al, 2010) sugerian que un oévulo
funcional es esencial en la senalizacion de GAs durante la fructificacion,

confirmando el rol instructivo especifico de las GAs en el évulo.
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Figura 1.3. Patréon temporal de expresion de los genes de biosintesis y catabolismo de GAs
en semillas de Arabidopsis tras la fecundacién. Se representa los perfiles de expresién de los
genes de biosintesis (amarillo y verde) y catabolismo (naranja) de GAs durante las primeras 72 hpa.
En negrita y gris se indican los genes que se expresan y los genes que no se expresan,
respectivamente, mientras que las flechas indican el tiempo durante el cual cada gen aumenta
temporalmente su expresion. hpa, horas post antesis. Adaptado de Dorcey et al (2009).
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1.3. Las GAs, biosintesis y seializacion durante el desarrollo

Las GAs son reguladores de crecimiento que controlan un amplio rango
de procesos a través de todo el ciclo de desarrollo de la planta, incluyendo la
germinacién, la expansion de las hojas, y la elongacién de los tallos y las raices.
En fases reproductivas esta hormona esta involucrada en el tiempo de floracion y
en el desarrollo floral y del fruto (Fleet y Sun, 2005; Achard et al, 2009).

La GAs bioactivas incluyen a la GA;, GA;, GA; y GA; (Yamaguchi, 2008). La
biosintesis de GAs puede ser resumida en tres etapas: 1) la biosintesis de ent-
kaureno en los protoplastos; 2) la conversion de ent-kaureno a GA;, via
citocromo P450 monoxigenasa; y 3) la formacion de GAs intermediarias (GA19 y
GAy) y biloactivas (GA;, GAs, GA, y GA;) a partir de GAy; en el citoplasma, a través
de una serie de pasos de oxidacion catalizados por las enzimas GA20-oxidasa
(GA200x) y GA3-oxidasa (GA3ox) (Olszewski et al, 2002). La mayor parte de los
estudios para inferir los niveles de GAs en un tejido se han basado en el andlisis
de los perfiles de expresion de los genes que codifican las enzimas de su
biosintesis. Ello es debido a la complejidad de hacer medidas directas de GAs,
especialmente en muestras diseccionadas para conocer cambios en tejidos u
organos concretos. La expresion de estos genes se asocia con tejidos en
crecimiento. Por tanto, conocer los sitios de expresion es relevante para conocer
donde tiene lugar la biosintesis y cdmo esta se regula por seiales enddgenas y

externas (Olszewski et al, 2002; Hu et al, 2008).

En la dltima década, estudios genéticos y moleculares han identificado los
componentes negativos y positivos que participan en la ruta de sefalizacion por
GAs (Sun y Gubler, 2004; Hartweck y Olszewski, 2006; Daviere y Achard, 2013).
En general, los tres mayores componentes en la sefializacion por GAs son los
receptores GID1, las proteinas represoras DELLA y las proteinas F-box que
controlan la degradacion de las proteinas DELLA. Varios estudios indican que la
ruta de sefializacion por GAs canaliza cambios en la actividad transcripcional de
la célula en respuesta a las GAs (Locascio et al, 2013) mediante un modelo que
actla como "inhibidor de un inhibidor” (Harberd et al, 2009; Daviere y Achard,

2013). Asi, las GAs participarian en el control de los procesos de desarrollo
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modulando la estabilidad de las proteinas DELLA, que regulan la actividad de un
grupo de factores transcripcionales (FTs), ocasionando rapidos cambios en la
expresidn génica (Locascio et al, 2013). Los analisis genéticos de mutantes
deficientes, insensibles a GAs y con actividad constitutiva a la hormona apoyan

este modelo (Daviere y Achard, 2013).

De modo resumido, el modelo de sefalizacion por GAs y el mecanismo de
retroalimentacion de la cadena de sefalizacion, se puede acotar en tres grandes
moddulos (Middleton et al, 2012) (Figura 1.4).

GA Perception

BE
J/

/ DELLA RS DF';LA GA Response
o ‘\
GiD1 ub“‘ i DELLA j
/s
\@ * Plant Growth

TR T
GID1 GA20ox GA3ox DELLA
Transcription (€/2)

Translation @ @ @ ——
1A Biosynthesis /

Figura 1.4. La cadena de sefalizacion por GAs y su mecanismo de retroalimentacion.
Esquema que representa los tres grandes modulos de la cadena de sefializacién por GAs:
Biosintesis, Percepcion y Respuesta. Adaptado de Middleton et al. (2012).

1) Biosintesis: La conversidon de formas inactivas o precursoras de GAs a formas
bioactivas a través de las enzimas GA20ox y GA3ox en sitios y momentos en los
que la hormona es necesaria para regular los procesos de crecimiento y
desarrollo.

2) Percepcion: Union del receptor GID1 a la hormona, que genera un cambio
conformacional en GID1 que posibilita que se una a las proteinas DELLA,

desencadenando la sefhalizacion.
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3) Respuesta: Las proteinas DELLA son represores de la respuesta a GAs y
median la transcripcion de genes diana (responsables en ultimo lugar de los
cambios promovidos por las GAs) a través de la interaccion con diferentes
proteinas, principalmente FTs. Las proteinas DELLA, tras la unién de la GA al
receptor GID1, son etiquetadas con ubiquitina y degradadas por el proteosoma
26S, desbloqueandose la respuesta.

Ademas, se conoce un sistema altamente complejo de retroalimentacion de la
sefalizacidon por GAs, mediado por las proteinas DELLA, que regulan no solo su

propia transcripcidn, sino la de genes de biosintesis y receptores GID1.

A continuacion se describe con mayor detalle las caracteristicas de los

principales componentes de la ruta de sefializacién por GAs.

1.3.1. GID1 es el receptor de GAs

La GA es percibida por el receptor soluble GID1 (GIBBERELLIN
INSENSITIVE DWARF1), identificado inicialmente en arroz (Ueguchi-Tanaka et
al, 2005). El receptor se localizada en citoplasma y preferencialmente en nucleo
(Ueguchi-Tanaka et al, 2005; Sun, 2011). En Arabidopsis hay tres genes G/DIs
(GIDI1A, GID1B, GIDIC) (Nakajima et al, 2006). El mutante nulo de gidI en arroz
y el mutante de pérdida de funcién de los 3 genes en Arabidopsis muestran
fenotipos enanos y extremadamente insensibles a GAs (Ueguchi-Tanaka et al,
2005; Griffiths et al, 2006; Willige et al, 2007). Se ha observado en ensayos in
vitro que los GID1 se unen con alta afinidad solamente a las GAs bioactivas

(Ueguchi-Tanaka et al, 2005).

Estructuralmente, GID1 es una proteina monomérica que contiene una cubierta
N-terminal extendida que es flexible que consiste en dominio carboxi terminal
o/B. La cavidad que se extiende bajo la cubierta corresponde con el sitio de
sustrato de union HSL (Hormone Sensitive Lipasa), en la que es retenida la GA
bioactiva (Murase et al, 2008; Shimada et al, 2008) (Figura 1.5). La GA se
mantiene en esta cavidad por encima de la Ser198 conformando fuertes enlaces
de hidrégeno con el grupo carboxilo de la posicién C6 de unién de la hormona,

indicando que esta serina es esencial para la union a GA (Shimada et al, 2008).

11
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Ser198

Figura 1.5. Arquitectura del complejo GA-GID1. Se representa en color lila la zona HSL
(Hormone Sensitive Lipasa) en la que la GA se une a GID1 y las 4 hélices en la regién N-terminal en
azul. Adaptado de Ueguchi-Tanaka y Matsuoka (2010).

Los andlisis indican que G/DIA y GIDIC son filogenéticamente cercanos,
mientras que G/DIB es el mas divergente (Voegele et al, 2011). Ademas se ha
observado en ensayos de doble hibrido que, al contrario de GID1A y GID1C, la
proteina GID1B puede interactuar con las proteinas DELLA de forma
independiente de GAs (Nakajima et al, 2006). Esto es debido a que GID1B carece
de un residuo de prolina en la region N-Ex (Sun, 2011), lo que provoca un
cambio en la conformacién de dicha regiéon que causa el plegamiento del
extremo flexible produciendo el cierre parcial de la cavidad sin necesidad de la
presencia de GAs (Yamamoto et al, 2010), quedando expuesta la superficie de
contacto para interactuar con el dominio DELLA. Ensayos in witro han
demostrado que GID1B presenta también una afinidad superior a GAs que la

exhibida por las otras formas GID1 (Nakajima et al, 2006).
En definitiva, los receptores GID1 activan la ruta de sefalizacion de GAs

mediante la formacion del complejo GA-GID1 que media la rapida degradacion

del represor de crecimiento, las proteinas DELLA (Sun, 2011).
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1.3.2. DELLA es el regulador negativo en la seializacién por GAs

Las proteinas DELLA son reguladores transcripcionales ubicados en el
nucleo donde actian como represores de la ruta de sefializaciéon por GAs. A nivel
molecular regulan transcripcionalmente los genes dianas de las GAs que son, en
ultimo término los responsables de promover el crecimiento y el desarrollo en
plantas (Thomas y Sun, 2004; Griffiths et al, 2006; Nakajima et al, 2006; Sun,
2011). En Arabidopsis hay cinco miembros en la familia génica DELLA:
REPRESSOR OF gal-3 (RGA), GA-INSENSITIVE (GAI), RGA-LIKE1 (RGL1), RGL2 y
RGL3.

Las proteinas DELLA pertenecen a un subgrupo de la familia GRAS especificas de
plantas (Sun, 2011). En la regién N-terminal se encuentran los dominios DELLA y
TVHYNP requeridos para la interacciéon con el complejo GA-GID1 (Hartweck,
2008; Sun, 2010; Daviere y Achard, 2013). El dominio N-terminal de la proteina
DELLA juega un papel regulatorio en la funcion de la estabilidad de la proteina
(Sun y Gubler, 2004; Locascio et al, 2013), conteniendo regiones Ser/Thr/Val que
pueden ser modificadas por fosforilacion o glucosilacion (Figura 1.6). Deleciones
o sustituciones de aminoacidos dentro de este dominio conservado de DELLA
(por ejemplo en los mutantes gai-1'y rgadl7) dan lugar a proteinas mutantes
resistentes a la degradacion, confiriendo insensibilidad a GAs. La region rica en
leucina (LR) y el dominio VHIID son importantes tanto para la percepcién como
para la degradacion (Itoh et al, 2002; Sun, 2010). El dominio C-terminal se
denomina GRAS, el cual tiene dos subunidades SH2-like y SAW que le confiere a
la proteina su funcién como regulador transcripcional (Hartweck, 2008) (Figura

1.6).

1.3.3. SLY es el regulador positivo la ruta de senhalizacion por GAs

Estudios genéticos han determinado que la proteina F-box SLEEPY (SLY1)
en Arabidopsisy GID2 en arroz, son los reguladores positivos en la sefializacion
por GAs. Estas proteinas forman parte del complejo SCF*"¥¢"®? E3 ubiquitina
ligasa, responsables de la poliubiquitinacién y posterior degradacién mediada

por GAs de las proteinas DELLA. Los mutantes slyly gid? muestran un fenotipo
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extremo de no respuesta a GAs y acumulan grandes niveles de las proteinas RGA
Y SLR1 (McGinnis et al, 2003; Sun et al, 2004). SLY1 interactUa fisicamente con

las proteinas DELLA y promueve la degradacién de éstas por el proteosoma 26S.

GA perception Regulatory
GID1 interaction domain

DELLA TVHYNP pS/TNV

SH2-like SAW

Dimerization, Suppression of
GA perception, GA-regulated growth,
degradation degradation

Figura 1.6. Estructura de DELLA. La funcién de cada dominio estd escrita en cursiva. DELLA,
TVHYNP, poli serina/treonina/valina (pS/T/V), repeticiones de leucina (LR), y VHIID. SH2 y SAW son
los subdominios del dominio GRAS. Adaptado de Hartweck (2008).

1.3.4. Formacion del complejo GA-GID1-DELLA

Numerosos estudios genéticos, bioquimicos y estructurales han
permitido conocer en detalle el mecanismo molecular de la sefalizacion de GAs
(Ueguchi-Tanaka et al, 2007; Sun, 2010; Ariizumt et al, 2011). La determinacion
de la estructura del complejo GA-GID1-DELLA por cristalografia de rayos X
(Muranse et al, 2008; Shimada et al, 2008) ha revelado que GID1 se une a la
hormona mediante el grupo C6 carboxilo y C3 hidroxilo de la molécula de GA,
induciendo un cambio conformacional en la extension flexible N-terminal del
receptor, lo que provoca un plegamiento de la extension cubriendo ast la
cavidad en la que se encuentra contenida la GA. Una vez encapsulada la
hormona, la superficie hidrofébica de la extensién N-terminal queda expuesta
siendo posible la union del complejo GA-GID1 a la DELLA. Si bien no hay un
contacto directo entre las GAs y DELLA, la union a DELLA estabiliza el complejo
GA-GID1-DELLA. El dominio N-terminal DELLA es esencial para su degradacion,
aunque este dominio no interactua con la proteina F-box. Por el contrario, GID1

interactla directamente con el dominio conservado DELLA y la regién TVHYNP
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dentro del dominio N-terminal, de un modo dependiente de GAs. La interaccién
entre DELLA-GID1 genera un cambio conformacional en la proteina DELLA que
mejora el reconocimiento por parte de la proteina F-box al dominio GRAS
(Daviere y Achard, 2013). Al formarse el complejo GA-GID1-DELLA, la DELLA es

PPeP2 - ubiquitina  E3  ligasa para  su

reclutada por el complejo SC
poliubiquitinacion y posterior degradacion por el proteosoma 26S (Sun, 2011)

(Figura 1.7).

Figura 1.7. Estructura y formaciéon del complejo GA-GID1-DELLA. A-B. Diagrama de
cristalografia de rayos X de la arquitectura del complejo GA-GID1-DELLA. C. Esquema secuencial
de la formacién del complejo. El receptor GID1 percibe la hormona y se une a ella, lo que provoca
un cambio conformacional en el extremo N-terminal que se pliega sobre si mismo encapsulando la

hormona. El dominio DELLA se une a la superficie del extremo flexible (N-Ex) produciendo un
cambio conformacional en la proteina, incrementado el reconocimiento del complejo SCFSLYl,

promoviendo asi su poliubiquitinacion y degradacién. Adaptado de Sun (2011).

1.4. La senalizacion por GAs en procesos de desarrollo

1.4.1. Los receptores GID1

La presencia de 3 receptores GID1 en Arabidopsis sugiere que cada
receptor cumple con una funcidon distinta durante el desarrollo de la planta. Sin
embargo, los mutantes nulos de cada receptor no exhiben fenotipos

significativos y solamente los mutantes dobles muestran una deficiencia parcial a
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GAs; el mutante gidla-1 gidic-1 es parcialmente enano y el mutante gidla-I
gid1b-1 muestra acortamiento en los filamentos de la anteras y fertilidad
reducida (Nakajima et al, 2006; Griffiths et al, 2006; luchi et al, 2007; Suzuki et
al, 2009). Por su parte el mutante nulo de los tres genes deriva en un fenotipo
muy enano, infértil y altamente insensible a GAs, defectos mas extremos que los
mostrados en el mutante deficiente en GAs gal-3 (Ueguchi-Tanaka et al, 2005;
Griffiths et al, 2006; lucht et al, 2007).

Estos fenotipos alterados sugieren que, a pesar de existir cierta redundancia
funcional, los receptores GID1 podrian tener funciones especificas en el
crecimiento y desarrollo (Griffiths et al, 2006), ya que existen distintos niveles de
expresion de los transcritos G/D1 en diversos tejidos y etapas de desarrollo
(Griffiths et al, 2006; Nakajima et al, 2006). Ademas se han descrito distintos
grados de afinidad entre las proteinas GID1 y DELLA en ensayos in vitro (Suzuki
et al, 2009). Por tanto, los fenotipos de los dobles mutantes gidl serian el
resultado tanto de la abundancia de cada receptor en el tejido como de su
preferencia por las diferentes proteinas DELLA presentes (Griffiths et al, 2006;
Nakajima et al, 2006; Suzuki et al, 2009).

La funcién de los receptores GID1 ha sido estudiada en la germinacion (luchi et
al, 2007; Voegele et al, 2011) y elongacion del tallo (Suzuki et al, 2009). En
ambos procesos GID1A y GID1C juegan un rol predominante, mientras que
GID1B parece no estar involucrado o tener una funcion menor. De esta forma, se
desconoce cual es la funcidén especifica de cada uno de los receptores en el
desarrollo del fruto en Arabidopsis, en funcidn de su distribucion espacio-

temporal.

1.4.2. Reguladores transcripcionales DELLA

El analisis de los mutantes nulos simples o combinados de cada uno de
los genes de la familia DELLA revela que existe tanto funciones especificas de
estos genes como redundancia o solapamiento en diferentes procesos del

desarrollo de la planta.
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GAl y RGA son las proteinas DELLA que controlan mayoritariamente la expansion
celular, el crecimiento vegetativo, y el desarrollo del hipocotilo, el tallo y la raiz
(Tyler et al, 2004). Por su parte, se ha observado que RGL2 regula la germinacion
bajo ciertas condiciones (Stamm et al, 2012). Recientemente ha sido reportado
que RGL3 actua como regulador positivo en las respuestas de defensa modulado

por acido jasmonico (Wild y Achard, 2013).

Algunos estudios han sugerido que RGA, RGL1 y RGL2 son las proteinas DELLA
involucradas en floracion y desarrollo del fruto, pero estas conclusiones pueden
no ser del todo acertadas debido a la doble funcidén que desempefian las GAs en
la fertilidad por factores paternos. Se sabe que existe un efecto aditivo de los
mutantes rga, rglly rgl2 en restaurar el desarrollo del estambre en un fondo
mutante gal-3. Sin embargo no existen experimentos que lleguen a distinguir la
funcion especifica de estos genes en la fertilidad materna (Cheng et al, 2004;
Tyler et al, 2004; Yu et al, 2004).

Experimentos como el de Dorcey et al (2009) o Fuentes et al (2012) indican que
en los mutantes simples nulos de DELLA (gai76, rga24, rgl1-1, rgl2-1) o en los
mutantes dobles nulos de DELLA (gaiT76 rga24, gaiT6 rgll-1, 6 rga24 rg/2-1) no
se exhibe ninguna anormalidad en el fenotipo del pistilo ni en el crecimiento del
fruto, sin embargo el cuadruple mutante nulo de DELLA (4xdella) (gaiT6 rga24
rgl1-1 rgl?-1 ) muestra una partenocarpia constitutiva. Por su parte RGL3 no
presenta ningun rol evidente en el desarrollo del fruto. Esto indica que las
proteinas DELLA, con excepcién de RGL3, presentan redundancia funcional en el
control del desarrollo del fruto en Arabidopsis, pero no se conoce su funcion
especifica en cada tejido que compone el fruto. Es de esperar que cada gen
tenga una expresion especifica en el pistilo y fruto que probablemente reflejen
funciones especificas en la regulacién por GAs de la diferenciacion y desarrollo
de 6vulos y valvas. Dependiendo de su contexto molecular, determinado por el
tipo celular y el tejido donde se expresan, las proteinas DELLA podran regular la
actividad de diferentes interactores que dan especificidad a la funcion en cada
tejido. Por otro lado, las diferentes proteinas DELLA podrian interactuar con
elementos comunes, ast como expresarse en el mismo tejido, confiriendo todas

estas posibilidades una fuerte plasticidad a la sefalizacion por GAs,
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multiplicando los puntos de regulacién y la integracidon con otros procesos de

desarrollo o diversos estimulos bidticos o abidticos.

1.5. Mecanismo molecular por el cual DELLA regula el crecimiento

1.5.1. Interaccion proteina-proteina de las proteinas DELLA con FTs

Las DELLA son proteinas nucleares que carecen de la capacidad para
acoplarse directamente con el DNA y regular la transcripcion. La regulacién de la
expresiéon de los genes diana de GAs se produce a través de la interaccion de la
DELLA con otros FTs (Sun, 201; Vera-Sirera et al, 2014). Se sabe que las proteinas
DELLA se unen a otras proteinas como PIF4, BZR1 o JAZ1 por medio del dominio
GRAS (Arnaud et al, 2010; Gallego-Bartolomé et al, 2012; Hauvermale et al,
2012).

Los mecanismos que permiten a la DELLA controlar la expresion de genes se
pueden diferenciar en funcién del tipo de interaccién que se produce con su
pareja, diferenciandose en dos grupos principales: 1) Las proteinas DELLA actian
como un secuestrador de FTs interfiriendo con su actividad, o 2) cooperan con
los FTs para trabajar como un trans-activador y modular la unién a los
promotores de los genes diana (Daviere y Achard, 2013). Aunque se han
realizado avances significativos para conocer los componentes en la red genética
reguladora que esta directamente aguas abajo de las proteinas DELLA (Figura
1.8), aun continua siendo un area inexplorada para muchos procesos fisiologicos,

entre ellos la fructificacion.

Uno de los avances mas relevantes que han permitido conocer cobmo las GAs y
las proteinas DELLA regulan el crecimiento y desarrollo ha sido la caracterizacion
de la interaccion entre las rutas de sefalizacion por GAs y luz para mediar el
crecimiento en plantulas de Arabidopsis. Es ast como se identificaron los FTs de
la familia PIF (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR) como proteinas que
interactuan fisicamente con DELLA para modular la transcripcién de genes
asociados a GAs en respuesta al estimulo de la luz (Achard et al, 2009). Los PIFs

son FTs de tipo Helix-Loop-Helix (bHLH) implicados en reprimir la germinacién y
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promover el crecimiento de las plantulas en oscuridad. Es ast como durante la
desetiolacion el fitocromo inhibe la elongacion del hipocotilo a través de la
degradacién de los PIF y una inhibicion en la acumulacidon de GAs y el
consiguiente incremento en los niveles de las proteinas DELLA (Achard et al,
2009; Leivar y Quail, 2010).

Las proteinas DELLA inhiben la elongacion del hipocotilo por su interaccion
directa con PIF3 y PIF4 previniendo la expresion de los genes diana de PIF3/PIF4.
Segun el modelo actual, a bajas concentraciones de GAs la interaccion fisica con
DELLA es estable para algunos miembros de la familia PIF (PIF1/PIL5, PIF3, y
PIF4), interfiriendo en su actividad transcripcional (de Lucas et al, 2008; Feng et
al, 2008). Por el contrario la presencia de GAs causa la degradacion de las

proteinas DELLA liberando las proteinas PIF y promoviendo su actividad.

Ethylene
(root growth)

Cytokinin
(SAM)

Abiotic stresses

(cold, salt)
\/ Biotic stresses

GA ‘ ‘
/\, /\ (biotrophic pathogens)
Light
(hypocotyl)

‘\ SOM l N
PHY% TC/' TC GID1 PHY

PIL5 B L SRS s
T‘C/ (PIH)T\CA PPI

SOM DELLA — PIF3/PIF4
ABA AT/C/
¥~ XERICO
TC? Hypocotyl
PPI? elongation
Seed Stress Biotroph Other GA responses
germination tolerance, resistance (root growth, floral induction,
necrotroph flower/fruit development, etc.)
resistance

Figura 1.8. Interaccion de las proteinas DELLA con diferentes interactores para regular
diversas respuestas a GAs. Se presentan vias de activaciéon o inhibicién a través de diferentes
modos de accién. Las sefiales que promueven la acumulacién y que reducen los niveles de GAs se
muestran en verde y en pUrpura, respectivamente. PPl (Interaccion proteina-proteina), TC
(Transcripcién), SAM (Meristemo apical del tallo), PHY (Fitocromo). Adaptado de Sun (2010).
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Otros ejemplos de la regulacion en el crecimiento promovido por las proteinas
DELLA en diferentes procesos de desarrollo han sido recientemente descritos.
Durante la ontogenia del pistilo, GAl y RGA interactdan directamente con ALC,
un factor transcripcional del tipo bHLH, bloqueando su funcién en la
especificacion del tejido necesario para la dehiscencia de la vaina y la dispersion
de las semillas (Arnaud et al, 2010). En presencia de GAs, la degradacion de las
proteinas DELLA mitiga dicha interaccion permitiendo que ALC defina la zona de

dehiscencia generando la capa de separacion del margen de valva.

Experimentos de doble hibrido en levadura, empleando DELLA como cebo, han
permitido conocer el solapamiento entre las rutas metabdlicas de GAs y acido
jasmonico (JA) (Hou et al, 2010). La proteina JAZ1, un represor de la sefializacion
por JA, interactla in vivo con GAl, RGA, RGL1 y RGL2. Esto previene la interaccion
inhibitoria entre JAZL con MYC2, un activador transcripcional clave en la
respuesta a JA lo que permite a MYC2 regular la expresion de sus genes diana. A
la inversa, las GAs promueven la degradacién de las proteinas DELLA lo cual
permite que JAZ1 se una a MYC2 y suprima su actividad (Fernandez-Calvo et al,

2011; Hong et al, 2012; Daviere y Arnaud, 2013).

Se ha visto que los brasinoesteroides (BR) y las GAs promueven respuestas
similares de desarrollo en plantas (Lt et al, 2012). Existe una interaccion entre
BZR1 y DELLA, uniéndose a BZR1/BES y bloqueando su habilidad para regular los
genes diana de BR (Bai et al, 2012; Gallego-Bartolomé et al, 2012; Li et al, 2012;
Vera-Sirera et al, 2014). Por otra parte BZR1 se une a PIF4 para promover la
actividad de PIF (Oh et al, 2007; Bernardo-Garcia et al, 2014), sugiriendo que los
BRs y las GAs cumplen funciones similares en el control del crecimiento en

repuesta a la luz.

1.5.2. DELLA regula la expresion de genes diana

Las GAs integran muchos procesos de desarrollo y respuesta a estrés
probablemente por la regulacién de los procesos celulares basicos como la
division celular y la expansion. Los genes que median las funciones de las GAs en

el crecimiento celular y desarrollo han sido progresivamente determinados al
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identificar las dianas de DELLA, principalmente mediante analisis
transcriptomicos (Locascio et al, 2013; Claeys et al, 2014; Vera-Sirera et al,
2014).

Se han identificado algunos genes de respuesta a GAs en germinacidén, en
plantulas y durante la floracion que son dianas de DELLA en Arabidopsis. En
algunos de estos estudios se ha usado el mutante nulo gaZ-3 con un defecto en
la ruta de biosintesis de GAs y que por tanto acumula altos niveles de proteinas
DELLA (Ogawa et al, 2003; Cao et al, 2006; Nemhauser et al, 2006). Otros
analisis utilizando el quintuple mutante nulo (gal-3 rga24 gaiT6 rgll-1 rgl2-1I)
han mostrado un amplio nimero de genes regulados por GAs que también eran
dependientes de DELLA.

Estas aproximaciones han contribuido a identificar muchos genes que son
regulados por GAs o por las proteinas DELLA, sin embargo en la mayor parte de
estos estudios no se ha logrado distinguir entre dianas primarias y secundarias
de DELLA (Locascio et al, 2013). Los estudios que st han logrado distinguir
dianas primarias han sido los de Zentella et al (2007) y Gallego-Bartolomé et al.
(2011), al prestar especial atencién a aquellos cambios que ocurren a tiempos

cortos tras la induccion de la DELLA (Vera-Sirera et al, 2014).

En el trabajo realizado por Zentella et al (2007) utilizando un sistema que
expresa rgadl7 de forma inducible por dexametasona (Dex) se mostro que las
proteinas DELLA ayudan al establecimiento de la homeostasis de GAs a través
del mecanismo de retroalimentacion regulando la expresion de los genes de
biosintesis de GAs y de los receptores GID1. DELLA también induce genes diana
que codifican factores transcripcionales, tal es el caso de XERICO un factor
transcripcional del tipo E3 ubiquitina ligasa importante en la acumulacion del
acido abscisico (ABA). Estos datos ponen de manifiesto una interaccion entre las
rutas de sefalizacién de GAs y el ABA, de tal forma que DELLA inhibe la
respuesta en germinaciéon en parte por una sobre-regulacion en los niveles de

ABA mediada por XERICO (Zentella et al, 2007; Sun, 2010).

De igual forma, para la identificacién de genes diana directa regulados por

DELLA Gallego-Bartolomé et al (2011) utilizdé una linea transgénica que porta
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una versidn dominante de GAI (gai-1) que se induce por tratamientos con calor.
En plantulas etioladas se identificaron varios genes que son dianas directas de
GAl. La mitad de ellos son regulados por DELLA en parte a través de los PIF y

HY5, que en gran medida son reguladores del proceso de escotomorfogénesis.

La identificacién de dianas directas e interactores de las proteinas DELLA ha
comenzado a revelar los mecanismos moleculares por los cuales las GAs
modulan diferentes procesos de desarrollo y cémo las rutas de sefializacidon de
GAs se integran con otras rutas hormonales y enddgenas para coordinar la

plasticidad de la respuesta de la planta a diferentes estimulos.
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Objetivos

El objetivo central de esta tesis es conocer los eventos moleculares por los cuales

un pistilo se convierte en un fruto en desarrollo. Considerando la importancia

que tienen las GAs en la formacién y desarrollo del fruto, es necesario describir

el mecanismo molecular por el cual las GAs median esta transicién. Para ello, en

primer lugar, es preciso conocer qué receptores GID1 y qué proteinas DELLA

participan en la fructificacién. En segundo lugar, es necesario analizar los

cambios de expresidon de los genes asociados a la actividad de las proteinas

DELLA e identificar dianas de DELLA en las fases tempranas de desarrollo del

fruto en Arabidopsis.

En base a estas premisas nuestros objetivos especificos son:

2.1

2.2.

2.3.

24.

2.5.

Saber qué receptores GID1 y proteinas DELLA estan presentes en cada
uno de los tejidos de los pistilos y frutos en desarrollo.

Establecer si la expresion de los GID1s estd coordinada con la
expresion de los genes de biosintesis de GAs y de las proteinas DELLA
para regular diferentes procesos de desarrollo durante las fases
tempranas del fruto.

Determinar si los receptores GID1 tiene una funcion especifica en los
procesos de formacién y desarrollo del fruto.

Definir los eventos transcriptomicos en las fases tempranas de
formacion del fruto.

Identificar dianas directas e indirectas de DELLA involucradas en la

formacion del fruto.
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Resultados y Discusion Capitulo 1

3.1. Los transcritos de los receptores G/D1I estan diferencialmente
expresados en pistilos y frutos

Las GAs promueven el correcto desarrollo del fruto y las semillas; sin
embargo su funcién a nivel molecular en el desarrollo del ovario y semillas tras
la fecundacion es aun incierta (Gillaspy et al, 1993; Alabadi et al, 2009). La
caracterizaciéon de los receptores GID1 en los pistilos y frutos es un paso clave
para comprender la ruta de sefializacion de GAs en un determinado proceso de
desarrollo (Hatweck, 2008; Sun, 2011). En Arabidopsis se han descrito 3 proteinas
GID1, designadas como GID1A, GID1B y GID1C, las cuales actian aparentemente
de manera redundante (Ueguchi-Tanaka et a/, 2007). Conocer la implicacién que
tienen cada uno de los receptores GID1 en el pistilo es crucial para comprender
cdmo las GAs regulan la formacion y desarrollo del fruto en Arabidopsis. Para
ello hemos realizado estudios de expresidén génica de los G/DI en el pistilo,
mediante PCR a tiempo real (qPCR) e hibridacién in situ de ARN mensajero
(ARNm).

Para conocer qué genes G/DI se expresan en pistilos y cual es su expresion
relativa se cuantifico el nivel relativo de expresion mediante gPCR, analizando la
expresion en antesis, en frutos de 2 dias post antesis (dpa), ast como en pistilos
no polinizados a 2 dpa como una via de desarrollo alternativa del pistilo
(Carbonell-Bejerano et al, 2010). Los ARNm de los tres genes G/DI se detectaron
tanto en pistilos no polinizados como en frutos, siendo G/DIA el que se expreso
a niveles mas elevados, mientras G/DIB y GIDIC presentaron niveles de
expresidon mas bajos pero similares (Figura 3.1). En cualquiera de las fases de
desarrollo evaluadas la expresion conjunta de G/DI1By G/DI1C correspondio con

un 20% aproximadamente de la expresidn total de los receptores.

Posteriormente se estudio la evolucion temporal de la expresion de los tres
genes durante el desarrollo de frutos y pistilos tras la antesis. En este caso la
expresion se cuantific6 como el numero de copias de cada transcrito con
respecto al nimero de copias del gen constitutivo UBQ10 (Figura 3.2). Tras la
polinizacion, la expresion de G/DIAy GIDIC en los frutos no muestra grandes

cambios, mientras que la expresion de G/DIB se reduce drasticamente. En
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contraste, en ausencia de polinizacion la expresion de los tres genes aumenta
significativamente. El aumento de la expresién de los G/DI en pistilos no
polinizados puede ser debido al mecanismo de retroalimentacién de la
expresidn causado por niveles bajos de GAs en ausencia de fecundacion y

desarrollo de semillas.
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Figura 3.1. Los tres receptores GID1 se expresan en pistilos y frutos, siendo G/D1A el gen con
mayor expresion. Expresién relativa de los tres receptores G/DI en pistilos en antesis, en pistilos
no polinizados de 2 dpa y en frutos de desarrollo temprano de 2 dpa. La expresion de G/DIBy
GIDIC se ha normalizado con respecto a G/DIA en las tres fases de desarrollo estudiadas. Este
experimento es la media de tres réplicas bioldgicas realizadas. dpa, dias post antesis.
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Figura 3.2. Los genes G/D1I son diferencialmente expresados en pistilos y en frutos. Expresién
temporal de G/DI en pistilos no polinizados y en frutos de desarrollo temprano. La expresion de
cada gen se representa como el nimero de copias de cDNA por 10° copias de UBQI0. Cada
experimento fue realizado con tres réplicas técnicas y se repitié tres veces siendo los resultados
similares en todas las repeticiones. Los datos son la media = SD de un experimento representativo.
dpa, dias post antesis.
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La sintesis de GAs y su sefializacion esta bloqueada en el pistilo en ausencia de la
sefal para la formacién del fruto derivada de la fecundacion de los évulos o de
tratamientos hormonales. En los pistilos de flores emasculadas, los niveles de
GAs no son lo suficientemente altos como para provocar el cuajado del fruto
(Dorcey et al, 2009). Esos bajos niveles de GAs en pistilos resultarian en una
acumulacién de las proteinas DELLA. Se ha descrito que las proteinas DELLA
promueven la transcripcién de los genes G/DI, especialmente G/DIAy GIDIB
(Griffiths et al, 2006; Hartweck, 2008); por lo tanto el incremento en expresion de
los genes G/D1 en pistilos puede responder a este mecanismo de regulacion. Por
otro lado, el incremento en la expresién de G/DI en pistilos no polinizados
podria resultar en un incremento de la sensibilidad del pistilo a las GAs. De ser
esto cierto, los pistilos no polinizados de 2 dpa deberian ser mas sensibles a GAs
al tener mayor expresion de los G/D1. Para comprobar esta hipotesis se llevaron
a cabo experimentos donde se trataron pistilos no polinizados con GAs a
diferentes concentraciones para determinar el efecto en la elongacion del pistilo.

Sin embargo los resultados no fueron concluyentes (datos no mostrados).

El fruto de Arabidopsis es una estructura compleja y especializada con diferentes
organos y tejidos, lo que hace necesario determinar si los transcritos G/DI1 se
expresan en zonas especificas del pistilo y de los frutos en la fase temprana de
desarrollo. Para ello se realiz6 un analisis de qPCR de la expresion de los genes
GID1 en 6vulo+funiculo y valva por separado, mediante la diseccion manual de
pistilos no polinizados de 1, 2 y 3 dpa, ast como de pistilos enteros en antesis
(Figura 3.3). Ademas se realizé un estudio del patron de expresion espacial de
GIDIA 'y GIDIC mediante hibridacion in situ, en pistilos en antesis (Figura 3.4).
Los resultados de los analisis de qPCR mostraron que G/DIA se expresaba en
todos los tejidos del pistilo aproximadamente a la misma proporcidn; sin
embargo los transcritos de G/DIBy GIDIC se expresaban principalmente en el
ovulo+funiculo y en la valva, respectivamente (Figura 3.3). Es de destacar que la
expresion de G/D1B en évulos se incrementaba significativamente tras la antesis.
En las semillas en desarrollo se sintetizan altos niveles de GAs, lo que no ocurre
en los ovulos de los pistilos no polinizados, lo que impide el desarrollo de fruto

en ausencia de polinizacion (Smith y Koltunow, 1999; Cox y Swain, 2006; Dorcey
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et al, 2009; Arnaud et al, 2010). Por ello, la alta transcripcién del gen G/D1B bajo
estas condiciones, no solo sugiere la regulacion que ejerce el mecanismo de
retroalimentacion negativa de GAs sobre G/DI1B sino también la alta eficiencia
que este receptor presenta al percibir las GAs bioactivas (Nakajima et al, 2006)
en el évulo en el momento de la antesis, cuando debe producirse la fecundacion

y consiguiente sintesis de GAs (Dorcey et al, 2009).
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Figura 3.3. Los genes G/DI se expresan diferencialmente en los tejidos de los pistilos y
frutos. Expresion de G/DI en 6vulos + funiculos (O+F) y en valvas (V) en pistilos no polinizados a
1, 2 y 3 dpa diseccionados manualmente. La expresién de cada gen fue normalizada a la expresion
de la UBQIOYy a la expresion en todo el pistilo en antesis. Los tridngulos vacios y llenos indican la
expresion preferencial de G/DIB en los 6vulos y de G/DIC en las valvas, respectivamente. El
experimento se repitié tres veces, y cada uno de ellos fue realizado con tres réplicas técnicas,
siendo los resultados similares para todas las repeticiones. Los datos son la media = SD de un
experimento representativo. dpa, dias post antesis.

Para comprobar de forma mas precisa el patron de expresién espacial de los
GID1I en las diferentes estructuras del pistilo se llevaron a cabo hibridaciones in
situ de los ARNm en antesis, aunque solo se obtuvieron datos validos para

GID1IAy GIDIC (Figura 3.4).

Se disefiaron sondas especificas de cada uno de los ARNm, situadas en zonas de
la region codificante donde la similitud de secuencia entre los 3 genes fue baja,
de modo que las sondas solo serian capaces de hibridar con cada uno de los
genes correspondientes. Los resultados obtenidos indican que G/DIA se expresa

en casi todas las zonas del pistilo, con la excepcion del septum, siendo su sefial
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intensa y homogénea en los funiculos y en los 6vulos (Figura 3.4). La sefial del
gen G/DIC aunque débil, se detectd en el septum, replum y en la valva, siendo
esta ultima mas intensa. En el caso de G/DI1B la sefal fue muy débil, por lo que
no se obtuvieron datos concluyentes que permitieran inferir zonas especificas de

expresion del gen.

Finalmente, la expresion generalizada de G/D1A en casi la totalidad de tejidos de

los pistilos es coherente con su alto nivel de expresion analizado por gPCR.
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Figura 3.4. Expresion espacial de los genes G/DI1Ay G/DIC en pistilo. Imagenes de hibridacion
in situ de cortes transversales de pistilos en antesis. G/DIA se expresa intensamente en todas las
zonas del pistilo con excepcién del septum. La expresidon de G/DIC se detecta en valva y septum.
dpa, dias post antesis; V, valva; O, 6vulo; F, funiculo; S, septum. Todas las imagenes tienen la misma
amplificacién. La barra de escala representa 100 um.

3.2. Las proteinas GID1 se localizan de forma especifica en los tejidos del

pistilo y fruto

Con la finalidad de estudiar con mayor detalle los cambios en los
patrones de localizacion de las proteinas GID1 se analizo la actividad GUS en

pistilos y en frutos, usando lineas pG/DI.GIDI-GUS que expresan la fusion
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traduccional bajo el control de los promotores correspondientes, generadas por
Suzuki et al (2009).

La actividad GUS muestra claramente que las proteinas GID1 se localizan
diferencialmente en los distintos tejidos del pistilo en antesis y en frutos
polinizados. No se observaron variaciones en la localizacién de las proteinas
GID1 en pistilos y frutos durante los estadios evaluados (entre 0 y 3 dpa) (Figuras
3.5A y 3.5B). GID1A se localiz6 en la valva, 6vulo y estilo, pero no en el estigma.
En el ovario esta proteina se localiza en casi todos los tejidos, con la excepcion
del area central del septum, el tracto de transmision (Figura 3.5B). En contraste
con la amplia localizaciéon de GID1A, GID1B y GID1C se localizaron de forma mas
restringida y especifica. GID1B se localiza en 6vulos y funiculo, y en menor nivel
en las células del exocarpo y del endocarpo a, estando ausente en el mesocarpo,
estigma y estilo (Figura 3.5B). GID1C se localizd especificamente en la valva y en
el estilo, estando completamente ausente en el évulo y funiculo (Figuras 3.5A y
3.5B), siendo el Unico receptor que se observd en el estigma (Figura 3.5A).
Adicionalmente, todos los receptores se detectaron en el tejido vascular medio y
lateral del pistilo. La presencia de GID1A y GID1B en évulos mostrd una ligera
variaciéon en su localizacion (Figura 3.5B), ya que mientras GID1A se localizo en la
mayor parte de los tejidos con una fuerte sefial en la zona que circunda el saco
embrionario, GID1B se observo principalmente en la chalaza justo en la base del

saco embrionario. No se detectd presencia de GID1C en los 6vulos y semillas.

De modo resumido, GID1A y GID1C se localizaron en valvas, mientras que GID1A
y GID1B se ubicaron en los évulos, con un patron diferencial. Estas variaciones en
los perfiles de expresion temporal y espacial de los ARNm y de las proteinas
GID1 reflejan posiblemente las diferencias en los procesos mediados por GAs en

los que participa cada receptor durante la formacion y desarrollo del fruto.
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Figura 3.5. Las proteinas GID1 se localizan diferencialmente en los tejidos del pistilo y fruto.
La presencia de GID1 se analizé usando las lineas de fusion traduccional pG/DI:G/DI- GUS (Suzuki
et al, 2009). A. Imagen de la localizacidon GID1-GUS en pistilo entero en antesis. Los pistilos fueron
ligeramente aplastados entre el cubre y el portaobjetos para poder apreciar las variaciones de
sefal en 6vulos y valvas. La barra de escala representa 500 um. B, Localizacion GID1-GUS en cortes
transversales del pistilo y 6vulos en antesis. r, replum; s, septum-tracto de transmision; v, valva, ex,
exocarpo, me, mesocarpo, en, endocarpo. mi, micrépilo; es, saco embrionario; cha, chalaza. La
barra de escala representa 50 pm.
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3.3. Los receptores GID1 se co-localizan con las enzimas GA20ox1 y
GA200x2 y con la expresion de los genes de biosintesis GA30ox1,
GA30x2y GA3ox4 en las semillas

Los diferentes niveles de expresion de los genes G/D1y las variaciones en
la localizaciéon de las proteinas GID1, sugieren que cada receptor puede percibir
las GAs sintetizadas en tejidos determinados o las GAs transportadas desde

diferentes tejidos dentro del pistilo o fruto.

Las familias génicas GA20ox y GA3ox codifican enzimas que catalizan los pasos
en la biosintesis de GAs. Se ha demostrado que sus patrones de expresién
corresponden con los sitios donde las GAs bioactivas son producidas (Itoh et al,
2002; Mitchum et al, 2006; Arnaud et al, 2010; Hedden y Thomas, 2012). Se ha
descrito que los genes GAZ0ox1, GA200x2, GA3ox1, GA3ox3y GA3ox4 son los
mas importantes en la sintesis de GAs necesarias para el desarrollo del fruto y la
fertilidad (Hu et al, 2008; Rie et al, 2008; Plackett et al, 2012). Los perfiles de
expresion de estos genes fueron analizados en fruto (Dorcey et al, 2009) (Figura
1.3) mostrando que la expresion de los genes GAZ0ox1y GA3oxI se presenta a
las 24 hpa mientras que el gen GAZ0ox2 se expresa entre las 24-72 hpa
presentando un significativo incremento a las 48 hpa. Por otra parte, los genes

GA3ox3y GA3ox4 se expresan principalmente entre las 24-48 hpa.

Con la finalidad de conocer con mayor detalle los sitios de metabolismo de GAs
en el fruto y comprobar los perfiles de expresion de los genes de biosintesis de
GAs mas importantes para el desarrollo del fruto, se estudio la localizacién de las
proteinas GA20ox1, GA200x2 y se determind la expresion espacial de los genes
GA3ox1, GA3ox3, GA3ox4 en pistilos, ovulos y en semillas, utilizando lineas GUS
de tipo traduccional y transcripcional, respectivamente. De esta forma, poder
inferir los sitios potenciales de sintesis y conocer si estos patrones coinciden con
los observados en los estudios de expresion y localizacion de los receptores

GID1.
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Figura 3.6. Las proteinas codificadas por los genes de biosintesis de GAs estan localizadas en
semillas después de la polinizacién. A. Sefal de la linea pGAZ20ox1:GAZ200x1-GUS (Desgagne-
Penix et al, 2005) detectada exclusivamente en semillas de 1 dpa en la zona del micrépilo. B. Sefal
de la linea pGAZ0ox2:GAZ200x2-GUS (Frigerio et al, 2006) en semillas a 1, 2 y 3 dpa. La proteina se
localiza en semillas de 1 dpa en el saco embrionario y posteriormente se desplaza a la chalaza en
las semillas de dias 2 y 3 dpa. m, micropilo; es, saco embrionario; ch, chalaza; e, endospermo; f,
funiculo. La barra de escala representa 50 pm.

Los resultados muestran que la proteina GA200x1-GUS (Desgagne-Penix et al,
2005) se localiza en la region del polen, tubo polinico y semillas de 1 dpa (justo
después de la polinizacidén) en una regidén proxima al saco embrionario (Figura
3.6A). Ademas se observd que la localizacion de GA200x1-GUS es dependiente
del polen, ya que la actividad GUS puede ser detectada tanto en las lineas
transgénicas autopolinizadas como en plantas silvestres del tipo ColO polinizadas
con polen de las lineas transgénicas (Figura 3.7A). La sefial GUS no se detectd
cuando la linea se polinizoé con polen del genotipo silvestre ColO. En definitiva, la
localizacion de la proteina GA20ox1 se detectd solamente en el polen de las
lineas transgénicas GA200x1-GUS. En el caso de linea GA200x2-GUS (Frigerio et
al, 2006) su sefal se detectd tanto en el tubo polinico como en las semillas

(Figura 3.6B), si bien se localizaba en el saco embrionario 24 horas después de la
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polinizacién, la sefial a las 48-72 horas se localizé en un polo de la chalaza de las
semillas en desarrollo. Este cambio en la ubicacion de la proteina puede
corresponder a una diferencia en la localizacién en los tejidos materno y paterno
tras la polinizacion. Al igual que lo observado en la linea GA200x1-GUS, la sefial
de la linea GA200x2-GUS durante las primeras horas después de la fecundacion
en el saco embrionario se correspondia con el polen y tubo polinico (Figura
3.7B).

A OﬂCoIO ()7’GA200x1 :GUS
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Figura 3.7. La actividad de GA200x1-GUS y GA200x2-GUS es dependiente del polen. La
localizacion de GA200x1-GUS y GA200x2-GUS a 1 dpa estd asociada con el polen y el tubo
polinico. Se realizaron cruzamientos reciprocos entre el parental y las lineas transgénicas portando
la construccién de fusidn traduccional (A) pGA20ox1: GA20o0xI- GUS (Desgagne-Penix et al, 2005))
y (B) pGA200x2:GA200x2-GUS (Frigerio et al, 2006). La barra de escala representa 500 pm.

Por otra parte, la expresion de la linea GA3oxI-GUS (Hu et al, 2008) se detectd
en el replum, funiculo y receptaculo y no se presentd expresion en las semillas

en ningun estadio (Figura 3.8A). Contrariamente, la expresion de las lineas
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GA30x3-GUS'y GA3ox4-GUS (Hu et al, 2008) fue detectada en las semillas entre
las 24-48 horas tras la polinizacion (Figura 3.8D y 3.8E), presentando una sefial
mas intensa en la zona de la chalaza y algo mas ligera en el funiculo y micropilo
para el gen GA3ox3 (Figura 3.8B y 3.8D), y una sefial homogénea en todas las
regiones de la semilla para el gen GA3ox4 (Figuras 3.8C y 3.8E). Es importante
afadir que no se observo localizacion de las proteinas GA20ox ni tampoco
expresion de los genes GA3ox en la valva para ninguna de las condiciones
evaluadas (Figuras 3.7A, 3.7B y 3.8A, 3.8B, 3.8C).

PGA3ox1:GA3ox1-GUS

A | 2 D
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ét
B "5, . "»ch, ,1
< 25T 3 K < “ =
S e a8 B ] E
PGAZ0x4:GA30x4-GUS
PGA30x4:GAZox4-GUS . 24-48h
( Peoa q . . 75
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Figura 3.8. La expresion de los genes de biosintesis de la familia GA3ox se presenta en
semillas pero no en valva. A. Expresién de pGA3ox1:GA3oxI-GUS (Hu et al, 2008) en antesis,
solo presente en el replum. B-D. Expresion de pGA3ox3.:GA30ox3-GUS (Hu et al, 2008) exclusiva en
chalaza de las semillas de frutos entre 24-48 hpa. C-E. Expresién de la pGA3ox4:GA3ox4-GUS (Hu
et al, 2008) detectado en toda la semilla de frutos entre 24-48 hpa. ch, chalaza; e, embrién; es,
saco embrionario; f, funiculo; m, micrépilo; pt, tubo polinico. La barra de escala para las imagenes
A, B-Cy D-E representa 100, 50 y 40 um, respectivamente.
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3.4. Los genes de las proteinas DELLA se co-localizan con los receptores

GID1 en 6vulos y semillas en desarrollo

Las proteinas DELLA son los represores centrales de los procesos
dependientes de GAs (Daviere y Achard, 2013). Como tales, estan involucradas
en el control de la formacién del fruto en Arabidopsis, ya que la pérdida
funcional de cuatro de los 5 genes DELLA (GA/ RGA, RGL1y RGLZ2) es suficiente
para promover la partenocarpia. Sin embargo, las combinaciones de los triples
mutantes DELLA no muestran partenocarpia, por lo que se concluye que estas 4
DELLA son las que estan involucradas en el desarrollo del fruto (Dorcey et al,
2009). En presencia de GAs, los receptores GID1 interactian con las DELLA para
desactivar la represion de la sefalizacion causada por las DELLA. La formacion
del complejo GID1-DELLA es fundamental para permitir la activacién de los
genes de respuesta a GAs (Sun, 2011; Daviere y Achard, 2013). La formacién de
tales complejos proteicos solamente es posible si los GID1 y las DELLA co-
localizan en el tiempo y en el espacio. Por lo tanto, para determinar qué
complejos GID1-DELLA participan en la formacion del fruto y su desarrollo, es
importante analizar los patrones de expresion especificos de las DELLA en el
pistilo, y compararlos con los patrones de expresion y localizacion de los GID1.
Para ello, se analizaron los niveles de ARNm de las DELLA en pistilos y frutos
mediante qPCR y los patrones espaciales de localizacién generando lineas
transgénicas de tipo transcripcional para los genes GA/ RGA'y RGL1 fusionadas
al gen reportero GUS. Para el gen RGLZ se us6 la linea rgl2-5 (fusidn
traduccional) (Lee et al, 2002).

Los analisis de gPCR en pistilo entero mostraron que RGA se expresa a mayor
nivel seqguido de RGLI y siendo la expresién de GA/y RGLZ2 mucho menor
(Figura 3.9A). Después de la fecundacion, la expresion de GA/ y RGL1 se
incrementa ligeramente, mientras que la expresion de RGA decrece. No se

observaron cambios en la expresion del gen RGLZ.
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Figura 3.9. Los genes DELLA se expresan diferencialmente en los tejidos de pistilo y fruto. A.
Expresion temporal de los 4 genes DELLA GAIl, RGA, RGL1Iy RGLZ, en pistilos no polinizados y en
frutos tempranos. La expresion de cada gen esta representada por el nimero de copias de cDNA
por 10° copias de UBQIO. B. Expresion espacial y temporal de los genes DFLLA en los
ovulos+funiculos y en la valva en pistilos no polinizados y diseccionados manualmente a 1y 2 dpa.
La expresion de cada gen fue normalizada para la UBQI0Yy en relacidn a su expresidn en el pistilo
entero en antesis. Los tridngulos vacios y llenos indican la expresion preferencial de RGL2 en los
ovulos y de RGLI en las valvas, respectivamente. EL experimento se repitio tres veces y cada uno de
ellos fue llevado a cabo con tres réplicas técnicas, obteniéndose resultados similares. Los datos son
la media + SD de un experimento representativo. dpa, dias post antesis.
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Se analizd también la expresion de los 4 genes DELLA en pistilos no polinizados
diseccionados manualmente, con la finalidad de revelar los patrones espaciales
de expresion en el pistilo (Figura 3.9B). Los genes GA/ y RGA se expresaron de
manera similar en los évulos+funiculos y en las valvas, mientras que RGLI1y
RGLZ se expresaron especificamente en la valva y en &vulo+funiculo,
respectivamente. Estos resultados manifiestan una distribucién espacial
diferencial, sugiriendo la existencia de funciones especificas de las proteinas
DELLA asociadas al tipo de tejido en el proceso de fructificacién mediado por

GA:s.

Para la mejor caracterizacién de la expresion de GA/, RGA'y RGL1 se generaron
lineas transgénicas con fusiones transcripcionales del promotor de cada gen con
el gen GUS, en colaboracién con la Dra. Tai-ping Sun de la Universidad de Duke.
Para conocer la localizaciéon de RGL2 se utilizé la linea rgl2-5 (Lee et al, 2002), un
‘gene trap’ en la cual el gen GUS unido a un elemento Ds se inserta en el

extremos N-terminal de la proteina generando una fusién traduccional.

Los analisis de las lineas delatoras mostraron que mientras RGA y GA/ se
expresaban en todo el pistilo, RGLI se expresa y RGL2 se localiza con un patrén
mas especifico (Figura 3.10). RGA se detectd a altos niveles en todos los tejidos,
mientras que la expresion de GA/ mostraba altos niveles en las valvas,
especificamente en el mesocarpo y en el endocarpo de las células laterales, ast
como en el funiculo. Se detectd una muy leve expresion de GA/en los 6vulos en
antesis y en semillas en desarrollo. Los patrones de expresion de GA/ y RGA
fueron muy similares a la localizacién que presentd GID1A. Por otra parte RGL1
se expresaba principalmente en el endocarpo y a bajos niveles en el mesocarpo y
el exocarpo (Figura 3.10B); también se detectd expresion en el funiculo de las
semillas de 2 dpa. No se detectd actividad GUS ni en los évulos ni en las
semillas en desarrollo. En contraste con RGL1, la localizacion de RGL2 se
observd tanto en oOvulos en antesis como en las semillas, incluyendo los
funiculos, durante su desarrollo temprano, estando totalmente ausente en la
valva. El patron de expresion de RGL1 y la localizacién de RGL2 mostraron una
notable similitud con los patrones de expresion y localizacién de los receptores

GID1Cy GID1B, respectivamente.
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Figura 3.10. La expresién de los genes DELLA se localiza diferencialmente en los tejidos del
pistilo y fruto. La expresion de los genes GA/, RGA y RGLI se analizd generando y caracterizando
lineas de fusidon transcripcional pGA/:GUS, pRGA.GUS, pRGLI:GUS , mientras que para RGL2 se
utilizo la linea mutante rgl2-5 (Lee et al, 2002). A. Expresion en el pistilo entero. La barra de escala
representa 500 um. B. Expresién en cortes transversales del pistilo y los 6vulos al momento de
antesis (paneles medio e izquierdo), y las semillas a 1-2 dpa (panel derecho). o, évulo; r, replum; s,
septum-tracto de transmision; v, valva, en, endocarpo; mi, micrépilo; es, saco embrionario; cha,
chalaza. La barra de escala representa 50 pm.
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Observando los patrones de expresion en los diferentes tejidos usando las lineas
transgénicas GUS y los analisis de gPCR, se puso de manifiesto una co-
localizacion de las DELLA y los GID1, lo que posibilita la interaccidon espacial
especifica de determinados pares GID1-DELLA (Figuras 3.3, 3.5, 3.9 y 3.10).

En los 6vulos, GID1A y GID1B pueden potencialmente interactuar solamente con
GAl, RGA y RGL2. Por el contrario, en las valvas, GID1A y GID1C so6lo pueden
interactuar con GAl, RGA y RGL1. En otras palabras, mientras GID1A puede
interactuar con las 4 DELLA (GAI, RGA y RGL1 en valva y GAIl, RGA y RGL2 en
ovulos-semillas), GID1B y GID1C tienen una interaccién especifica determinada
por sus patrones espaciales de expresion, con RGL2 en 6vulos-semillas y con

RGL1 en las valvas, respectivamente.

3.5. Mutaciones de los genes G/DI provocan defectos de fertilidad y
desarrollo del fruto

Estudios previos sugieren que cada gen G/DI puede estar participando
en procesos especificos relacionados con GAs en Arabidopsis, al menos en el
desarrollo del tallo de la inflorescencia, la germinacion y el desarrollo de la
silicua (Griffiths et al, 2006; Nakajima et al, 2006 Suzuki et al, 2009; Voegele et
al, 2011). Sin embargo, los analisis de los patrones de expresion empleando
lineas GID1-GUS podrian indicar que los receptores juegan un papel especifico,
al menos en el desarrollo del tallo de la inflorescencia y el crecimiento del fruto
(Suzuki et al, 2009). En este trabajo hemos mostrado que GID1A y GID1C se
expresan y se localizan en las valvas, mientras que GID1A y GID1B se expresan y
se localizan en los 6vulos. Estos patrones espaciales sugieren que GID1A y GID1C
perciben las GAs que median el crecimiento del fruto, mientras que GID1A y
GID1B perciben las GAs en los évulos que median el desarrollo de la semilla.
Para saber si estas combinaciones de genes G/DI regulan procesos
reproductivos mediados por GAs especificos en cada tejido/érgano, se analizd

en detalle el fenotipo reproductivo de los mutantes nulos correspondientes.

Analisis genéticos previos indican que en el mutante simple gidZay los dobles

mutantes gidla gidlby gidla gidIc tienen comprometida la fertilidad (Griffiths
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et al, 2006; lucht et al, 2007; Plackett et al, 2011). gidlatiene un leve detrimento
en el nimero de semillas y una ligera reduccién en la longitud del fruto. Por su
parte el doble mutante gidla gidlb muestra una reduccion en el nimero de
semillas y en la longitud de la silicua. Este fenotipo fue atribuido al acortamiento
de los filamentos de los estambres, lo cual reduce la polinizacién. En contraste,
gidla gidic tiene una fuerte reduccion en el tamafio de la silicua, pese a

presentar sélo una leve disminucion en el nimero de semillas.

El crecimiento del fruto y la fertilidad son resultado del efecto combinado de
factores paternos (polen) y maternos (évulo y ovario). Para determinar si los
defectos en la fertilidad observados previamente en los mutantes gidI son causa
de una defectuosa polinizacion o debidos a defectos en el tejido materno, se
llevaron a cabo experimentos detallados evaluando las silicuas provenientes de
pistilos de flores emasculadas de cada uno de los mutantes gidI polinizados con
polen parental (Col0), de modo que los efectos en la fertilidad fueran solo
consecuencia de defectos en el pistilo. Los frutos fueron cosechados justo antes
de la abscision, y se determiné la longitud de la silicua, el nimero de semillas
por silicua y el cociente o ratio entre el nimero de semillas y la longitud de cada
fruto (Figura 3.11A).

Los resultados muestran que entre los mutantes simples, solamente el gidia
muestra una ligera reduccion en la longitud y en el contenido de semillas, dando
como resultado un ratio (numero de semillas vs longitud silicua) similar al
parental. Los demas mutantes simples no manifiestan una alteracidn significativa
de los parametros analizados. Esto correlaciona con los datos de expresion, ya
que GID1A es el que se expresa en mayor nivel y el Unico que muestra un
fenotipo cuando es mutado. Sin embargo, los dobles mutantes muestran
fenotipos diferentes (Figura 3.11A). El doble mutante gidIa gidlb muestra un
fenotipo similar al simple gidla pero mas fuerte, con una reduccidn proporcional
tanto en la longitud de la silicua como en el nimero de semillas, dando como
resultado un ratio similar al parental. Sin embargo, gidla gidlc muestra un
fenotipo muy diferente, con una fuerte reduccion en la longitud de la silicua y

solo una ligera reduccion en el numero de semillas, resultando en un
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significativo incremento en la ratio. Estos frutos mostraban una alta densidad de
semillas y una fuerte compactacion de las semillas en la silicua. Por su parte

gid1b gidlc no muestra ningun defecto siendo muy similar al parental.
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Figura 3.11. Los receptores GID1 participan en la fertilidad y la elongacion de la silicua. A.
Efectos asociados al tejido materno en los mutantes simples y dobles de gidl. Las flores fueron
emasculadas un dia antes de antesis y polinizadas manualmente en antesis con el polen parental
(Col0). Los frutos maduros de 14 dpa se recolectaron individualmente y se determiné la longitud,
el nimero de semillas, y la ratio (cociente entre el nUmero de semillas vs. longitud) por fruto. B.
Respuesta de los pistilos no polinizados de los mutantes simples y doble a tratamientos exégenos
con GAa. Las flores fueron emasculadas un dia antes de antesis. La mitad de los pistilos se traté en
antesis con 300 uM GA;z (+GA3) y la otra mitad se tratd con una solucién mock (-GA3). La longitud
de frutos y pistilos se midi6 a 10 dpa. Los datos para cada genotipo se normalizaron con respecto
a los valores de ColO. Se representa la media y la SD de al menos 50 pistilos/frutos por tratamiento.
Los experimentos fueron repetidos tres veces con resultados similares. Las diferencias significativas

(andlisis de t-test Student) entre el Col0 y el mutante fueron marcadas con asterisco (**, p-valor
<0,001).
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Para comparar nuestro analisis con los datos previos de la bibliografia realizamos
un ensayo similar al previamente descrito pero utilizando frutos autopolinizados,
donde las deficiencias en el desarrollo del polen de cada mutante también se
reflejarian en los defectos en la fertilidad y desarrollo de los frutos. Como se
observa en la Figura 3.12, los fenotipos fueron muy similares a los de los dobles
mutantes emasculados. Estos datos indican que los defectos en fertilidad y
desarrollo de fruto de los mutantes gidla gidlby gidla gidlc son causados por

defectos en los tejidos maternos.
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Figura 3.12. Fertilidad y longitud de los frutos autopolinizados en los dobles mutantes gid1.
Los frutos maduros de pistilos autopolinizados fueron individualmente recolectados a 14 dpa, y se
determind la longitud, el nimero de semillas, y la ratio (nUmero de semillas vs. longitud) por fruto.
Los datos para cada genotipo se normalizaron con respecto a los valores de Col0. Se representa la
media y la SD de al menos 50 pistilos/frutos por tratamiento. Los experimentos fueron repetidos
tres veces con resultados similares. Las diferencias significativas (analisis de t-test Student) entre el
ColO y el mutante fueron marcadas con asterisco (**, p-valor <0,001).

La eliminacién de dos de los tres receptores GID1 en cada mutante doble podria
causar un aumento en la expresion del gen G/DI no alterado, lo cual contribuiria
a atenuar el fenotipo. Para comprobar esto se analizé por gPCR la expresidn de
cada G/DI en los dobles mutantes y se observd que la expresion de G/DIA en

gid1b gidic aumenta significativamente tanto en plantula como en pistilos en
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antesis (Figura 3.13), lo cual puede contribuir a un normal crecimiento incluso en
la ausencia de actividad de los receptores G/DI1By GIDIC. Por el contrario, no se
observd una alteracién en la expresidon de los receptores G/D1By GIDIC en los

dobles gidla gidicy gidla gid1b, respectivamente.
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Figura 3.13. Expresién de G/DI en los dobles mutantes nulos gid1. A. expresion en el pistilo en
antesis. B. expresion en plantulas de 4 dlas. La expresién de cada gen fue normalizada a la de la
UBQI10Yy a la expresion de Col0. na, no ensayado.

Se sabe que existe una correlacién entre el tamafo final del fruto y el nimero de
semillas que contiene, lo que se puede observar representando estos dos
parametros en una poblacion de frutos con polinizacién variable, desde pistilos
no polinizados, pasando por frutos con fecundacién parcial, hasta frutos que
presentan todos sus évulos fecundados (Gillaspy et al, 1993; Cox y Swain, 2006;
Dorcey et al, 2009). Esta correlacién seria debida a que, en condiciones
normales, la elongacién del fruto es proporcional al nimero de semillas ya que
son éstas las que producen las GAs (u otras sefiales) para permitir la elongacion
de la silicua. Por lo tanto, los cambios en el nimero de semillas sin alteracion de
la pendiente de la linea de mejor ajuste de los datos (una medida de

dependencia del nimero de semillas con el tamafio del fruto) pueden revelar
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defectos en la produccion de semillas, mientras que una disminucién en la
pendiente puede reflejar un defecto de la elongacién de la silicua, lo cual resulta
en un aumento del empaquetamiento de las semillas en el fruto. Para analizar la
longitud y el nimero de semillas, los dobles mutantes gid fueron manualmente
polinizados con diferentes concentraciones de polen de ColO (Figura 3.14). El
mutante gidla gidlb muestra como se espera, un reducido nimero de semillas
sin alteracion en la ratio de crecimiento, indicando que un menor tamafio de
fruto es debido a una menor produccién de semillas. Por el contrario, el mutante
gidla gidlc muestra una significativa disminucion en la pendiente, lo cual
sugiere la incapacidad de este mutante para elongar la silicua incluso en
presencia de un significativo nimero de semillas. De nuevo gidlb gidlc se
comportd como el parental (Figura 3.14). Finalmente ninguna combinacién de
doble mutante muestra diferencias en la longitud final de los pistilos no
polinizados (pistilos sin semillas), lo que sugiere que los tres receptores son
redundantes en esa fase de desarrollo, o que la actividad GID1 no es esencial
para el desarrollo del pistilo hasta antesis, lo que implica que las GAs no

participan en este proceso.

Los fenotipos observados para gidla gidlb y gidla gidlc sugieren una
insensibilidad a las GAs en ovulos y valvas que causa una reduccion en la
produccion de semillas y el crecimiento de la silicua, respectivamente. De ser
cierto, los pistilos de plantas gidla gidic deberian ser insensibles al tratamiento
con GAs exogenas. Para ello se realizdé un ensayo de tratamiento con GA; y se
determind la respuesta partenocarpica de los pistilos de flores emasculadas
(Figura 3.11B). Los resultados muestran que los mutantes gidla gid1by gid1b
gidIcexhiben una respuesta a GA; normal, similar a las plantas parentales; por el
contrario, gidla gidic es insensible a GAs con una cast nula respuesta en el
pistlo medida como crecimiento del mismo (Figura 3.11B). Por lo tanto,
podemos concluir que el reducido crecimiento del fruto del mutante gidla gidic
es debido a falta de percepcion de GAs en la valva, al carecer de los receptores

especificos que median el desarrollo de la silicua.
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Figura 3.14. Correlacion entre longitud del fruto y el nimero de semillas de los dobles
mutantes gid1. Las flores fueron emasculadas un dia antes de antesis y polinizadas manualmente
en antesis con diferentes cantidades de polen parental para obtener frutos con un nimero variable
de semillas. Algunos pistilos fueron también conservados sin polinizar. Los frutos maduros de 14
dpa fueron individualmente recolectados, y se determiné la longitud y el nimero de semillas de
cada fruto. El nimero de semillas y la longitud del fruto se representan con el correspondiente
coeficiente de correlacién (R?) y se calculd la linea de regresion ajustada. Se utilizaron mas de 60
pistilos/frutos por cada genotipo. El experimento se repiti6 dos veces obteniendo resultados
similares. Se muestra ademas una imagen representativa de frutos de cada genotipo.

En resumen, nuestros datos indican que los defectos observados en los mutantes
gidl son debido a defectos en el tejido materno. La contribucion del
acortamiento de los filamentos de las anteras en la fertilidad y fenotipos de fruto
parece ser menor. Nuestros datos también indican que los pares de receptores
GID1A-GID1B y GID1A-GID1C son parcialmente redundantes en el control de la
fertilidad y la longitud del fruto, respectivamente, ya que solo se observan

fenotipos severos en estos dos dobles mutantes. Mientras que GID1A es el
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receptor con una funcién general en la percepcion de GAs en el pistilo, ésta se
complementa con la accién de GID1B y GIDIC en valva y semillas,
respectivamente, lo que da lugar a cierto grado de redundancia a la vez que

especificidad en la percepcion de GAs en cada 6rgano.

3.6. Las mutaciones en los genes G/D1 y DELLA provocan alteraciones en
el desarrollo del endocarpo

En la epidermis interior de la valva de Arabidopsis existen dos capas de
células que conforman el endocarpo. El endocarpo &, la capa de células adaxial
situada hacia el espacio del carpelo, esta constituida por células agrandadas que
colapsan cuando el fruto se encuentra maduro. Simultdneamente, la segunda
capa adaxial sub-epidérmica, el endocarpo b, de células mas pequeias, se
lignifica. La diferenciacién durante el desarrollo del fruto de estas capas de
células interiores en la silicua de Arabidopsis es uno de los mecanismos
necesarios para la apertura de la valva y dispersion de las semillas. Previamente
nuestro grupo habia descrito que ambos procesos son mediados por GAs
(Dorcey et al, 2009). Por ejemplo, se observé una prematura degradacién del
endocarpo a vy lignificacion del endocarpo b en pistilos no polinizados tras el
tratamiento con GA;, ast como en el cuadruple mutante 4xdella (gaiT6 rgal2
rgll1-1 rgl2-1 ). Con el propdsito de determinar qué receptores GID1 y qué
proteinas DELLA estan regulando este proceso se estudio el desarrollo de la
estructura de la vaina en los mutantes gidZ (Figura 3.15) y en los mutantes de

triple pérdida de funcion 3xdella (Figura 3.16).

Los analisis morfolégicos en los mutantes gidl sugieren que, de los tres
receptores, GID1A tiene una funcién mas relevante en la regulacién de la
diferenciacién del endocarpo. GID1C tendria una funcidn menor, mientras que
GID1B no estaria implicado (Figura 3.15). A pesar de que el mutante simple gidZa
no muestra una alteracién significativa, los dobles mutantes gidla gidiby gidla
gidlc muestran entre uno y dos dias de retraso en la degradacién del endocarpo
a y en la lignificacién del endocarpo b, respectivamente. La degradacién y

lignificacion en gid1b gidIces idéntica a la observada en el genotipo silvestre, lo
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gue sugiere que la elevada expresion de GID1A en todos los tejidos de este
mutante seria suficiente para la correcta diferenciacion. Estos resultados se
correlacionan con la intensidad y la distribucion de los receptores: GID1A se
acumula a altos niveles en la valva, seguido de GID1C (Figuras 3.4 y 3.5). La
presencia de GID1B se detecta, aunque de forma muy residual en la valva,

especialmente en la capa adaxial del exocarpo y en el endocarpo a.

gidta-1

gid1a-1

gid1b-1

Figura 3.15. Los mutantes nulos gidl muestran alteraciones en la diferenciacién del
endocarpo de la valva del fruto. A. Retraso en la degradacién del endocarpo a en los mutantes
gidla gidlby gidla gidic en criosecciones transversales de frutos parentales y dobles mutantes a
7, 8 y 10 dpa. Los diferentes tejidos son etiquetados: ex, exocarpo; me, mesocarpo; en-b,
endocarpo b; en-g, endocarpo a. B. Retraso en la lignificaciéon del endocarpo by la degradacién
del a en el doble mutante gidia gidIcen criosecciones transversales de los frutos del parental y de
los dobles mutantes gidI a 9 dpa. La presencia o degradacién del endocarpo a se indican con un
asterisco o con una punta de flecha, respectivamente. La barra de escala representa 50 um.

Por otra parte, el analisis morfoldégico de los mutantes de triple pérdida de
funcidon 3xdella mostréo que RGA es el represor principal en la regulacion de la
diferenciacién del endocarpo. De acuerdo con el trabajo de Dorcey et al (2009),

se observo un significativo adelanto en la degradacién del endocarpo a vy
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lignificacion del endocarpo b en el 4xdella, que se completo a los 6 dpa, cuando
se observaron muy pocas células del endocarpo a aun sin degradar. De los
triples mutantes 3xdella, los tres en los cuales RGA estd mutado, también
mostraron adelanto de la degradacion. Por el contrario en el parental Lery en el
triple mutante gai76 rgl1-1 rg/2-1 (en el que RGA es funcional) la degradacion de
las células del endocarpo ay lignificacién del endocarpo b no se produjo antes
de 9 dpa.

Ler

4xdella

rga-T2 rgl1-1
rgl2-1

gai-T6 rgl1-1
rgl2-1

gai-T6 rga-T2
rgl2-1

gai-T6 rga-T2
rgl1-1

Figura 3.16. El mutante 4xdella y los mutantes triples 3xdella muestran alteraciones en la
diferenciacion del endocarpo de la valva del fruto. Se muestran criosecciones transversales de
los frutos a 6 y 9 dpa del parental Ler; el mutante 4xdella y los mutantes 3xdella. El adelanto en la
degradacion del endocarpo a se observa en el 4xdella y los mutantes triples rga72 rgll-1 rgl2-1,
gai-T6 rgal2 rgll-1,y gaiT6 rgal2 rgl2-1. El triple mutante gaiT6 rglI-1 rgl2-1 se comporta como
el silvestre Ler. Los diferentes tejidos son etiquetados en la primera imagen: ex, exocarpo; me,
mesocarpo; en-b, endocarpo b; en-a, endocarpo a. La presencia o degradacion del endocarpo a se
indican con un asterisco o de punta de flecha, respectivamente. La barra de escala representa 100
pm.
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Aunque se observa un adelanto en la degradacion del endocarpo a en los triples
mutantes rga72 rgl1-1 rgl2-1, gaiT6 rgal2 rgl1-1 y gaiT6 rgalZ2 rgl2-1, éste no es
tan severo como en el 4xdella, lo que sugiere la implicacion de las 4 DELLA en
este proceso. Aunque al parecer se trata de un efecto aditivo, los resultados
obtenidos con el mutante gai76 rgl1-1 rgl2-1 revelan claramente que RGA es la
DELLA principal que regula la diferenciacion de las capas de células del
endocarpo aunque las otras proteinas DELLA podrian también contribuir aunque
en menor medida a regular este proceso. Estos resultados son coherentes con el

alto nivel de expresién de RGA en la valva.

3.7. Discusion Capitulo 1

3.7.1. La expresion de los GID1 en los 6vulos y las valvas es diferencial

Se ha descrito que los tres receptores GID1 de Arabidopsis tiene
redundancia funcional en diferentes procesos de crecimiento de la planta
dependiente de GAs ya que los analisis de expresion de ARNm indican que los
tres genes se expresan en la mayoria de los tejidos (Griffiths et al, 2006;
Nakajima et al, 2006). Por otra parte, el analisis de la localizacidon espacial
usando lineas transgénicas GID1-GUS sugieren que dicha redundancia funcional
al parecer no es completa, al menos en el tallo de las inflorescencias y en el
crecimiento de la silicua (Suzuki et al, 2009). Aunque algunos estudios reportan
niveles superiores de expresion de GID1A en casi todos los tejidos evaluados
(Griffiths et al, 2006), sugiriendo un papel predominante en la percepcion de
GAs durante diversos procesos del desarrollo de la planta, esto no es motivo
suficiente para descartar la participacion significativa de otros GID1 en procesos

especificos del desarrollo.

Nuestros resultados han mostrado que dentro del pistilo G/DIA se expresa a
mayor nivel seguido de G/D1By GIDI1C; sin embargo la distribucion espacial de
los GID1 en el pistilo es diferencial, como indican nuestros resultados de analisis
de ARNm y de localizacién de proteinas. GID1A y GID1C participan en la

percepcidon de GAs en las valvas, donde no se expresa GID1B. Por el contrario, en
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los 6vulos la percepcion de GAs es llevada a cabo por GID1A y GID1B, pero no
por GID1C. Esto revela que las distintas combinaciones de GID1 perciben las GAs
sintetizadas en el mismo sitio de percepcidén, o transportadas desde tejidos
especificos del pistilo para regular diferentes procesos celulares que dan como

resultado el correcto crecimiento y desarrollo de las semillas y de la valva.

Diferentes estudios indican que existe una correlacidén entre altos niveles de GAs
y altos niveles en la expresion de los genes de biosintesis. Por otra parte, los
ultimos pasos de la biosintesis de GAs (actividas por las GA20ox y GA3ox)
ocurren normalmente en el sitio de accién de las GAs bioactivas (Olszewski et al,
2002; Hu et al, 2008; Hedden y Thomas, 2012). De esta forma, el sitio de accién
de las GAs puede ser descubierto por el analisis de los patrones temporales de
expresion de los genes GA20oxy especialmente GA3ox, encargados de controlar
el paso final en la biosintesis de GAs. Los genes GA20ox1y GA200x2, ast como
GA30x3 y GA30ox4 han sido descritos por tener una funcidén crucial en el
desarrollo del fruto y en la fertilidad (Hu et al, 2008; Rieu et al, 2008; Plackett et
al, 2012). Hemos mostrado que la localizacion de GA200x2 ocurre solo en
semillas en desarrollo, mientras que la localizacién de GA200ox1 esta asociada a
la formacion del tubo polinico durante la plasmogamia y no en las semillas en
desarrollo. Ademas los genes GA3ox3y GA3ox4 tienen una expresion especifica
en las semillas, en el saco embrionario y en el endospermo, respectivamente.
Hay que destacar que los genes GA20ox'y GA3ox se expresan especificamente
en las semillas jovenes poco después de la fecundaciéon, pero no en las valvas
(Hu et al, 2008; Dorcey et al, 2009) (Figuras 1.3, 3.7, 3.8B y 3.8C). Todos estos
datos coinciden con lo observado en trabajos previos de otros autores (Hu et al,
2008; Arnaud et al, 2010; Plackett et al, 2012). La Unica excepcidén es el gen
GA3ox1, que no se expresa en semillas jovenes, pero se expresa en el septum, en

el funiculo y el receptaculo del fruto (Figura 3.8A).

Aunque no hay evidencias de la biosintesis directa de GAs en las valvas, éstas
deben estar presentes en la valva para promover el crecimiento y elongacién del
fruto. Los analisis del patron de expresion espacial indican que las GAs en
semillas pueden ser percibidas por GID1A y GID1B, y que GID1A y GID1C son los

responsables de la percepcion de GAs en las valvas. Por lo tanto, las GAs
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bioactivas en la valva que promueven la elongacién del fruto deben ser
transportadas desde las semillas en desarrollo y/o tejidos circundantes. La forma
en cdmo las GAs son transportadas hacia la valva, mediante un mecanismo

activo o de modo pasivo, es un tema que esta aun por resolver.

3.7.2. Los GID1 y las DELLA se co-expresan en el pistilo durante la
formacion del fruto

La sefializacion por GAs ocurre a través de una interaccién dependiente
de GAs de los GID1 con las proteinas DELLA (Sun, 2011; Daviere y Achard, 2013).
Por otra parte la interaccion GID1-DELLA solamente es posible si ambas
proteinas estan presentes en el mismo tiempo y lugar. El analisis de la expresion
y localizacién espacial de las DELLA y GID1, sugiere algunas combinaciones de
estas proteinas que potencialmente interactian in vivo para desencadenar la
cascada de respuesta a GAs en el pistilo. De forma contraria, existen
combinaciones GID1-DELLA que no pueden ocurrir ya que no existe co-
expresion. Hemos observado que GID1A, RGA y GAI se expresan en todo el
pistilo. Proponemos que las interacciones GID1A-GAl y GID1A-RGA explicarian la
mayor parte de los procesos mediados por GAs tanto en 6vulo como en valvas.
Ademas de éstas, la interaccion GID1B-RGL2 ocurre solamente en ovulos y la
interaccidn GID1C-RGLL1 tiene lugar exclusivamente en las valvas. Las dos ultimas
interacciones pueden explicar respuestas especificas de tejido en procesos
mediados por GAs asociados al cuajado y desarrollo del fruto. Por ejemplo, la
interaccidén GID1B-RGL2 tiene una funcidn en la fertilidad y el desarrollo de las
semillas, mientras que la interaccién GID1C-RGL1 mediaria procesos durante el

crecimiento del fruto y en la expansion de la valva.

Ademas de los patrones de co-expresion, la afinidad diferencial a nivel molecular
de los GID1 por las DELLA también puede ser otro factor que afecte la capacidad
de estas proteinas de interaccionar (Nakajima et al, 2006; Suzuki et al, 2009). Por
ejemplo, ensayos in vitro han revelado que existe una fuerte afinidad entre las
proteinas RGA-GID1B, RGL2-GID1A y GAI-GID1B (Suzuki et al, 2009). Resulta

muy revelador que todas ellas se co-expresan en 6vulos/semillas. Ademas RGL1
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interacciona fuertemente con GID1A y GID1C (Suzuki et al, 2009), estando todos
ellos co-expresados en las valvas. Por el contrario RGL1 y RGL2 interaccionan in
vitro con muy baja afinidad con GID1B y GID1C, respectivamente. Hay que
destacar que estos pares RGL1-GID1B y RGL2-GID1C no se co-expresan en los
pistilos, lo que sugiere que debe existir un proceso de co-evolucién de los GID1
y las DELLA reflejados en los patrones diferenciales de expresion y en los grados
de afinidad de las interacciones. Seria necesario saber si estos genes se co-

expresan o no en otros tejidos de la planta para poder confirmar esta hipétesis.

En la figura 3.17 se representa un esquema de las posibles interacciones de los
GID1 y las DELLA en el pistilo, basandonos en la expresion y localizaciéon espacial
como en los analisis de los fenotipos mutantes. Las GAs sintetizadas en las
semillas serlan percibidas por GID1A y GID1B, que interaccionarian
especialmente con RGA, GAl y RGL1. Las GAs deberian ser transportadas activa o
pasivamente hasta la valva donde serian percibidas por GID1A y GID1C, los

cuales interaccionarian con RGA, GAl y RGL2.

Biosinthesi
de GA

< Crecimientodel fruto p»

Ovulo fecundada

Figura 3.17. Modelo espacial de la biosintesis, percepcion y seiializacién de GAs en semillas
y valvas. Las GAs bioactivas, principalmente GA4, se sintetizan en semillas en desarrollo por la
actividad de las GA20ox y GA3ox. En 6vulos fecundados las GAs son percibidas por GID1A y GID1B,
que interaccionan con RGA, GAIl, y RGL2 para promover la sefializacion especifica de semillas. Las
GAs deben ser transportadas hacia la valva y percibidas por GID1A y GID1C, que pueden
interaccionan con RGA, GAIl, and RGL1, para promover la respuesta especifica en la valva
(principalmente el alargamiento de la silicua y la degradacion del endocarpo &). Las proteinas con
un patrén espacial especifico de tejido son subrayadas.
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Teniendo en cuenta la expresidn y localizacién espacial de los genes de
biosintesis de GAs, de los GID1 y las DELLA, podemos identificar sitios
potenciales de sintesis-percepcidn-sefalizacion. Por ejemplo GA200x2 y GA3ox4
junto con GID1B y RGA se co-localizan en la chalaza del endospermo en semillas.
Ademas GID1B y RGA tienen una fuerte afinidad in vitro, incluso en presencia de
bajas concentraciones de GA, (10® M GA,), condiciones en las cuales no existe

interaccidén de otras combinaciones GID1-DELLA (Nakajima et al, 2006).

Finalmente, la sintesis de GAs en la chalaza ha sido asociada con la elongacion
de la silicua (Hu et al, 2008). Los datos indican que ademas de una fuente de
GAs para la elongacidn de la silicua, la sintesis en el endospermo puede también
mediar los procesos dependientes de GAs en la semilla, que estarian mediados

principalmente por GID1B y RGA.

3.7.3. Los receptores GID1 tienen redundancia parcial en la fertilidad y el
crecimiento del fruto

Los datos de expresion y el analisis de los fenotipos de los mutantes
indican que los G/DI1 tienen funciones redundantes en el crecimiento de la
planta (Griffiths et al, 2006; luchi et al, 2007; Nakajima et al, 2006). Nuestro
analisis sugiere que existe una redundancia funcional parcial en la formacion y el
desarrollo del fruto, que correlaciona de manera consistente con la distribucion
espacial en la expresion de estos genes. La pérdida funcional de G/DIA, el cual
esta presente de manera mas abundante en casi todos los tejidos del pistilo, da
como resultado una reduccion significativa en la fertilidad. De igual forma la
pérdida funcional de G/DIAy GI/D1B, ambos expresados en 6vulos, resulta en
una mayor pérdida de fertilidad, indicando que ambos genes son redundantes
en el ovulo. En contraste la mutacién de G/DIA y GI/IDIC, ambos genes
expresados en las valvas, genera una limitada elongacion de la silicua y una total
insensibilidad del pistilo a las GAs exdgenas, indicando una redundancia de

ambos genes en el crecimiento promovida por GAs en la valva.

La reduccion en la longitud de la silicua y el bajo rendimiento de semillas fue

previamente correlacionado con el acortamiento de los filamentos de las anteras,
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lo cual reduce la polinizacidn (Griffiths et al, 2006; luchi et al, 2007). Estos
resultados estaban acorde con los niveles de expresién similar de G/IDIAy GID1IB
en los filamentos (Suzuki et al, 2009). Sin embargo, hemos demostrado que el
doble mutante gidla gid1b, el cual no tiene actividad de los receptores GID1 en
los évulos, muestra una reducida produccion de semillas incluso cuando este
mutante es polinizado con polen parental, lo que elimina los defectos causados
en las anteras o polen (luchi et al, 2007). Estos resultados indican que la
reducida produccién de semillas en el mutante gidla gid1b es debido a defectos
en el tejido materno, posiblemente por la ausencia de los receptores de GAs en
el 6vulo (GID1A y GID1B). Ademas, la expresion de G/DIC en el doble mutante
gidla gidlb no estd inducida descartando la posibilidad de un mecanismo
compensatorio. Finalmente, una posible expresion residual de G/DIC en las
semillas del doble mutante gidla gid1b no seria suficiente para promover la
sefalizacidon debido a su limitada afinidad con las DELLA presentes en los
ovulos/semillas (GAI, RGA y especialmente RGL2) (Suzuki et al, 2009). Es
importante mencionar que el doble mutante gidla gidlb aun conserva la
facultad, aunque limitada, de producir semillas, a pesar de la falta de receptores
en los ovulos. Esto sugiere que debe existir una via alternativa independiente de
GAs que potencialmente promueve la formacién de semillas. No es posible saber
st esta funcion recae en GID1C, debido a que el triple mutante gidla gid1b gidic
muestra un fuerte fenotipo de deficiencia a GAs y no llega a producir flores

viables.

En contraste con gidla gidlb, el doble mutante gidla gidlc muestra un
acortamiento en la longitud de la silicua con una leve reduccién en el nimero de
semillas, incluso cuando es polinizado con el polen parental, indicando que este
fenotipo es también debido a un defecto materno. Se sabe que hay una relacion
estrecha entre el numero de semillas y la longitud del fruto y que esta relacion
puede ser atribuida a la sintesis en las semillas de la sefial de promocién de
crecimiento, probablemente las GAs, que pueden ser transportadas desde las
semillas hacia la vaina y de esta forma promover su crecimiento (Cox y Swain,
2006; Hu et al, 2008; Dorcey et al, 2009). Como el doble mutante gidla gidic

tiene un nimero de semillas suficiente como para sintetizar GAs a los niveles

59



Resultados y Discusion Capitulo 1

suficientes como para promover el crecimiento de la silicua, la reducida longitud
de silicua puede ser el resultado de una limitada respuesta de GAs en la vaina.
Por ejemplo, los pistilos de gidla gidlc no responden a los tratamientos con
GAs indicando una casi total insensibilidad. El defecto en la elongacién de la
silicua puede ser equivalente al fenotipo enano causado por la eliminacidon de
GID1A y GID1C, lo que coincide con que ambos genes se expresan en los tallos
de las inflorescencias (luchi et al, 2007; Suzuki et al, 2009). De forma similar a la
respuesta partenocarpica, la elongacién del hipocotilo en respuesta a GAs esta
bloqueada en este mutante, al igual que en el triple mutante gidla gid1b gidic
mientras que los otros dobles mutantes y los mutantes simples responden de
forma similar a las plantas parentales (Willige et al, 2007). Por lo tanto la co-
expresion en los pistilos y tallos, sumada a un fenotipo insensible a GAs en el
doble mutante, sugiere que GID1A y GID1C son responsables de la percepcidn

de GAs en ambos tejidos para producir su crecimiento dependiente de GAs.

El doble mutante gid1b gidlc no muestra ningun fenotipo, indicando que la
actividad de GID1A presente en casi todos los tejidos del pistilo es suficiente
para llevar a cabo la percepcion a GAs sin ninguna alteracion en el crecimiento y
el desarrollo. Ademas, la expresion de G/DIA en el doble mutante gid1b gidic
estd ligeramente aumentada tanto en plantula como en pistilos (Figura 3.13),
compensado la pérdida de los otros dos receptores, contribuyendo a un normal
desarrollo de este mutante. De forma contraria a G/DIA, no se observo ninguna
alteracion en la expresion de G/DI1IB o G/DIC ni en plantula ni en pistilos en los

dobles mutantes gidla gidicy gidla gid1b, respectivamente.

No existe evidencia que indique que la falta de defectos severos en cualquiera
de los mutantes simples o dobles GID1 sea debido a un aumento de la expresiéon
de los genes restantes funcionales. Sin embargo se sabe que la expresidén de
GIDIAy GIDIB (pero no la de G/DIC) esta controlada de manera dependiente
por el mecanismo de retroalimentacion promovido por la actividad DELLA
(Middleton et al, 2012). Por lo tanto, la induccidn de G/D1A en el mutante gid1b
gidIc puede ser consecuencia del mecanismo de retroalimentacién. La reducida
percepcidon de GAs por la eliminacion de G/DIBy GIDIC puede incrementar los

niveles de DELLA, derivando en una sobreexpresion de G/DIA. Al contrario de lo

60



Los receptores GID1 y las proteinas DELLA en el desarrollo temprano del fruto

que sucede con el gen G/DIA, la expresion de G/DIB no aumenta en plantula o
pistilo del doble mutante gidla gidIc Sin embargo, se ha descrito la induccién
de la expresidn de G/DIB en botones florales del mutante gidla gidIc (Suzuki et
al, 2009). Todas estas observaciones sugieren que el mecanismo de
retroalimentacion puede estar regulado de un modo u otro segun los diferentes

tejidos o procesos de desarrollo.

En resumen, nuestros datos indican que existe una redundancia funcional parcial
de los receptores GID1 en el pistilo y en los frutos. GID1A en combinacion con
GID1B y GID1C perciben las GAs necesarias para la produccion de semillas y el
crecimiento del fruto, respectivamente. Por otro lado GID1A-GID1B y GID1A-
GID1C podrian ser redundantes en la percepcion de GAs en la semilla y la valva,
respectivamente, segun los fenotipos de los dobles mutantes. La distribucién de
los receptores de GAs en las valvas en conjunto con la expresion de los genes de
la ultima fase de biosintesis, sugiere claramente que existe un transporte de GAs

desde las semillas hacia la valva para promover el crecimiento del fruto.

Finalmente, la co-expresion de los genes G/DI1y DELLA en diferentes tejidos del
pistilo revela que existen procesos de desarrollo del fruto dependientes de GAs
que son especificas de cada interaccion GID1-DELLA. Un analisis mas detallado
de estas interacciones y el estudio de sus implicaciones especificas en cada
tejido son necesarios para profundizar en la compresion de los mecanismos
moleculares por los cuales las GAs median el crecimiento y desarrollo del fruto.
Por ejemplo, se sabe que las GAs controlan también la diferenciacién de la zona
de dehiscencia a través de la actividad de la GA3oxl y la interaccion de las
proteinas DELLA con los genes de desarrollo /INDEHISCENT y ALCATRAZ (Arnaud
et al, 2010). De acuerdo a esto, GID1A y GID1C, junto con RGA, GAl y RGL1,
todos ellos expresados en la zona de dehiscencia, pueden estar participando en

la abscision de la silicua.
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4.1. Analisis transcriptomico de los eventos tempranos en la formaciéon
del fruto

Las GAs desempefian una funcién instructiva clave en el control de los
procesos de formacion del fruto. Numerosos resultados de tipo fisioldgico,
genético y molecular apoyan dicha hipétesis. Entre los mas ilustrativos destacan:
a) la formacién de frutos partenocarpicos como consecuencia de aplicaciones
exodgenas de GA; sobre pistilos emasculados y no polinizados en Arabidopsis
(Figura 4.1) o en especies de interés agronémico, simulando ast el efecto de las
GAs que son producidas en condiciones normales tras la polinizacién; b) la
generacion del fenotipo partenocarpico observado en el mutante 4xdella en
Arabidopsis (Figuras 4.1y 4.2), o en tomate al eliminar el gen SIDELLA (Marti et
al, 2007; Carrera et al, 2012).

Se conoce que las GAs controlan el crecimiento y desarrollo en la planta a través
de complejas redes regulatorias que integran programas de desarrollo internos y
programas de respuesta a factores medioambientales. En esta integracion, las
proteinas DELLA juegan un papel central, al causar una reprogramacion
transcripcional mediante la interaccién con otros factores transcripcionales y/o
modulando los cambios de expresion génica en los genes diana (Sun, 2011;
Claeys et al, 2014). Por lo tanto, el estudio de los cambios de expresion génica
asociados a la actividad de las proteinas DELLA durante las fases tempranas del

crecimiento del fruto es crucial para elucidar como las GAs regulan este proceso.

Con el objetivo de identificar qué genes estan regulados por la ruta de
sefializacion de GAs y son diana de las proteinas DELLA, participando en las fases
tempranas de la formacién del fruto de Arabidopsis, hemos realizado un analisis
transcriptomico de frutos partenocarpicos, obtenidos tanto por pérdida de
funcion de los genes DELLA o por tratamientos con GAs, y de frutos polinizados
(Figura 4.1).

Con el fin de evitar la emasculacion de las flores y poder obtener pistilos no
polinizados en cantidad suficiente para este tipo de analisis, se utilizé el mutante
esteéril condicional cer6-2 (Preuss et al, 1993; Fiebig et al, 2000). En este mutante

los 6vulos no se pueden fecundar ya que en condiciones de baja humedad no se
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puede realizar la polinizacion al carecer el polen de componentes necesarios en
la cubierta. El uso de este mutante permite ademas controlar de forma muy
precisa el iniclo de la fructificacién ya sea por tratamientos hormonales o
polinizacion manual. Para obtener un mutante partenocarpico se realizé la

introgresion del alelo mutante cer6-2 en homocigosis en el mutante 4xdella

mediante cruces genéticos reiterados y genotipado por PCR.

\ \
\! cer6-2 (mock) cer6-2 4xdella

. gai-T6 rga-12
no polinizado rell-1 rgl2-1

Figura 4.1. Desarrollo del fruto partenocarpico en el mutante 4xdella y en plantas con
pistilos tratados con GA;. Iméagenes de inflorescencias con frutos de plantas cer6-2 control
(mock), de mutantes 4xdella y plantas tratadas con GAs asi como frutos obtenidos por
polinizacién.
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rga-T2 rga-T2 rga-T2 --—-—- rga-T2

rgl1-1 rglt-1 - rgl1-1 rglt-1

rgl2-1 rgl2-1 rgl2-1 rgl2-1
4xdella 3xdella

Figura 4.2. Desarrollo de frutos partenocarpicos por la pérdida de funcién de 4 de las 5
proteinas DELLA de Arabidopsis. Se representa la longitud de los frutos del control cer6-2 no
polinizado, y los mutantes 4xdella y 3xdella. S6lo el mutante 4xdella presenta un incremento
significativo en la longitud del pistilo en ausencia de polinizacion, mostrando una partenocarpia
constitutiva parcial (Adaptado de Dorcey et al, 2009). Se representa el tamafio del fruto en relacion
a los pistilos no polinizados de cer6-2.

Para comprobar la efectividad de los tratamientos con GAs y el comportamiento

del mutante 4xdella se analizd primero la longitud de los frutos partenocarpicos
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y los pistilos polinizados y no polinizados, durante las fases tempranas del
desarrollo tras la antesis, a 0, 24, 48 y 72 hpa (horas post antesis o tras el
tratamiento) (Figura 4.3). Se observo que los pistilos no polinizados en antesis
del mutante 4xdella son similares en tamafio a los pistilos parentales cer6-2,
pero muestran desde ese momento activada la maquinaria molecular de
formacion del fruto, aumentando su longitud de forma progresiva tras la antesis.
El tratamiento con GAs resulté igualmente en una induccién rapida a tiempos
cortos de la longitud del fruto muy similar al mutante 4xdella. Por tanto, los
frutos partenocarpicos obtenidos por aproximacion genética y farmacoldgica
parecen seguir los mismos procesos de crecimiento a tiempos cortos que los
frutos polinizados y por ende su andlisis nos permite identificar los genes
dependientes de GAs que son rapidamente activados para dar lugar a la

formacion del fruto.

cerg-2 4xdella
ceré-2+ GAs

cers-2 polinizado

Cemy

ceré-2 (mock) no polinizado

Longitud Pistilo/Fruto {mm)

z T T T T
0 24 43 72

Tiempo (horas postantesis)

Figura 4.3. Evolucion de la longitud de frutos partenocarpicos del mutante 4xdellay tras el
tratamiento con GA3; en comparacion con pistilos control cer6-2 no tratados y frutos
polinizados. Se representa la longitud de los pistilos no polinizados ni tratados (mock) de cer6-2,
de los frutos partenocarpicos obtenidos por tratamientos con GAs3 (GAs) y obtenidos por pérdida
de funcion de las proteinas DELLA (4xdella) y de frutos polinizados, durante los primeros 3 dias de
desarrollo tras la antesis o el tratamiento. Para cada tiempo y genotipo o tratamiento se determiné
la longitud de al menos 60 pistilos o frutos. Se representa la media + SD.
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Nuestra hipotesis es que los eventos transcriptdmicos comunes en frutos
partenocarpicos y frutos polinizados indicarian cuales son los sucesos
moleculares y bioldgicos que tienen lugar en las fases tempranas de la

formacion del fruto en Arabidopsis, en especial aquellos regulados por GAs.

4.1.1. Diseio experimental del analisis transcriptomico

Para realizar el analisis transcriptomico empleamos el mutante cer6-2
crecido en humedad relativa menor al 50% lo que provoca esterilidad. Como
control se utilizaron los pistilos cer6-2 no polinizados y recolectados a las 0, 3, 6,
24,48,y 72 hpa y se compararon con frutos de tres condiciones distintas: frutos
partenocarpicos inducidos por el tratamiento de pistilos de cer6-2 con GA; y
recolectados a las 3, 6, 24, 48 y 72 hpa; frutos partenocarpicos del mutante
4xdella en el fondo cer6-2y recolectados a las 0, 24, 48 y 72 hpa y frutos cer6-2
obtenidos por polinizacion manual con polen Ler y recolectados a las 24, 48 y

72 hpa (Figura 4.4).

Tiempo

Rostantesis| 3h 6h 24h | 48h | 72h

Tratamiento

e AR AR AR AR AR
e Y VARVAR/
VARVARVARVARV
VARVARY/

Figura 4.4. Diseiio experimental del anadlisis transcriptomico. Se representan las diferentes
muestras evaluadas y el tiempo de recoleccion: cer6-2 no polinizado (mock-control), mutante cer6-
2 4xdella (partenocarpico), cer6-2 tratado con GAs3 (partenocarpico) y cer6-2 polinizado
manualmente con polen Ler.
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Se recogieron 5 réplicas bioldgicas, 4 de las cuales se utilizaron para los analisis
de micromatrices mientras que la 52 réplica se reservd para analisis
complementarios posteriores. Las muestras se utilizaron para el marcaje con el
fluoréforo Cy5, tal como se describe detalladamente en Materiales y Métodos.
Para el analisis transcriptdmico se utilizaron las micromatrices v4 de Agilent para
Arabidopsis con 44.000 oligonucledtidos (Figura 4.5), en un disefio de un Unico
color (Agilent Single Color 21169), distribuyendo las muestras al azar pero
evitando que 2 réplicas bioldgicas coincidieran en el mismo cristal (Gautier et al,
2004).

Agilent

Figura 4.5. Micromatrices v4 de Agilent tnico color. Imagen de un cristal con 4 micromatrices
de 44.000 sondas cada una.

Tras la hibridacién, las micromatrices se escanearon y se analizaron las imagenes
obtenidas usando el programa Feature Extractor 9.5.1.1 (Agilent). El
procedimiento de normalizacion y filtrado de las sefiales de hibridacion se
detalla en Materiales y Métodos. Solo se consideraron sondas para las cuales se
disponia de al menos 3 datos validos de las 4 réplicas bioldgicas. Finalmente se
obtuvieron datos para 34.537 sondas que superaron todos los controles de
calidad impuestos. Para identificar a qué genes correspondian estas sondas, se
realizé un nuevo analisis de anotacion de todas las sondas de la micromatriz a
partir de su secuencia mediante analisis BLAST contra la base de datos de
Arabidopsis (TAIR BLAST 2.2.8). Se constatd que un numero significativo de
sondas no correspondian aparentemente a ningin gen de Arabidopsis (3.254
sondas), mientras que otras podrian hibridar con mas de un transcrito distinto

(516 sondas). Por tanto, todas estas sondas se eliminaron de modo que
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finalmente se disponia de datos para 30.767 sondas que corresponden a 22.744

genes, los cuales se utilizaron en los analisis posteriores.

4.1.2. Analisis estadistico e identificacion de los genes diferencialmente
expresados durante el desarrollo temprano del fruto

Con las sondas que superaron todos los controles de calidad
anteriormente citados, se realizd una busqueda de genes con expresidon
diferencial entre las distintas condiciones biologicas. Se usd el software
GeneSpring (Anexo 1) para realizar un t-test aplicando una correccién de tipo
Benjamint Hochberg FDR con valor p< de 0,05 entre cada muestra y su
correspondiente mock. Ademas se seleccionaron aquellos que presentaron un
cambio de expresidon de al menos dos veces superior (inducido) o inferior
(reprimido) con respecto a los niveles de la muestra control, obteniendo un total
de 28.779 genes diferenciales comunes entre distintas condiciones (Figura 4.6),

u_n

lo que conlleva que un mismo gen se contabiliza “n” veces st aparece diferencial
en “n” comparaciones de muestras dos a dos. Eliminando esta redundancia,
finalmente se obtiene un listado de 10.977 valores Unicos o genes

diferencialmente expresados en al menos una comparacion.

4000

B Reprimidos M Inducidos

3500
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1040
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500 386

1 2 5

4xvs M GAvs M GAvs M GAvsM PolvsM  4xvsM GAvsM PolvsM 4xvsM GAvsM PolvsM 4dxvsM

0 horas 3 horas 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Figura 4.6. Resultado del andlisis estadistico de datos transcriptomicos: Identificacion de
10.977 genes diferencialmente expresados. Se muestra el nimero de genes diferenciales, segin
el resultado del t-test 'unparied p-value <0,05' con nivel de cambio de expresion (Fold Change) >2
6 <2, aplicado a cada una de las muestras comparadas con la muestra mock (M) correspondiente a
cada tiempo. El nimero de genes reprimidos o inducidos se representa en las cajas de color azul o
rojo, respectivamente. M, mock; 4x, mutante 4xdella ; GAs, tratado con GAs; Pol, polinizado.
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A continuacion, se realizaron diagramas de Venn para identificar el grupo de
genes diferenciales que son comunes o especificos para cada
tiempo/tratamiento. Hay un total de 2.041 genes comunes en toda la serie
temporal (Figura 4.7). Se observa que el porcentaje de genes comunes en las tres
categorias se incrementa conforme pasa el tiempo, desde de un 3,5% a las 24
hpa (224 genes, 121 inducidos y 103 reprimidos) y 3,2% a las 48 hpa (208 genes,
145 inducidos y 63 reprimidos), a un 11% a las 72 hpa (1.609 genes, 822
inducidos y 787 reprimidos), lo que refleja el aumento del nimero total de genes
diferenciales en cada comparacion, especialmente en el tratamiento de GAs a las
72 hpa. Este aumento de genes comunes sugiere que los tres procesos van
convergiendo paulatinamente a un perfil de expresion génica comun asociado al

desarrollo del fruto, independiente del factor que desencadena la fructificacion.

Por otra parte, se observa que la induccion con GAs es la que menor nimero de
genes diferencialmente expresados presenta en los tiempos 24 y 48 hpa,
comparado con el 4xdella o el fruto polinizado; sin embargo a las 72 hpa el
nimero de genes diferenciales incrementa considerablemente, llegando a ser
mayor que los diferenciales en el 4xdella o en frutos polinizados. La expresién de
un reducido numero de genes diferenciales de respuesta rapida tras el
tratamiento con GAs, sugiere que este tratamiento en etapas tempranas no logra
mimetizar por completo los eventos transcriptomicos que ocurririan tras la
polinizacion o bien estos eventos ocurren con retraso. Por el contrario,
observamos que el numero de los genes comunes entre el 4xdella y el
polinizado es alto en las primeras fases, a 24 y 48 hpa (con 1.749 genes comunes,
un 15%), pero disminuyen considerablemente a las 72 hpa (con 767 genes
comunes, equivalente al 8%). Este descenso podria ser consecuencia de los
procesos asociados al desarrollo de las semillas que ocurre en el polinizado, que

no estarian presentes en los frutos partenocarpicos del 4xdella.
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24 hpa
GAs vs. Mock 4xdellavs. Mock
230GD 1625 GD
Pol vs. Mock
1480 GD
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GAs vs. Mock 4xdellavs. Mock
331GD 1582 GD
Pol vs. Mock
1557 GD
72 hpa
GAs vs. Mock 4xdellavs. Mock
3177 GD 2116 GD

Pol vs. Mock
2524GD
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Induccién

GAs vs. Mock 4xdellavs. Mock

175GD 1162 GD

Pol vs. Mock
1739 GD

GAs vs. Mock 4xdellavs. Mock
275GD 1156 GD

Pol vs. Mock
1617 GD

GAs vs. Mock 4xdellavs. Mock
2383 GD 1916 GD

Pol vs. Mock
2293 GD

Figura 4.7. Andlisis por diagramas de Venn para identificar genes diferencialmente
expresados que son comunes o especificos a cada tratamiento en los diferentes tiempos
analizados. Se representa el grupo de genes diferenciales comunes reprimidos (‘fold change’ <2)
e inducidos (‘fold change’ >2) a las 24 hpa, 48 hpa y 72 hpa. hpa: horas post antesis o tratamiento;

GD: Genes diferencialmente expresados.
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4.1.3. Analisis de enriquecimiento de términos de Ontologia Génica (GO)

Con el fin de identificar los procesos bioldgicos subyacentes en las tres
condiciones evaluadas, y deducir los componentes bioldgicos implicados en la
formacién del fruto, se realizé un andlisis de enriquecimiento de categorias
funcionales utilizando la herramienta web de analisis de ontologia de genes y
base de datos AgriGO (GO Analysis toolkit and Database for Agricultural
Community; Du et al, 2010). Los términos de ontologia génica (Gene Ontology,
GO) sobre-representados en los grupos de genes diferenciales se identificaron
utilizando el algoritmo de anélisis de enriquecimiento singular (SEA) de genes

(Anexo 2, listado de categorias GO y Anexo 3, graficos jerarquicos).

El mayor término GO sobre-representado entre los genes reprimidos en las tres
condiciones y en toda la serie temporal es la respuesta a estimulos de GAs. A las
0 hpa en el 4xdella (Tabla Suplementaria 1.2) esta categoria esta conformada por
20 genes entre los que destacan, ademas de las 4 proteinas DELLA con pérdida
de funcion en este mutante, G/IDIA, GID1B GA3ox1y GA200x2, es decir genes de
la sintesis y sefalizacion de GAs, lo que era de esperar como respuesta a su
regulacion por las proteinas DELLA segun el mecanismo ‘feedback’. Asimismo
este téermino es también significativo en sucesivos tiempos tras la antesis en las
tres condiciones, a las 24, 48 y 72 hpa; esta categoria esta conformada por 8, 10
y 22 genes, respectivamente entre los que destacan G/D1A, GID1B, SCL3, XERICO,
BOI, SNEEZY (Tablas Suplementarias 1.5, 1.7 y 1.9) genes que son regulados

positivamente por las proteinas DELLA.

Relacionado con el mismo mecanismo, en pistilos tratados con GAs a las 24 y 48
hpa y en el 4xdella entre las 0-48 hpa (Anexo 2) aparece entre los genes
reprimidos, una sobre-representacion de los términos GO asociados a los

procesos de biosintesis de GAs y ruta de sefializacion de GAs (Figura 4.8A).

Los procesos biologicos sobre-representados exclusivamente en los frutos
polinizados y que solo se activan a las 24 horas en los genes inducidos son
aquellos ligados al desarrollo del polen y al tubo polinico, con alrededor de 500
genes, muchos de estos relacionados con procesos de reduccién oxidativa,

actividad quinasa, desarrollo del tubo polinico, guia del polen y polinizacion,
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tales como PPME1, AGP6, RIC1 & GCSI (Anexo 2y Figura 4.8B). Este resultado es
predecible si se tiene en cuenta que los frutos polinizados son los Unicos en los
que se produce la polinizacién efectiva y desarrollo de los tubos polinicos,
ademas de los eventos tempranos tras la fecundacién de los ovulos.
Contrariamente, los términos GO asociados al desarrollo del polen y el tubo
polinico estdn sobre-representados significativamente entre los genes
reprimidos en toda la serie temporal en el 4xdella (Anexo 2 y Figura 4.8A). Estos
resultados se explican si se considera que en los pistilos del 4xdella hay menor
deposicion de polen debido a la descoordinacion del desarrollo del pistilo y las
anteras. Hay que sefialar que en todas las variantes estudiadas, incluida el mock,
hay polen aunque éste no germina en el mutante cer6-2, a excepcion de los

frutos polinizados, siendo la cantidad menor en el 4xdella.

Llama la atencion que categorias GO relacionadas con procesos de pared celular
aparecen sobre-representados desde los tiempos mas tempranos entre los
genes inducidos en el 4xdella, mientras que en las otras condiciones aparecen a
tiempos posteriores (Anexo 2 y Figura 4.8B). Por ejemplo, estos términos se
activan de manera significativa a partir de las 48 hpa en pistilos tratados con GAs
y a las 72 hpa en los frutos obtenidos por polinizacidn, de modo que a las 72
hpa parece un proceso comun para las 3 condiciones (Tabla Suplementaria 1.12).
En él participan mas de 600 genes, como genes asociados a biosintesis de
carbohidratos y polisacaridos (Figura 4.8B). El adelanto en la expresion de los
genes relacionados con pared celular en el 4xdella se explica por el ligero
adelanto en el crecimiento que muestran los frutos partenocarpicos 4xdella,

segun se observa en la Figura 4.3.

Ademas de estas categorias, no se identificaron otras que aparecieran de forma
continua en el tiempo y fueran compartidas por las tres condiciones, de forma
que sugiriesen un claro patrén comun. Sin embargo, hay categorias diferenciales
en determinadas condiciones o momentos del desarrollo que pueden aportar

informacion sobre los eventos que tienen lugar durante el desarrollo del fruto.

Por una parte, hay diferentes procesos bioldgicos enriquecidos entre los genes

inducidos en algunas condiciones, asociados a la promocion de la division y
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expansion celular, es decir al crecimiento. Por ejemplo, se presenta un sobre-
representacion a las 24 hpa de los genes inducidos en las tres condiciones en los
procesos de division celular (9 genes), ciclo celular (18 genes), citocinesis (9
genes) y replicacién de ADN (12 genes) (Tabla Suplementaria 1.6 y Figura 4.8B).
En esta categoria son representativos genes de regulacidon de meiosis ASY3, de
control de la division celular, como CDC6, genes involucrados en la morfogénesis
de microtubulos, como ATHK5 MAP65-5 o involucrados en la regulacién del
ciclo celular a través de la proteina quinasa, como el CYCBI. Esto indica que tras
las primeras 24 horas de crecimiento tiene lugar un aumento de division y
diferenciacién celular, como consecuencia del cambio de patrén de crecimiento

del pistilo para transformarse en un fruto.

Del mismo modo, los términos GO de sintesis y metabolismo de
brasinoesteroides aparecen significativamente enriquecidos entre los genes
inducidos a partir de las 24 hpa en el 4xdella, mientras que aparecen a las 72 hpa
en pistilos tratados con GAs y en frutos polinizados (Anexo 2 y Figura 4.8B). A
las 72 hpa esta categoria compartida en las tres condiciones esta formada por 44
genes (Tabla Suplementaria 1.12). Se sabe que los brasinoesteroides estan
implicados en la promocién de respuestas de expansidon, division y
diferenciaciéon celular en los tejidos en crecimiento y como se ha expuesto
previamente, todas las condiciones experimentan procesos de crecimiento y
desarrollo aunque adelantados en el mutante 4xdella. En relacién con el mismo
mecanismo, los términos GO relacionados con auxinas estan sobre-
representados en algunas categorias. Es asi como la respuesta a estimulos de
auxina esta sobre-representada en genes inducidos en GAs y en el 4xdella a las
72 hpa, mientras que el transporte de auxinas esta sobre-representado en genes
inducidos tras el tratamiento con GAs y frutos polinizados a las 72 hpa (Anexo 2
y Figura 4.8B). Las auxinas estan relacionadas con la elongacién celular de tal
forma que la activacion de estos procesos a las 72 hpa podria estar relacionada
con una mayor elongacion celular que da como resultados el aumento del

tamarnio de los frutos.
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A Grupo genes reprimidos

Respuesta a estimulos de GAs-

Biosintesis de GAs-
Ruta de sefializacién de GAs-

Desarrollo del polen y tubo polinico-
Senescencia-

Muerte celular programada-

Respuesta a estimulos de ABA-
Respuesta ruta de sefializacion de ABA-

Respuesta a estimulos de JA-

Respuesta celular a JA-
Respuesta ruta de seializaciéon de JA-

Respuesta a estimulos de etileno-

Desarrollo reproductivo-

Desarrollo estructuras reproductivas-

Desarrollo post-embrionico-

B Grupo genes inducidos

Desarrollo del polen y tubo polinico-

Pared celular-

Divisién celular, ciclo celular citokinesis y
replicacién ADN-

Sintesis de Brasinoesteroides-
Metabolismo de Brasinoesteroides-

Respuesta a estimulos de auxinas-

Transporte de auxinas-
Desarrollo del xilema-

Desarrollo de pétalos-
Qrganogénesis del embrién y de la flor -

Respuesta a estrés salino-
Epigenética-

(Modificacién histonas, metilacién,
silenciamiento cromatina)

4xdella Polinizado

Figura 4.8. Esquema de los términos GO enriquecidos en los grupos de genes diferenciales
de los tratamientos analizados. Se indican los términos GO enriquecidos entre el grupo de genes
reprimidos (A) e inducidos (B) en los frutos partenocarpicos y polinizados durante toda la serie
temporal.
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Otros procesos bioldgicos significativamente sobre-representados en los genes
inducidos asociados a procesos de desarrollo, son el desarrollo del xilema que
aparece a las 48 horas en los genes inducidos tras el tratamiento con GAs y en el
4xdellay a las 72 hpa es comun en las 3 condiciones (Tabla Suplementaria 1.13).
Se sabe que las interacciones entre auxinas y GAs determinan las velocidades
relativas de produccion del xilema, de tal forma que el desarrollo del cambium
vascular alcanza un maximo con la presencia simultdnea de auxinas y GAs (Rost
et al, 2005). De forma similar, hay otras categorias enriquecidas asociadas con
eventos de desarrollo como el desarrollo de pétalos, la organogénesis del
embrion y la organogénesis de la flor que se encuentran sobre-representadas en
los genes inducidos en frutos polinizados durante toda la serie temporal (Anexo

2y Figura 4.8B).

Por otra parte, hay diferentes procesos bioldgicos que muestran genes
reprimidos para las diferentes condiciones que estan asociados a senescencia 6 a
degradacién de los tejidos que componen el fruto. Destacan las categorias de
senescencia y muerte celular programada, con genes reprimidos en el polinizado
a las 48-72 y 24-48 hpa, respectivamente (Anexo 2 y Figura 4.8A). Estas
categorias estan conformadas por 36 y 25 genes respectivamente, entre los que
destacan SWEET15, ARF1, ANAC092 ANACO47 muchos de estos relacionados
con la respuesta a la sefalizacion de ABA. Sabemos que durante las primeras
etapas tras la polinizacién, se reprime el programa de senescencia de diferentes
organos y tejidos que tendria lugar en pistilos no polinizados (Carbonell-
Bejerano et al, 2010), especialmente la senescencia de los 6vulos que no ocurren

en los frutos polinizados pero si en las otras tres categorias.

Relacionado con lo anterior, hay términos GO asociados a las repuestas a
estimulos y rutas de sefalizacion de diferentes hormonas represoras del
crecimiento que se encuentran enriquecidos con genes reprimidos en las
distintas condiciones. Por ejemplo, la respuesta a estimulos de ABA aparece
sobre-representada con genes reprimidos en el 4xdella y el polinizado durante
toda la serie temporal, o la respuesta a la ruta de sefalizacién de ABA, con los
genes reprimidos a las 72 horas para estas dos condiciones (Anexo 2 y Figura

4.8A). Se sabe que la restriccion del crecimiento mediada por ABA es
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dependiente de las proteinas DELLA (Colebrook et al, 2014). Por lo tanto es
congruente el hecho de que a bajos niveles de las proteinas DELLA tanto en el
4xdella como en los frutos polinizados, se deriven alteraciones en una respuesta

a ABA y/o en la represion de la ruta de sefializacion de ABA.

De igual forma, la respuesta a estimulos de acido jasménico (JA) esta sobre-
representada con genes reprimidos durante toda la serie temporal de los frutos
polinizados. También aparecen sobre-representadas la respuesta celular y la ruta
de sefializacion de JA en las tres categorias con genes reprimidos a 24 hpa
(Anexo 2, Tabla Suplementaria 1.5 y Figura 4.8B). Se conoce que la activacién de
la ruta de sefalizacidon de JA puede inhibir el crecimiento mediado por GAs, a

través de multiples mecanismos (Yang et al, 2012; Claeys et al, 2014).

Siguiendo con el mismo enfoque, la respuesta a estimulos de etileno también
esta sobre-representada con genes reprimidos en el 4xdella a las 24 y 48 hpa y
en fruto polinizado a las 48 y 72 hpa (Figura 4.8A), constituidas por 78 y 94
genes, respectivamente, entre los que destacan algunos genes de la ruta de
sefalizacion de ABA o asociados a la respuesta de etileno y ABA, como ERF72,
GIDI1A GID1IB, GIDIC, ABF3, RPK1, RD26, AB/1, UGT71B6 (Anexo 2). La
senescencia, como la biosintesis y respuesta de etileno que la regula, tiene lugar
de forma rapida tras la antesis en pistilos no polinizados con excepcién de los

frutos polinizados (Carbonell-Bejerano et al, 2010).

Por otro parte, se presentan algunos procesos bioldégicos que pueden ser
relevantes en momentos puntuales entre las diferentes condiciones. Entre estos
se encuentra la respuesta a estrés salino, sobre-representada en los genes
inducidos en las 3 condiciones a las 72 hpa, y conformada por 60 genes (Tabla
Suplementaria 1.12 y Figura 4.8B). Se conoce que la respuesta a estrés salino
desencadena el catabolismo de GAs bioactivas generando una desactivacion de
la respuesta a GAs y por ende una restricciéon en el crecimiento (Colebrook et al,
2014). De igual forma, los términos GO asociados a procesos de desarrollo
reproductivo estan sobre-representados entre el grupo de genes reprimidos en
los frutos partenocarpicos del 4xdellay tratados con GAs a las 48 hpa, reflejando

la ausencia del desarrollo de la semilla que st ocurre en los frutos polinizados. El
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desarrollo de estructuras reproductivas y desarrollo post-embrionico esta
reprimido en GAs a las 72 hpa, siendo esta categoria formada por 110 genes
(Anexo 2y Figura 4.8A).

Finalmente, los procesos asociados a epigenética, como las modificaciones de
histonas, metilacion o el silenciamiento de cromatina, estan sobre-representados
entre los genes inducidos a las 24 hpa en los 3 tratamientos (Tabla
Suplementaria 1.6). Sin embargo estos términos sélo aparecen en el polinizado y
en el 4xdella a las 48 hpa (Anexo 2 y Figura 4.8B), lo que sugiere que estos
procesos pueden ser relevantes en las fases muy tempranas del desarrollo del

fruto.

En resumen, pese a que hay ciertos términos GO significativos que permiten
describir algunos eventos que tienen lugar durante la formacion del fruto, no se
logré identificar categorias enriquecidas comunes en las tres condiciones a lo
largo del tiempo, que revelaran los procesos biolégicos subyacentes a la
formacion del fruto, a pesar de que el numero de genes diferenciales
identificados es muy alto. Esto podria ser debido a que la fructificacion es un
proceso muy complejo con diferentes tejidos y 6rganos que experimentan
eventos muy dispares, en los que participan muchos genes pertenecientes a
diversas categorias funcionales. Por lo tanto, es necesario enfocar la busqueda
de genes maestros o FTs que estarian regulando ciertos nodos dentro de esta
red génica, e identificar las rutas subyacentes que regulan la formacion del fruto

mediada por GAs.

4.1.4. Busqueda de FTs regulados por GAs e implicados en la formacion del
fruto

Meta-analisis de co-expresion de factores transcripcionales

Con el proposito de identificar aquellos reguladores transcripcionales que
desempefian una funcion central en las fases tempranas del desarrollo del fruto y
que participan aguas abajo de las proteinas DELLA se realizd un analisis
topoldgico de una red de co-expresion de Arabidopsis, sobre la que se aplicaron

los datos obtenidos en los micromatrices (0 y 24 hpa), determinando ast el
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potencial transcripcional de co-regulacién y de interaccién de los genes
diferencialmente expresados en el analisis transcriptomico, que son comunes en
frutos partenocarpicos y polinizados, activados a tiempos cortos durante la

formacion del fruto.

Las redes o matrices de co-expresidn son un método para integrar informacion
parcial obtenida en diferentes experimentos o analisis de expresion génica, datos
transcriptdmicos masivos, principalmente de micromatrices o RNA-seq. En una
red de co-expresion génica los nodos representan genes y las aristas entre
nodos representan los correspondientes genes que se co-expresan en las
distintas condiciones de los experimentos analizados. La co-expresién entre
genes suele medirse utilizando la correlacion entre sus perfiles de expresion en
las condiciones estudiadas. El analisis de la topologia de la red 6 de la relacion
nodo-nodo (gen-gen) y la integracién de la relacién de los nodos, proporciona
una vision general de la organizacion, la jerarquia y la complejidad de la
regulacion transcripcional dentro de una matriz (Vandepoele et al, 2009). Esta
informacion permite extraer grupos (clusters) de co-expresidbn que se
corresponden a modulos funcionales involucrados en procesos bioldgicos
particulares. La hipdtesis central es que la magnitud de la co-expresidn entre
cualquier par de genes esta asociada con una alta probabilidad de que estos dos
genes interactuen o que tengan perfiles transcriptdmicos muy similares (Tseng et

al, 2012) sugiriendo su implicacién en funciones o rutas bioldgicas similares.

Para realizar el analisis topoldgico, se utilizdé una matriz de co-expresion de “FTs-
Gen diana” modelada a partir de la recopilacion de 1.436 experimentos de
micromatrices con la plataforma Affymetrix, disponibles en el TAIR (Carrera et al,
2009). Esta matriz representa la correlacion entre los FTs y los genes diana
potencialmente regulados. En esta red de co-expresiones hay contenidas 19.108
nodos y 139.016 correlaciones. De esta matriz, se extrajeron los genes
diferencialmente expresados en nuestros micromatrices a tiempos cortos (24
hpa) comunes para las tres condiciones (Pol, 4xdella y GAs), como también los
comunes entre dos condiciones (Pol-4xdella, GAs-4xdellay Pol-GAs), obteniendo

una sub-red de 7.097 nodos y 61.582 correlaciones (Anexo 4). A continuacién,
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para determinar dentro de esta sub-red de co-expresidon aquellos genes que
presentan un efecto regulatorio relevante que indiquen su mediacion en rutas
biologicas similares, se realizd6 un cribado utilizando algunos parametros de
topologia de la red como los valores de neighborhood connectivity in and out
(muestra la distribucidon de conectividad de los vecinos de un nodo en la red o el
potencial de un nodo de regular multiples genes diana) entre 0-30; y el valor
Clustering coefficient (medida del grado de interconectividad de los vecinos de
un nodo en la red) entre 0 y 0,5. Se consideraron estos parametros topoldgicos
debido a que con ellos se logra la identificacion de organizaciones modulares en
una red de co-expresidn que permite la prediccién de redes metabdlicas (Ravasz
et al, 2002).

Aplicando dichos parametros, se extrajo un clister o mddulo de co-expresion
conformado por 416 nodos y 2.641 correlaciones (Figura 4.9), identificandose en
este cluster 131 FTs diferenciales (Figura 4.9 y Tabla suplementaria 2: Listado 131
FTs).

Considerando que los cambios transcriptomicos derivados de la ruta de
sefalizacidon por GAs ocurren de forma muy rapida tras el estimulo con GAs
(Claeys et al, 2014), se ha realizado un segundo cribado seleccionando dentro
del grupo de los 131 FTs previamente identificados, aquellos FTs regulados por
las proteinas DELLA, es decir que se expresaran diferencialmente a 0 hpa en el
4xdella, con el fin Ultimo de identificar dianas rapidas o primarias de DELLA que
estarlan potencialmente mediando rutas bioldgicas implicadas en la formacion
del fruto dependiente de GAs. Con esta premisa se identificaron 11 FTs
candidatos que potencialmente podrian desempefian un papel importante en el
proceso de fructificacilon mediado por GAs a tiempos tempranos (Figura 4.9)
(Tabla 4.1).
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Figura 4.9. Grupos de co-expresion de los genes diferenciales en el desarrollo temprano del
fruto mediado por GAs que presentan efectos regulatorios destacados. Esquema de la posible
organizacién modular de los genes implicados en los eventos transcriptomicos tempranos en la
formacion del fruto mediada por GAs. En blanco se muestran los posibles genes diana de los
factores transcripcionales (FTs) que se representan en diferentes colores, cada color representa una
condicién individual: verde fluorescente para 4xdella a 24 hpa; verde oscuro para 4xdella+Pol a 24
hpa; amarillo para GAs a 24 hpa; marron para GAs+4xdella a 24 hpa; violeta para GAs+Pol a 24
hpa; morado para Pol a 24 hpa; y naranja para GAs+Pol+4xdella a 24 hpa. En fucsia se marcan los
11 FTs destacados que se expresan diferencialmente en el 4xdella a 0 hpa.

Tabla 4.1. Implicacién bioldgica segun base de datos (TAIR) de los factores transcripcionales con
los mayores efectos regulatorios en la red de co-expresidon presentes en el 4xdella a 0 hpay en
GAs, 4xdellay polinizado a las 24 hpa. hpa: horas post antesis.

Factorde  |Anotacion del
Transcripcion gen Ruta de ontologia de gen (GO)
1 AT1G13600 Bzip58  Regulador transcripcional
2 AT1G36010 NACT  Activador de la ruta de sefializacion de auxinas; desarrollo lateral de rafz; desarrollo multicelular; regulador transcripcional
3 AT1G53160 SPL4 Regulador transcripcional; requlador del cambio de fase vegetativa

Diferenciacion celular; desarrollo del pétalo; morfogénesis de pétalos; requlacion de la organizacién estructural del meristemo; regulador de la
4 AT5G06070 RBE transcripcion; respuesta al frio
5 AT1G50420 SCL3 Regulador transcripcional; respuesta a GAs
Boisintesis de cisteina; regulador transcripcional; respuesta a auxinas; respuesta a GAs; respuesta a cido jasmonico; respuesta a acido salicilico;
6  AT3G11280  AT3G11280 respuesta a estrés salinico
7 AT3G62090 PIL2 Macromoléculas de la pared celular; procesos metabolicos; ruta de sefializacion de luz roja; regulador transcripcional; desarrollo del xylema
Deferencaicion celular; ruta de sefializacion de écido jasmonico; morfogénesis de la hoja; regulador negativo en la respuesta de defensa;
regulador positivo en la transcricipcion; regulacion de la respuesta de hipersensibilidad de la planta; resistencia sistémica adquirida, ruta de
8  AT3G50700 IDD2 sefializacion de acido salicllio.
9  AT2G21650 RSM1 Desarrollo embrionario y dormancia; gravitropismo; regulador de la transcripcion; respuesta a luz roja
Diferenciacién ceular; morfogénesis del drgano floral; ruta de sefializacion de GAs; ruta de sefializacion de acido jasmonico; regulador negativo
10 AT1G66350 RGL1 de la ruta de seiializacion de GAs; respuesta a dcido absicico; respuesta a etileno; respuesta a GAs; respuesta a estres salinico; germinacion
Morfogénesis del drgano floral; ruta de sefializacion de GAs; ruta de sefializacion de écido jasménico; regulador negativo de la ruta de

sefializacion de GAs; regulador negativo de la semilla; regulacion de la dormandia; transporte de floema; respuesta a dcido absicico; respuesta
11 AT1G14920 GAl a etileno; respuesta a GAs; respuesta a estres salinico
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Analizando los valores de los 2 parametros topoldgicos (Clustering Coefficiente y
Neighborhood Connectivity) empleados para seleccionar los 11 FTs que se
expresan diferencialmente a tiempos cortos en las tres condiciones y a 0 hpa en
el 4xdella (Tabla 4.2.) (Figura 4.10); se observa que los genes que presentan una
mayor distribucion de conectividad entre sus vecinos o con un potencial
relevante para regular multiples genes diana son /DDZ2, RGL1, GAl, PIL.2y SPL4,
sin embargo la interconectividad entre estos vecinos es baja, a excepcién de
PIL2, sugiriendo que estos FTs son centros de actividad importante en mediar las
interacciones entre un largo nimero de genes menos conectados que pueden
estar involucrados en diferentes procesos biolégicos o rutas metabdlicas. En el
caso de P/LZno solo presenta varios nodos vecinos con los que conecta o regula,
sino también exhibe una fuerte interconexion entre sus vecinos, esto sugiere la
participacion de P/[2 en la conformacion de un modulo jerarquico dentro de este
cluster de co-expresidn que se traduce en su implicacidon relevante en la
regulacién de algin proceso bioldgico particular. Por otra parte, los genes
bZIP58, At3g11280, NACI1y RSMI, conectan con un reducido nimero de vecinos
que regulan, lo que se traduce en una baja potencialidad de regular multiples
genes diana y a su vez estos vecinos estan ligeramente interconectados entre si.
En el caso de RBEy SCL3 tienen muy pocos vecinos con los que conectan y los
datos indican que no hay interconexion entre sus vecinos. Todo esto sugiere que
bZIP58 At3g11280, RSM1 y NACI podrian ser nodos intermediarios de
regulacién dentro de esta red transcripcional y que RBE 'y SCL3 podrian ser

nodos finales de regulacion de una ruta transcripcional determinada.

Identificando en la red de co-expresion el grupo de primeros vecinos con los
que conecta cada uno de los FTs seleccionados es posible inferir a groso modo
el tipo de ruta metabdlica o proceso bioldgico en el que estaria implicado o
interviniendo cada uno de ellos, y por ende su posible funcidon bioldgica en el
desarrollo del fruto (Figura 4.10) (Tabla 4.3).
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Tabla 4.2. Listado de los 11 FTs seleccionados en el médulo de co-expresion. Se
enumeran los 11 FTs diferenciales comunes entre las tres condiciones y que son
ademas diferenciales en el 4xdella a 0 hpa.

name Alias Neighborhood Connectivity | Clustering Ciefficient Venn
AT1g53160 SPL4 23,48 0,14 GA+POL+4x
AT3g62090 PIL2 14,50 0,50 GA+4x
AT2g21650 RSM1 7,77 0,03 GA+POL+4x
AT1g14920 GAIl 12,75 0,17 GA+4x
AT1g66350 RGL1 17,62 0,09 GA+POL+4x
AT3g11280 | AT3g11280 8,25 0,02 GA+POL+4x
AT5g06070 RBE 4,00 0,00 GA+POL+4x
AT1g50420 SCL3 1,00 0,00 GA+POL+4x
AT1g13600 bZIP58 9,00 0,12 GA+POL+4x
AT3g50700 1DD2 14,90 0,20 GA+4x
AT1g56010 NACT 8,31 0,01 GA+POL+4x
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Figura 4.10. Distribucién de los 11 FTs y los primeros vecinos con los que se conectan. Se
marca con el mismo color el FT seleccionado y las posibles dianas que regula. SPL4, verde; RGLI,
naranja; RBE, violeta; Bzip58, azul; NACI, rojo; PIL2, verde claro; /DD2, amarillo; GA/, blanco-negro;
RSM1, rosa; At3g11280, azul claro; SCL3, negro-gris.
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Tabla 4.3. Listado de los primeros vecinos o dianas que se co-expresan con cada uno
de los FTs seleccionados.

PIL2 RGL1 AT3G11280 NAC1
AT1G68920 AT1G68920 AT1G24260 AGLS AT1G13260 RAV1 AT1G02340 FBI1
AT1G77950 AGL67 AT1G59640 BPE AT1G24625 ZFP7 AT2G43060 IBH1
AT5G18450 AT5G 18450 AT2G33810 SPL3 AT1G56170 HAPS8 AT2G45100 | AT2G45100
GAl AT2G45650 AGL6 AT1G68840 EDF2 AT3G29035 ANACO59
AT2G01570 RGA AT3G01530 MYB57 AT2G28550 TOE1 AT4G05170 | AT4G05170
AT4G04890 PDF2 AT3G02310 AGL4 AT2G38880 ATNF AT4G21340 B70
AT4G21750 ATML1 AT3G15270 SPL5 AT3G46130 MYB48 AT5G15830 bZIP3
IDD2 AT3G27810 MyB21 AT4G36160 NAC76 AT5G25810 tny
AT1G05805 AT1G05805 AT3G54340 AP3 ATS5G13180 NAC83 AT5G53980 HB52
AT1G30210 TCP24 AT4G18960 AG AT5G13790 AGL15 RBE
AT1G49720 ABF1 AT5G15800 AGL2 AT5GS8900 | ATSGS8900 | AT1G23420 INO
AT2G02070 IDD5 SPL4 ATSG59780 MYB59 AT2G41930 | AT2G41930
AT2G03340 WRKY3 AT1G69120 AGL7 RSM1 AT5GO7640 | AT5GO7640
AT2G18300 AT2G18300 AT2G03710 AGL3 AT1G75250 RSM3 AT5G23260 AGL32
AT2G43010 PiF4 AT2G33810 SPL3 AT2G20570 GLK1 ATS5G28590 | AT5G28590
AT4G29190 3H49/TZF3 AT2G45650 AGL6 AT5G18240 MYR1
ATS5G05090 AT5G05090 AT3G02310 AGL4 bZIP58
AT5G08330 TCP11 AT3G15270 SPL5 AT1G11080 scpl31
AT3G54340 AP3 AT1G21890 [AT1G21890
AT4G18960 AG AT1G29270 |AT1G29270
ATSG15800 AGL2 AT1G30650 AR411
ATSG43270 SPL2 AT1GE9580 | AT1G69580
AT3G60910 AGL8 AT2G20550 [AT2G20550
ATS5G65210 TGA1 ATSG25160 ZFP3

Los genes SPL4y RGLI comparten muchas dianas con las que se co-expresan,
entre los que destacan genes con el dominio MADS-box de las familias génicas
AGAMOUS, AGAMOUS-like 'y SP3 involucrados en identidad floral,
especificamente en la formacién de estambres y carpelos. RGLI también se co-
expresa con los genes MYB21y MYB57 implicados en el control del desarrollo
de estambres sefialando la interaccidén entre GA y JA en este proceso (Cheng et
al, 2009). Por su parte /DD2, RSM1y At3g11280 se co-expresan con genes
relacionados con el control del ciclo celular y el metabolismo secundario y la
respuesta a estrés abiotico. De igual forma At3g11280 se co-expresa con genes
de las familias NAC, TOE y RAV implicados en desarrollo del xilema, integracion
con la ruta de ABA y etileno. Los genes bZ/P58y NACI se co-expresan con otros
miembros de tipo zing-finger involucrados en desarrollo floral y germinacién,
también con genes del tipo WRKY involucrados en respuesta a patogenos,
senescencia y desarrollo de tricomas, como también con genes involucrados en
respuesta a citoquininas. Por otro lado P/L2 se co-expresa con genes del tiempo
a floracion y de la regulacidn de la germinaciéon y el desarrollo floral. Finalmente
RBE se co-expresa con genes de determinacién de la polaridad de la parte
central del 6vulo y genes de regulacion de biosintesis de proantocianidina en la

capa mas interna de las células de la cubierta de la semilla.
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De igual forma a lo observado con el andlisis GO, la mayor parte de los FTs
representativos involucrados en el cluster de co-expresion y sus dianas, estan
asociados a procesos biolégicos relacionados con rutas de sefalizacidon
hormonal como auxinas, GAs, acido jasmonico y acido salicilico, como también
relaclonados a respuestas a auxinas, GAs, brasinoesteroides, etileno y acido
jasmonico (Tabla 4.1 y 4.3). Destaca que, dentro de este grupo reducido de 11
FTs, estan presentes 2 genes DELLA (RGL1y GA/), lo que indica que su expresion

esta regulada por el mecanismo de retroalimentacion.

Todas estas evidencias ponen de manifiesto la relevancia de las interrelaciones
entre las distintas rutas de sefalizacidn hormonal durante la fructificacion.
Ademas se observa que algunos de estos FTs estan involucrados en procesos
especificos de tejido, como el desarrollo del polen y carpelo, desarrollo del
xilema, desarrollo de la pared celular, desarrollo del embrién, dormancia y
germinacién. Todas estas categorias pertenecen a términos GO significativos en

los analisis previos.

Es importante considerar que este tipo de analisis de prediccion de genes clave,
utilizando matrices de datos para identificar nodos y redes de regulacion, tiene
limitaciones, y que es necesario ajustar los resultados obtenidos. La matriz de co-
expresion usada para este analisis es el resultado de la recopilacion de cientos
de experimentos transcriptomicos diferentes sobre los cuales, a pesar de haber
ajustado algunos parametros estadisticos para garantizar cierto nivel de
uniformidad entre experimentos (Carrera et al, 2009), contiene variaciones
considerables de diversa magnitud y clase, tales como el tipo de preparacion de
los datos, las técnicas experimentales usadas, el tipo de tejido analizado, los
cambios en los factores ambientales, los tratamientos realizados 6 diferencias
entre laboratorios, entre otras. Por lo tanto, hemos analizado con detalle los
perfiles de expresion de estos 11 FTs durante el desarrollo temprano del fruto

segun los datos de las micromatrices.
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4.2. Analisis de los perfiles de expresion de los factores de transcripcion
con expresion diferencial a 0 hpa en el 4xdella

Para identificar genes de respuesta a GAs y posibles dianas de las
proteinas DELLA durante la fructificacion se definieron perfiles temporales
tedricos que debian seguir los genes candidatos en las muestras de fruto
analizadas (Figura 4.11). Dos perfiles corresponderian con genes inducidos y dos
con genes reprimidos por GAs, ademas, dentro de cada una de estas dos
categorias, deberian existir genes con respuesta rapida o respuesta lenta. Por
ejemplo, un gen inducido por GAs deberia presentar una mayor expresién en el
4xdella que el control mock a 0 hpa (Figura 4.11A y 4.11B). El tratamiento con
GAs deberia provocar un aumento de los niveles de mRNA, de forma mas o
menos rapida durante las primeras horas tras el tratamiento; las respuestas
rapidas, en las primeras 3-6 horas post-antesis o tras el tratamiento, podrian
corresponder con dianas primarias de DELLA. Por otro lado, la polinizacién
deberia provocar un aumento de la expresion, posiblemente mas lenta que el
tratamiento ya que la sefalizacion por GAs derivada de la fecundacion de los
ovulos es mas lenta que la provocada tras un tratamiento con GAs exdgenas. De
forma similar se pueden explicar los perfiles de los genes reprimidos por GAs
que tendrian menor expresion a 0 hpa en el 4xdella y una disminucion de su
expresion tras el tratamiento con GAs o tras la polinizacion (Figuras 4.11C y

4.11D).

A continuacion, se analizaron los perfiles de expresion de los 11 FTs
seleccionados en el andlisis de co-expresidn. Se observd que 7 de ellos
presentaban perfiles de expresidon que son coherentes con su participacion en la
fructificacion mediada por GAs, ya que exhibian una respuesta rapida a los
tratamientos con GAs y ésta provocaba un cambio de expresion coherente con lo
observado en el mutante 4xdella. Entre este grupo de genes figuran SCL3, PIL2,
RBE, At3g11280, bZIP58, NACIy SPL4 (Figura 4.12).
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Figura 4.11. Perfiles tedricos de expresion temporal de genes regulados por GAs/DELLAs en
la fructificacién. Se representan los cuatro perfiles modelo de expresién esperados para genes de
respuesta rapida (Ay C) y lenta (B y D) ya sean inducidos (A 'y B) o reprimidos (C y D) por GAs.

En concreto, SCL3y At3g11280 muestran represion pero esta es rapida, ya que a
las 3 horas posteriores al tratamiento con GAs la expresion de ambos genes cae
a niveles del 4xdella. Por otro lado, SPL4, PILZ, bZIP58 y NACI mostraban una
regulacion negativa y lenta por GAs, su expresion esta reprimida constantemente
en el 4xdella'y se reprime de forma lenta en los tratamientos con GAs. Por el
contrario, la expresion de RBE aumenta por GAs aunque de forma lenta y esta

inducida en el 4xdella a tiempos cortos, aunque va disminuyendo en el tiempo.
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Figura 4.12. Perfiles de expresion de los 7 FTs seleccionados en la red de co-expresién que
son candidatos en fructificacién regulados por GAs/DELLAs. Se representan los perfiles de
expresion de los datos transcriptomicos para 7 de los 11 FTs seleccionados en el analisis de co-
expresion cuyos perfiles de expresion sugieren su implicacion en la formacion del fruto mediada
por GAs.
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Por otra parte, los genes /DD2y RSMI muestran perfiles de expresidon que no
sugieren su implicacion en la fructificacidén, ya que no se observan diferencias
entre los perfiles de expresidén de tratamientos polinizados y GAs con respecto al

mock, respectivamente (Figura 4.13).

En el caso de RSMI, su expresidon baja muy rapidamente tras el tratamiento con
GAs y en el polinizado, y es baja constitutivamente en el 4xdella a 0 hpa, pero
también disminuye en cierta medida en la muestra mock. La expresion de /DD2
es baja en el 4xdella y disminuye aunque sélo de forma transitoria con GAs, y
aumenta en el polinizado y en el mock. En este caso, aunque parece estar
regulado por GAs/DELLAs, no parece que tenga una funcion en la fructificacion
dado el perfil de expresidon observado en el tratamiento polinizado. Por ultimo,
los genes GA/y RGL1, no son considerados ya que su expresion diferencial se
asocia al mecanismo de retroalimentacién de GAs. Tomando como referencia los
perfiles de expresidn obtenidos de los datos transcriptomicos de estos FTs, se
identificaron otros genes candidatos que fuesen regulados tempranamente por
DELLAs y potencialmente importantes en la fructificacion que no habian sido
seleccionados como representativos por la naturaleza y posicion en la topologia
de la red de co-expresion. Para ello se analizaron los perfiles de expresién en los

micromatrices de los FTs expresados diferencialmente en 4xdella a 0 hpa.

A continuacién, se analizaron los perfiles de expresion de los 100 FTs
diferenciales presentes en el 4xdella a 0 hpa identificando 9 FTs adicionales
(Atlg31310, At4929190 (3H49/TZF3), MYB106, MYB13, ERF10, At2935640, ERF38,
WIP3, MYBI10 )(Figura 4.14) que se agrupan en alguno de los perfiles de
expresidon modelo (Figura 4.11). Dentro de este grupo de 100 FTs diferenciales
también estan presentes los 7 FTs previamente seleccionados como candidatos

en fructificacion regulados por GAs/DELLAs (Figura 4.12).
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RSM1 “ IDD2
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Figura 4.13. Perfiles de expresion de 4 de los FTs seleccionados en el analisis de co-
expresion que no exhiben un efecto regulatorio en fructificacion. Se representan los perfiles
de expresién de los datos transcriptomicos para 4 de los 11 FTs seleccionados en el anélisis de co-
expresidén cuyos perfiles de expresién indican que no son candidatos potenciales a ser dianas
directas de DELLA en fructificacion.

Entre este grupo de genes los FTs At2g35640y Atlg31310 son reprimidos en el
4xdellay por GAs ya que hay una descenso rapido de la expresion tras 3-6 horas
posteriores al tratamiento; en el polinizado se observa una caida en de expresion
progresiva (Figura 4.14). De igual forma los genes ERFI10, At4g29190y MYB13
son reprimidos por GAs, aunque la respuesta es lenta; estos presentan una
disminucion progresiva de su expresidn en el polinizado, mientras que en el

4xdella la expresion esta reprimida de una manera constante.

Por otra parte, los genes ERF38 WIP3 MYB106y MYBI0 son inducidos desde
fases iniciales de desarrollo en el 4xdella aunque su expresidn se incrementa
progresivamente tras la antesis (Figura 4.14); ademas se inducen por GAs,
respondiendo lentamente tras el tratamiento o la polinizacién. Ninguno de estos

genes es inducido por GAs con una respuesta rapida al estimulo.
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Figura 4.14. Perfiles de expresion de los 9 FTs seleccionados en la condicion 4xdella 0 hpa
cuyos perfiles transcripcionales sugieren su potencialidad como dianas primarias de DELLA
en fructificacion. Se representan los perfiles de expresion de varios FTs diferenciales segun los
datos transcriptomicos.

De esta forma, finalmente se identificaron 16 FTs candidatos cuya clasificacion
funcional e informacién general se recopila en las Tablas 4.4, 4.5 y 4.6. Estos
genes se han agrupado en tres grupos: (1) genes inducidos por DELLA de
respuesta rapida (Tabla 4.4), (2) genes inducidos por DELLA de respuesta lenta
(Tabla 4.5) y (3) genes reprimidos por DELLA de respuesta lenta (Tabla 4.6)

A continuacion, y para validar los datos de expresion de estos 16 FTs, se utilizd
la quinta réplica bioldgica recolectada para la realizacion de los micromatrices
para realizar un analisis de expresion génica por gPCR (Tabla 4.7). Los resultados
obtenidos mostraban una excelente correlacion entre las dos metodologias,
confirmando de esta forma los datos de expresion de los candidatos

seleccionados para todos los genes.
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Tabla 4.4. Factores transcripcionales inducidos por DELLA en fruto de respuesta rapida

Nombre

AGI Cddigo

Descripcion

Caracteristicas- Funcidn

Referencia

MYB-Like AT3g11280 MYB-Like Inducido por Auxinas y factores de Blanco et al, 2005;
transcripcion del tipo ERF que regulan la Zentella et al, 2007
expresion de los genes PR
SCL3 AT1g50420 GRAS Regulador positivo de la ruta sefializacion GAs,  Zhang et al, 2011;
regula la expresion de genes de biosintesis de Heu et al, 2011
GAs. Regulacion de la elongacién celular en
raiz.
MYB-Like AT1g31310 MYB-Like Desconocida TAIR
NAC1 AT1g56010 ANAC NAC Domain Establecimiento del meristemo apical del tallo Li et al, 2012;
y los drganos florales. Senescencia de la hojay D’haeseleer et al,
la biosintesis de la pared celular También estd ~ 2011; Henanff et al,
involucrado en respuesta a stress abiotico. 2013
Desarrollo lateral de la raiz.
NAC1 es inducido por auxinas.
bZIP58 Atlgl3600 bZIP- basic leucine- Desarrollo de la semilla y respuesta a estrés. Lara et af, 2003;
zipper Interacttia con AB/3, un regulador importante Ehlert et al, 2006
en la expresion génica en la semilla de
Arabidopsts

Tabla 4.5. Factores transcripcionales inducidos por DELLA en fruto de respuesta lenta

Nombre AGI Cadigo Descripcion Caracteristicas-Funcion Referencia
3H49/TZF3 AT4929190 CCCH Zing Finger Involucrado en la respuesta a ABA y Huang et al, 2012
JA. La sobreexpresion confiere Lee et al, 2012
hipersensibilidad a ABA y tolerancia a
la sequia. Se expresa en plantula, en
flores en sépalos y filamentos, y en
embriones maduros
MYB106 AT3g01140 MIXTA-like MYB NOECK Regula morfologia de la epidermisy Jakaoby et al, 2008;
grupo de genes involucradosen la Cao et al, 2006;
biosintesis y desarrollo de cuticula Oshima et al, 2013
MYB13 AT1g06180 MYB3R-R2R3 Respuesta a estrés. Desarrollo floral Cao et al, 2006;
Yanhut et al, 2006
ERF10 AT5g50080 ERF/AP2 Inducido por DELLA en boton floral. Cao et al, 2006;
Nakano et al, 2006
PIL2 AT3g62090 MYC tipo bHLH Interactia con APRR1/TOC1y es Penfield et al, 2010;
miembro del grupo PIF3. Media la Sairanen et al, 2012
respuesta del phyB ala luz, y la
respuesta al ambiente frente a
cambios de luz y temperatura.
Regulacién de dormanciay
germinacion
SPL4 AT1953160 SPL-Squamosa Promoter Tiene sitios de unién a miR156 que Cardon et al, 1999;
Binding Protein Like regula su expresion. Regulacion del Wu y Poething 2006;
tiempo de ﬂpractc_)n y el cambio de la Lal et al, 2011; Torti
fase juvenil a la adulta
et al, 2012;Jorgensen
etal, 2014
MYB-Like AT2g35640 Homeodomain-Like Desconocida TAIR

Tabla 4.6. Factores transcripcionales reprimidos por DELLA en fruto de respuesta lenta

Nombre  AGI Cédigo Descripcion Caracteristicas-Funcion Referencia
ERF38 AT2935700 ERF/AP2 Corregulado con genes involucrados en Nakano et al., 2006;
pared celular. Se expresa intensamente en Lasserre et al, 2008
silicuas maduras y tallos florales
WIP3 AT1g08290 C2H2 Control de la diferenciacion del endotelio Sagasser et al, 2002;
de la semilla Appelhagen et af, 2010
MYB10 AT3g12820 R2R3 Regulador positivo temprano en la cascada Yanhui et al, 2006;
regulatoria bajo condiciones de deficiencia Palmer ef al, 2013;
a hierro
RBE AT5g06070 C2H2 Reprime la transcripcion de AGy miR164¢, Krizek et al, 2005;
este regula la expresion de CUCLy CUC2, Huang et al, 2012;
siendo estos los responsables de regular los Takeda et al, 2014
eventos de desarrollo requeridos para la
organogénesis de pétalos y sépalos. RBE se
expresa en los integumentos de los 6vulos.
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Tabla 4.7. Validacion por qPCR de la expresion de los FTs candidatos. Se muestran los
valores de expresion, como la diferencia de expresidn entre el 4xdella y el mock a 0 hpa,
obtenidos en los micromatrices (panel izquierdo) y por qPCR (panel derecho). En rosa se
agrupan aquellos FTs cuyo perfil de expresion se ajusta al perfil modelo tipo C; en verde se
agrupan los FTs del perfil modelo tipo D; y en violeta se agrupan los FTs del perfil modelo
tipo B.

AGI Cadigo Nombre Array | qPCR

AT4g29190 4H49/TZF3 (oxidation related zinc finger 2) 0.34 1.02
AT3g01140 MYB 106 (MYB DOMAIN PROTEIN 106) 2.28 2

AT1g06180 MYB13 (MYB DOMAIN PROTEIN 13) 0.28 0.07
AT5@50080 |ERF10 (Ethylene Response Factor 10) 04 0.61
AT3g62090 PIL2 (Phytochrome Interacting Factor 3- Like 2) 0.36 0.5
AT1g53160 SPL4 (Squamosa Promoter Binding Protein Like 4) 0.31 0.33
AT2g35640 MYB-Like 047 0.58

Para los 16 genes se procedid a realizar el analisis por gPCR de toda la serie
temporal, con excepcién de las muestras a 72 hpa (Anexo 5) confirmandose los
patrones de expresion derivados de los datos transcriptdmicos. En las figuras
4.15 se muestran los perfiles de expresion de los genes SCL3, RBEy PILZ

comparando los perfiles de los datos obtenidos en las micromatrices y por gPCR.

95



Resultados y Discusion Capitulo 2
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Figura 4.15. Perfiles de expresiéon de 3 FTs durante las fases tempranas de fructificacién,
segun los datos de micromatrices y qPCR. Se muestran los perfiles de expresién de SCL3, PILZy
RBE segun los datos de micromatrices (A) 6 qPCR (B). Para las gPCR no se evalud las muestras de
72 hpa. Los perfiles de expresion son casi idénticos, confirmando los datos de expresion.
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4.3. Identificacion de dianas directas de DELLA en fructificacion

Para determinar si los 16 FTs candidatos eran dianas directas de las
proteinas DELLA se utilizd una linea transgénica que expresa una fusién
traduccional de la version dominante de GAI (gai-1) con el dominio receptor de
glucocorticoides (GR) de rata, bajo el control del promotor de GAl (pGAlgai-1-
GR) (Lloyd et al, 1994; Aoyama y Chua, 1997; Gallego-Bartolomé et al, 2011).
Esta linea se cruz6 con el mutante partenocarpico cer6-2 4xdella para disponer
de una linea que no expresa ninguna DELLA en condiciones no inducibles, pero
que tras el tratamiento con dexametasona (Dex) expresara gai-1 de forma rapida
y controlada y poder asi estudiar su efecto en la regulacién de los posibles genes
diana de las proteinas DELLA. Una vez generado este cruzamiento, se comprobo
que la nueva linea no tenia afectado el desarrollo del fruto al observar que la
partenocarpia del 4xdella no estaba disminuida con la presencia de la

construccién pGA/Lgai-1-GR (Figura 4.16).

~ o

=)
—

Longitud de pistilo/fruto (mm)

0 cer6-2 cer6-2 cer6-2 4xdella cer6-2 4xdella

PGALgai-1-GR PGALgai-T1-GR

Figura 4.16. Desarrollo del pistilo y fruto de la linea cer6-2 4xdella pGAl:gai-1-GR. Se
muestra el tamafo del pistilo no polinizado de cer6-2y de la linea pGAl.gai-I-GR, en ausencia
(columnas izquierda) o presencia de la mutacion 4xdella (columnas derecha) No se observa un
efecto negativo sobre la partenocarpia en la linea cer6-2 4xdella pGAl:gai-1-GR.

En primer lugar se utilizé la linea cer6-2 4xdella pGAl.gai-1-GR para saber si los
16 FTs eran dianas directas o no de DELLAs en plantulas etioladas de 4 dias,
realizando tratamientos con Dex y cicloheximida (Chx). El tratamiento con Dex
induce translocacion de la proteina gai-I al nucleo para poder regular la
transcripcién de los genes de respuesta, mientras que el tratamiento con Chx, un

inhibidor de la sintesis proteica, nos permite saber si los cambios de expresion
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provocados por gai-1 requieren de la expresion previa de otras proteinas; de no
ser asi, es decir, st la induccién o represion de la expresion de los genes por gai-
1 (+Dex) tiene lugar también en presencia de la Chx se puede afirmar que esos

genes son dianas primarias de las proteinas DELLA.

Para corroborar la fiabilidad de los tratamientos en estas lineas, hemos testado
junto con los 16 FTs, el gen PAPI, el cual ha sido previamente identificado como
diana directa de GAl en plantula (Gallego-Bartolomé et al, 2011) (Figura 4.17). Se
observo que la expresién de PAPI se induce tras el tratamiento con Dex tanto en
presencia como en ausencia de Chx lo que confirma que la linea transgénica
introgresada en cer6-2 4xdella era una buena herramienta para identificar

nuevas dianas de DELLA.

Primero se realizd el analisis de los FTs en plantulas, dado que se conocia las
condiciones a las que habia que realizar los tratamientos (Gallego-Bartolomé et
al, 2011). En total se observaron cambios en la expresién de 15 de los 16 FTs en
plantula, acorde a lo esperado segun los datos de micromatrices y gqPCR. En el
Anexo 6 se muestra la respuesta de cada uno de los 16 FTs a los tratamientos en
plantula; el Unico gen que no se comporta como era de esperar fue £RFI0 ya
que no responde al tratamiento con Dex. Ademas se estudio la respuesta de
estos genes al Paclobutrazol (PCB), un inhibidor de la sintesis de GAs,
confirmandose la regulacion positiva o negativa por DELLA (Anexo 6 y Figura
4.17). La expresion de los genes WIP3, SCL3, ERF38 MYB106, MYBI10, PILZ, RBE
responde a los tratamientos con Dex y Chx del mismo modo por lo que se
concluye que estos 7 FTs son dianas directas de GAIl en plantula (Tabla 4.8). Por
ejemplo, SCL3y PIL2 se inducen por DELLA tanto tras el tratamiento con Dex
como con PCB, y en ausencia o presencia de Chx (Figura 4.17). Por otro lado, RBE
se comporta de modo contrario, y su expresion se reduce por DELLA (con Dex o
PCB), independiente de la presencia o no de Chx. Hay que destacar que SCL3
habia sido previamente identificado como diana directa de RGA y que esta
regulado positivamente por DELLA en plantula (Zentella et al, 2010). Por otra
parte, los genes restantes responden a gai-I pero no parecen ser dianas

primarias, dada la ausencia de respuesta al tratamiento combinado (Anexo 6).
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Figura 4.17. Dianas directas de GAI en plantula. Expresion de 4 genes diana directa de DELLAs
en plantulas cer6-2 4xdella pGAl.gai-1-GR tratadas con Dex y Chx. PAPI es una diana directa
previamente identificada y utilizada como control del ensayo. Los genes SCL3, PIL2 y RBE estan
normalizados sobre cer6-2 mock. Se observa el tipo de regulacién del gen tras tratamientos con
PCB, tanto en el cer6-2 como en el 4xdella en plantula. PCB, paclobutrazol; Dex, Dexametasona;
Chx, Cicloheximida; Dex+Chx, tratamiento combinado Dex y Chx.

Tabla 4.8. Listado de FTs identificados como dianas directas de GAIl en plantula.
Se indica el valor de la expresion en los datos de micromatrices en el 4xdella a 0 hpa
y los valores de expresion de induccién o represién obtenidos por gPCR de la linea
cer6-2 4xdella pGAl:.gai-1-GR tratada con Dex y Chx, datos normalizados sobre el
valor de la linea tratada solo con Chx.

gPCR cer6-2 4xdella
Micromatrices pGAI: gai-1-GR
Cddigo Gen Nombre Gen 4xdella Oh Plantula Chx+Dex
At1g08290 WIP3 245 0,79
At1g50420 SCL3 0,45 4,84
At2g35700 ERF38 275 0,80
At3g01140 MYB106 2,28 0,64
At3g12820 MYB10 3,21 1,02
At3g62090 PIL2 0,36 2,43
At5g06070 RBE 9,98 0,62
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Nuestro objetivo es conocer si estos FTs juegan una funcion en la respuesta a
GAs en el pistilo durante la fructificacion. Por tanto es necesario saber si
responden a las DELLAs en el pistilo del mismo modo a lo observado en las
plantulas, utilizando la linea cer6-2 4xdella pGA/.gai-1-GR. Previamente se realizd
un estudio para conocer si los pistilos de esta linea responden a los tratamientos
con Dex. Era de esperar que el tratamiento con Dex aboliese el fenotipo
partenocarpico del 4xdella. Se crecieron plantas cer6-2 4xdella pGAl.gai-1-GR en
baja humedad y se realizaron tratamientos con Dex para determinar el efecto en
el tamafo del fruto maduro. Se realizaron 3 tipos de tratamientos,
correspondientes al nimero de dias consecutivos en los que se sumergieron las
inflorescencias en Dex, y se evaluaron los tamafios de los frutos procedentes de
los pistilos que estaban entre 2 dias antes de la antesis y 1 dia después de
antesis en el momento del primer tratamiento (Figura 4.18). El disefio

experimental se describe detalladamente en Materiales y Métodos.

Se observo que los frutos de las plantas no tratadas (Tratamiento 0) tenia un
tamafo correspondiente a su estado de desarrollo, desde los frutos de 8 dias
(aquellos que estaban en estadio -2 dpa en el momento del primer tratamiento),
hasta los 11 dias (aquellos que tenian 1 dia en el primer tratamiento). Se observé
que un unico tratamiento era suficiente para abolir la partenocarpia del 4xdella
aunque un segundo tratamiento reforzaba el efecto, indicando que la linea cer6-
2 4xdella pGAl.gai-1-GR exhibe una respuesta positiva al tratamiento con Dex
en pistilo, y por tanto es una buena herramienta para realizar el analisis en pistilo

de los genes candidatos.

De la misma manera a lo realizado en plantulas, utilizamos genes control para
asegurarnos de la calidad de las muestras y de la dptima respuesta al
tratamiento con Dex y Chx en el pistilo. Para ello, testamos junto con los 16 FTs,
los genes GAZox8 'y CSC-5, que son diana directa y no diana directa de GA|,
respectivamente (Gallego-Bartolomé et al, 2011) (Figura 4.19). En el Anexo 7 se
muestra las respuestas de cada uno de los 16 FTs en pistilos de cer6-2 4xdella

pGAl:gai-1-GR trataos con Dex y Chx.
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Figura 4.18. Respuesta al tratamiento con Dex en la linea cer6-2 4xdella que porta la
construccion pGAl:gai-1-GR. Pérdida de partenocarpia en los pistilos tratados con Dex.
Tratamiento 0: No aplicacién Tratamiento 1: Aplicaciones a pistilos con Dex en dias -1 y -2 dpa.
Tratamiento 2: Aplicaciones a pistilos con Dex en dias -2, -1 y 0 dpa. Tratamiento 3: Aplicaciones
a pistilos con Dex en dias -1,-2, 0 y +1 dpa. dpa. dias post antesis. En la primera linea del gje x, se
muestra la edad del pistilo en el momento del primer tratamiento y en la segunda linea la edad de
los frutos al momento de recoleccién.

Se observo que el gen CSC-5 no presentaba una respuesta consistente tras el
tratamiento combinado, mientras que la expresion de GAZox8 se reprime con el
tratamiento con Dex y el combinado Dex-Chx; confirmando que estas muestras y

condiciones de tratamiento son adecuadas para realizar el analisis (Figura 4.19A).
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Figura 4.19. Dianas directas de GAI en pistilo. A. Perfiles de expresion de la GA20x8 como diana
directa de GAl y de CSC-5 que no es diana directa. B. Perfiles de expresion de 3 FTs representativos
dentro de nuestro grupo de candidatos, SCL3, PIL2y RBE. Se observa como estos tres genes son
dianas directas de GAIl en pistilo. Dex, Dexametasona; Chx, Cicloheximida; Dex+Chx, tratamiento
combinado con Dex y Chx. Los niveles de expresién estan normalizados al nivel del 4xdella.

Tras analizar los 16 FTs candidatos, se observd que algunos de ellos, como
MYB10, MYB106, ERF38 WIP3, no responden a gai-I en pistilo, mientras que
otros, aunque si que responden a gai-1, no parecen ser dianas directas, como

MYB13, Bzip58 ERFI0y At2g35640 (Anexo 7). Los genes que claramente son
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dianas directas de GAIl en pistilo son RBE At3g11280, SPL4, PILZ, SCL3,
Atlg31310, 4H49/TZF3, y NACI (Figura 4.19B y Anexo 7).

Finalmente tras la evaluacidon de cada uno de los 16 FTs se seleccionaron
aquellos que eran dianas directas de GAl tanto en plantula como en pistilo o
solo en pistilo (Tabla 4.9). Cabe destacar que todos ellos se inducen por las

proteinas DELLA, con la excepcion de RBE que se reprime.

Tabla 4.9. Dianas directas de GAIl en pistilo y/o plantula. En asterisco se marcan los
genes que son dianas en pistilo pero no en plantula. Se indica el tipo de regulacion de la
DELLA sobre la diana directa.

Linea cer6-2 4xdella
PISTILO pGAl:gai-1-GR
Plantula Pistilo Regulacién por
Nombre Gen Micromatriz gPCR +/- CHX +/- CHX DELLA
At1g31310 0,45 0,49 1,16* 2,53 Induccion
sCL3 0,45 0,26 4,84 3,71 Induccion
SPL4 0,31 0,33 0,53* 4,02 Induccion
NAC1 0,22 0,32 0,83* 2,67 Induccidn
At3g11280 0,5 0,21 1,16* 2,90 Induccion
PIL2 0,36 0,50 2,43 3,23 Induccion
4H49/TZF3 0,34 1,02 0,96* 2,05 Induccion
RBE 9,98 7,18 0,62 0,28 Represion

4.4. Primera aproximacion experimental para conocer el rol biolégico en
fructificacion de las dianas directas de GAIl

Una vez identificado un grupo reducido de genes que son dianas directas
de GAI en pistilo y/o en plantula (Tabla 4.9), se procedié a realizar estudios
preliminares encaminados a determinar la implicacion biologica de estas dianas

directas en fruto.

Una primera aproximacion ha sido la de estudiar si las 4 DELLAs que participan
en el desarrollo del fruto regulan estos FTs del mismo modo. Para ello se
evaluaron los perfiles de expresion en pistilo en los 4 mutantes 3xdella y el

4xdella (Figura 4.20). Este analisis y el conocimiento de los patrones espaciales
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de expresion de las 4 proteinas DELLA mostrado en

inferir su posible funcién en los pistilos y frutos.
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Figura 4.20. Regulacion por DELLAs de las dianas directas de GAI en pistilo. Perfiles de
expresién de los 8 FTs en cada uno de los fondos mutantes 3xdella, el 4xdellay el parental cer6-2.

Los niveles de expresion estan normalizados al de cer6-2.

Se observd que la expresion de PIL2, Atlg31310, 4H49/TZF3 y NACI no esta

alterada en ninguno de los 4 mutantes triples, indicando que todas las proteinas

DELLA participan en su regulacion de forma conjunta, es decir, es necesario

eliminar las 4 DELLA (en el mutante 4xdella) para alterar la expresidn de estos

genes. Por otra parte, se observd que RBE esta regulado principalmente por

RGL2, ya que su expresion aumenta en presencia de la mutacion rgl2-1, mientras
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que en el triple gaiT6 rgaT2 rgl1-1 que expresa la version silvestre de RGL2, su
expresion no se ve alterada. Al contrario de lo observado para RBE, RGL2 parece
ser la DELLA minoritaria en la regulacion de SCL3y SPL4 ya que la expresidon en
el 4xdellay en el triple gaiT6 rgal2 rgl1-1 es similar. Para otros genes también se
observa regulacién diferencial, como At3g11280en el cual RGL1 es la DELLA con

una participacidn menor.

Es posible que las diferencias en regulacién sean indicativas de los sitios de
expresion de estos FTs, que deben coincidir con la expresién de las proteinas
DELLA que los regulan. Por ejemplo, la regulaciéon por RGL2 observada para RBE
y At3g11280, podria sugerir que el sitio de expresion ¢ de accion estaria
asociado al 6vulo, ya que es RGL2 la DELLA especifica de 6vulo. De hecho RBE es
un gen que se expresa en évulo especificamente en la zona de los integumentos
(Takeda et al, 2014). Al contrario, los genes SCL3y SPL4 podrian estar asociados

a la valva al no estar regulados por RGL2.

4.4.1. Estudio de la implicaciéon en germinacion y fructificacion de la diana
PIL2- Phytochrome interacting factor 3- Like 2

Una de las dianas tempranas de GAI identificada es PHYTOCHROME
INTERACTING FACTORS3-LIKE2 (PIL2/PIF6), cuya expresion se induce por las 4
proteinas DELLA tanto en plantula como en pistilo (Figuras 4.17, 4.19 y 4.20). Se
realizd una caracterizacidon genético-molecular de este gen para conocer si
ejerce alguna funcion significativa durante la fructificacion y las fases tempranas

del desarrollo del fruto.

Este gen codifica tres isoformas o transcritos. P/L2-a se corresponde con la
proteina completa con 5 exones (Figura 4.21A). P/L2-y es una variante de
“splincing” que ha perdido el tercer exon. Finalmente P/L2-B tiene un conddn de
parada al inicio del tercer exén perdiendo el 4° y 5° exon perdiendo la regidn

que codifica para el domino bHLH (Penfield et al, 2010).

Con la finalidad de definir la regulacién de las diferentes isoformas de P/L2 por

las DELLA se testo la respuesta en tratamientos con Dex y Chx en la linea cer6-2
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4xdella pGAl.gai-1-GR y los niveles de expresion de los transcritos en pistilo
entero de los mutantes triples de 3xdellay 4xdella. Se observé que el transcrito
mas abundante en los pistilos es P/L2-a (datos no mostrados), y que los
transcritos P/IL2-a y PIL2-3 beta responden como dianas directas de DELLA
(Figura 4.21B).

Por otra parte se observd que P/L2-a se reprime en el 4xdellay se regula por
todas las DELLA cast al mismo nivel, aunque RGL2 parece ser la que menos
contribuye (Figura 4.21C). Los niveles de P/L2-8 no se ven afectados en el 4xdella
pero st en el triple rga7’2 rgll-1 rg/2-1, lo que sugiere que se regula
minoritariamente por GAIl. Finalmente P/L2-y se reprime en el 4xdellay es RGA la

proteina que lo regula en mayor medida.
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Figura 4.21. Expresion de los transcritos de las tres isoformas de P/L2 en pistilo entero en
respuesta a Dex y Chx y en los mutantes 3xdella y 4xdella. A. Esquema de la estructura génica
de las tres isoformas de PIL2. B. Expresion cer6-2 4xdella pGAl:gai-1-GR tratadas con Dex y Chx. C.
Expresion en los mutantes 3xdella y 4xdella. Dex, Dexametasona; Chx, Cicloheximida; Dex+Chx,
tratamiento combinado Dex y Chx.
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Para saber si PIL2, ademas de ser una diana, es también es una interactor de
DELLA, se realizd un estudio de doble hibrido en levadura. Para ello se utilizaron
versiones truncadas de las proteinas DELLA, eliminando los dominios DELLA y
TVHYNP que provoca la transactivacién en levadura (denominadas M5-RGA, M5-
GAl, M5-RGL1, M5-RGL2, y M5-RGL3) (de Lucas, M. et al, 2008), proporcionadas
por la Dra. Salomé Prat (CNB, Madrid), fusionadas al dominio de unién a DNA
(BD) del factor Gal4. Cada una de las isoformas de PIL2 se fusioné al dominio de
activacion Gal4. Los resultados mostraron que existe interaccion fisica entre RGL1
y las isoformas PIL2-a y PIL2-y pero no con la isoforma PIL2-B lo que sugiere que
la interaccion de las DELLA con PIL2 reside en los exones 4 y 5 (dominio C-

terminal de la proteina), que contienen el dominio bHLH (Figura 4.22).

SD/ SD/
-Leu-Trp-Ade-His

Figura 4.22. Ensayo de doble hibrido de levaduras de la interaccién entre las DELLAs y las
tres isoformas de PIL2. Se observa que RGL1 interactla fisicamente con las isoformas PIL2-a y
PIL2-y, aquellas que contiene el dominio bHLH. El experimento se repitidé 2 veces obteniendo
resultados similares. Se verificé la correcta acumulacion de las proteinas DELLA y PIL2 por analisis
“western blot” (Anexo 8).
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Para comprobar si PIL2 participa en procesos mediados por GAs, se analizé el
fenotipo mutante pil2-2 (un mutante nulo completo para las 3 isoformas) y de
las lineas de sobre-expresion 35S:P/IL2-a'y 355:PIL2-B (Penfield et al, 2010) en

germinacién, ensayos de fertilidad y de respuesta del pistilo a tratamientos con
GAs.

Los resultados de los ensayos de germinacion muestran que mientras no existen
alteraciones en pil?-2 en presencia de PCB, las lineas de sobre-expresién
358 PIL2-ay 355:PIL2- exhiben una hiper sensibilidad a PCB (Figura 4.23), lo que

podria indicar que PIL2 podria mediar la funcion de las GAs en la germinacion.
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Figura 4.23. Ensayo de germinacion del mutante nulo pil2-2 y las lineas sobreexpresantes
bajo diferentes concentraciones de PCB. Se observa una hiper sendibilidad de las lineas sobre-
expresantes 35S:PIL2-a y 355:PIL2-3 en presencia de PCB. Se realizaron tres réplicas biologicas
obteniendo resultados similares. PCB: Paclobutrazol.

Los ensayos de fertilidad y de respuesta del pistilo a aplicaciones exdgenas con
GAs en el mutante nulo pil2-2 y en la lineas de sobre-expresion 35S:PIL2-a y
355:PIL2-8 no mostraron ninguna diferencia significativa con respecto al control
ColO (datos no mostrados). Por lo tanto, la funcién de PIL2 en fructificacion no
pudo ser confirmada. Es probable que la redundancia génica presente en la
familia génica de los PIL sea una de las causas que contribuya a la ausencia de

fenotipo en el pistilo.
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4.4.2. Estudio de la implicacion en germinacion y fructificacion de la diana
RBE

RBE (RABBIT EARS) es una diana directa de DELLA, cuya expresidén es
reprimida por GAI tanto en plantula como en pistilo. Con el fin de definir la
implicacion de RBE en procesos mediados por GAs, se estudié la germinacion
del mutante nulo rbe-2 (Takeda et al, 2014) bajo diferentes concentraciones de
PCB. Se observd que rbe-2 presenta un fenotipo severo en germinacion
mostrando una alta sensibilidad especialmente a tratamientos con PCB de 0,5 -
1 uM (Figura 24A).

——ree -m-co. 24 horas 48 horas

100 100
. 80 80
xX
-~ 60 60
<
0 a0 40
Q
©
S 20 20
g o = - 0 0
L)
oo
L)
° 72 horas 96 horas
L)
f? 100 100
=
T 80 80
Q
2
je]
a

L
60 60
40 40
20 20
0

0
0 0,5 1 15 2 0 0.5 1 15 2

Concentracion de PCB [ JuM

B 96 horas post-estratificacion

100
P
T
5 —
S T T —
= 80 ‘ - e —
E 7
g 70
g 65 —=— col-GAs+PCB
© —a— rbe-2-GAs+PCB
.% 60 —— rbe-2-mock
£ 2 —« col-mock
Q 50 — rbe-2-PCB
&5_ a5 | . col-PCB

o f

0 0,5 1 15 2
GAs (50 uM) + PCB [ JuM

Figura 4.24. Ensayos de germinacion del mutante nulo rbe-2. A. Se representa el porcentaje de
germinacion del mutante rbe-2y el fenotipo silvestre ColO bajo diferentes concentraciones de PCB
durante 96 horas post estratificacion. B. Ensayo de germinacién de rbe-2 bajo diferentes
condiciones de PCB y GAs. Porcentajes de germinacion de rbe-2y ColO sin tratamiento (mock),
tratado con diferentes concentraciones de PCB y tratado con PCB y 50 pM de GAs.
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Adicionalmente, se realizaron ensayos de germinacién con PCB en combinacion
con una dosis de 50 uyM GAs (para neutralizar el efecto inhibitorio en la
germinacién causado por PCB) (Figura 24B). Los resultados mostraron que el
porcentaje de germinacion de rbe-2 en MS es cercano al 77%, y aumenta al 87%
con GAs. Sin embargo, dicho incremento no alcanza al del control ColO (100%)
bajo las mismas condiciones, indicando que la implicacién de RBE en la
germinacién mediada por GAs no es el Unico factor que determina la baja
germinacién de rbe-Z, pudiendo contribuir los defectos en la forma de la semilla.
Se observéd que las semillas de rbe-2 son diferentes en forma, tendiendo a ser
ovaladas y con una superficie irregular, debido a que la testa presenta un cambio
en la conformacién de sus células (Figura 4.25). Estas alteraciones en la forma de
la semilla, podria explicar los defectos de germinacidn del mutante en presencia

de GAs observados en la Figura 4.24.

Columbia

Figura 4.25. Imagenes de la superficie de la semilla de Col0 y rbe-2. Se observa que en rbe-2
la geometria de las células de la testa es irregular y que las semillas son ovaladas o alargadas.

Figura 4.24. Se observa que aunque rbe-2 mejora el porcentaje de germinacién con GAs, no logra
llegar al mismo nivel de germinacion que ColO. Se realizaron tres réplicas bioldgicas en cada
ensayo con resultados similares. PCB, paclobutrazol. Paréntesis gris y negro indica el aumento de
germinacién entre rbe-2y Col0 no tratados y tratados con GAs, respectivamente.
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Estudios previos han mostrado que RBE se expresa en 6vulo, especificamente en
los integumentos (Takeda et al, 2014), lo que concuerdan con las alteraciones
que muestran los ovulos de rbe-Z con una deformacidén severa a causa de
defectos en la extension de los integumentos (Figura 4.26). Estas deformaciones
en los ovulos serian los responsables de las alteraciones observadas en las

semillas maduras.

Columbia

Figura 4.26. Imagenes de pistilos en antesis y 6vulos del mutante rbe-2y Col0. Se observa
que los 6vulos de rbe-2 tienen defectos en la extension de los integumentos. La barra de escala
representa 500 ym.

Por otra parte, se evalud la implicacién de RBE en la formacién del fruto mediada
por GAs, estudiando la fertilidad y la respuesta a tratamientos exdgenos con GAs
de los pistilos de rbe-2. Los resultados indican que rbe-2 presenta serios
problemas de fertilidad, con reducciones claras tanto del tamafio de silicua como
del numero de semillas (Figura 4.27). Los defectos de fertilidad serian

consecuencia de las alteraciones observadas en los 6vulos del mutante, que
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afectarfan a la correcta fecundacién y desarrollo de las semillas

correspondientes.
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Figura 4.27. La fertilidad del mutante rbe-2 esta severamente afectada. Se determiné la
longitud, el numero de semillas, y la ratio (nUmero de semillas vs. longitud) de frutos maduros
autopolinizados de 14 dpa. El mutante rbe-2 produce un nimero muy reducido de semillas lo que
afecta a su longitud y al ratio. Se representa la media y la SD de al menos 50 pistilos/frutos por
tratamiento. El experimento fue repetido tres veces con resultados similares.

La expresion de RBE en los fondos 3xdella y 4xdella indicaron que se regula
principalmente por RGL2 (Figura 4.20). Para confirmar estos datos se examind su
expresion en los mutantes dominantes gai-1, rgadl7y rgl2A17,y en el mutante
nulo rgl2-1 (Figura 4.28), observandose que tanto gai-1 como rgl2A417, pero no
rgaAl7, reprimen su expresion, que aumenta en el nulo rg/2-1, confirmando que
RGL2 es la DELLA que parece regular su expresién de forma mayoritaria. Cabe
destacar que previamente se mostré que RGLZ se expresa en 6vulos (Figuras
3.9B y 3.10), al igual que RBE (Takeda et al, 2014), lo que sugiere que RGL2
regula la expresion de RBE en los 6vulos para controlar procesos relacionados

con la ontogenia del évulo.

Estudios previos han sugerido que un o6vulo viable es requerido para una
apropiada respuesta del pistilo a las GAs, ya que mutantes de desarrollo de
ovulo, como bel-1'y ant-4, tienen afectada la respuesta y que la pérdida de
respuesta de los pistilos se correlaciona con la entrada en senescencia de los
ovulos (Carbonell-Bejarano et al, 2010). El mutante bel-1 desarrolla solo una
capa de integumento que posteriormente forma un tejido engrosado, de tal
forma que el saco embrionario no se desarrolla en su totalidad y degenera

(Carbonell-Bejerano et al, 2010). El mutante severo ant-4 no desarrolla
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integumentos ni saco embrionario (Klucher et al, 1996; Carbonell-Bejerano et al,
2010). Se evalto la respuesta a GAs de pistilos de rbe-2 en paralelo con los de
bel-1y ant-4 para comprobar si ésta estaba también afectada. Sin embargo, se
observd que la respuesta de rbe-2 es muy similar al control en comparacion con
la de bel-1y ant-4 (Figura 4.29), indicando que el defecto en los 6vulos del
mutante rbe-2 no es lo suficientemente drastico como para limitar la percepcion

o la respuesta del 6vulo a las GAs.
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Figura 4.28. RBE se regula mayoritariamente por RGL2. Se representan los niveles del transcrito
de RBE en los diferentes fondos mutantes. La expresién de RBE se induce en el mutante nulo rgl2-1
y se reprime en los mutantes dominantes rglZ?A17 y gai-1, pero no en rgadl’. Se realizaron 2
réplicas bioldgicas con resultados similares.

En resumen, los datos parecen indicar que RGL2 regula la expresion de RBE para
el correcto desarrollo del évulo y por consiguiente para una 6ptima fertilidad.
Sin embargo RBE no esta asociado en la regulacién de la elongacion de la valva

mediada por GAs.
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Figura 4.29. Respuesta de los pistilos de rbe-2 a tratamientos exdogenos con GAs. Se
representa la respuesta de los pistilos de mutantes de évulo a tratamientos con GAs. Se determiné
la longitud de los frutos a los 10 dias post tratamiento con GAs. Se representan el porcentaje de
crecimiento partenocarpico (longitud final de pistilo tratado con GA; dividido sobre la longitud del
pistilo no tratado, para cada genotipo), normalizado para los respectivos fondos Ler y ColO. Los
datos son la media y la SD de al menos 30 pistilos. El experimento fue repetido dos veces con
resultados similares.

4.5. Discusion Capitulo 2

Avances recientes en el area han permitido dilucidar el mecanismo
molecular que media la accidén de las proteinas DELLA en el control del
desarrollo vegetativo en Arabidopsis (Zentella et al, 2007; de Lucas et al, 2008;
Feng et al, 2008; Gallego-Bartolomé et al, 2011) y en el desarrollo de la flor
(Hou et al, 2008). Continuar estos estudios para identificar los genes que median
su accion en el desarrollo reproductivo y la fructificacion es clave para
comprender como las GAs controlan estos procesos. En este estudio hemos
identificado 8 dianas primarias o directas de la proteina GAI que estarian
potencialmente implicadas en el control del desarrollo temprano del fruto en

Arabidopsis.

Hemos comprobado como se produce una gran cambio en el programa
transcriptomico en las fases tempranas tras la fructificacién. El hecho de no

identificar categorias funcionales caracteristicas, junto con el elevado niumero de
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genes diferenciales identificados, indican que la fructificacidon es un proceso
complejo, en el que participan tanto multiples rutas bioquimicas como diferentes
tejidos y organos. Sin embargo, destaca la alta proporcion de genes implicados
en la respuesta hormonal, principalmente de auxinas, etileno, ABA, JA y CKs.
Aunque se considera que las GAs y las auxinas son las hormonas principales en
regular el proceso de fructificacion, nuestros datos sugieren que otras hormonas
podrian estar implicadas en este proceso. Ademas, los analisis han permitido
identificar genes relacionados con la identidad y desarrollo floral que, ademas,
estan también relacionados con la respuesta hormonal, como los genes de
respuesta JA y genes de tipo AGAMOUS. Se sabe que AGAMOUS regula la
maduracién del estambre por el control directo de los genes de biosintesis de JA
(Hou et al, 2008). Por otro lado, muchas de las dianas directas identificadas en
este trabajo no solo estan reguladas por GAs, sino que también estan implicadas
en otras rutas hormonales, como NVACI que se induce por auxinas (Henanff et al,
2013), bZIP58 que interactia con AB/3 en la maduracién de la semilla por ABA
(Ehlert et al, 2006), o 7ZF3 implicado en respuesta a ABA 'y JA (Lee et al, 2012).

Ademas, hemos realizado una primera aproximacién experimental para conocer
la implicacion biologica de las dianas directas PIL2 y RBE en la respuesta a GAs.
Hemos comprobado que PIL2 es diana e interactor de DELLA. Ademas hemos
comprobado la interaccidon proteina-proteina de las isoformas PIL2-a y PIL2-y
con RGL1, lo que sugiere que la union con la DELLA es a través del extremo C-
terminal de PIL2. Previamente Gallego-Bartolomé et al (2010) mostré una
interaccion de PIL2 con RGA y RGL2, si bien en este trabajo no se realizd una
distincién entre las 3 isoformas. Nuestros datos indican que P/L2 esta implicado
en la germinacion mediada por GAs. En un estudio previo se mostré que P/L5 es
un regulador negativo de la germinacion en Arabidopsis (Oh et al, 2004). De
hecho, los dos genes forman parte del grupo P/F3 de la familia de los PIL, por lo
que es probable que participen en procesos bioldgicos similares. Su funcion en
fructificacién no se ha podido evidenciar utilizando mutantes simples, debido
posiblemente a la redundancia génica de la familia PIL, lo que hace necesario

utilizar mutantes con lesiones en varios genes de la familia.
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Finalmente, hemos realizado una primera aproximacién para conocer la
implicacién biolodgica de RBE en el desarrollo del fruto. Se ha reportado que RBE
reprime la transcripcién de AGy miR164c, reguladores de la expresion de CUCI
y CUC2 responsables de la organogénesis de pétalos y sépalos (Huang et al,
2012; Takeda et al, 2014). Nuestros datos indican que RBE esta implicado en la
germinacién mediada por GAs y en el desarrollo del fruto de una forma

indirecta, es decir, por su implicacién en la ontogenia del évulo y por tanto en la

fertilidad.
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Conclusiones generales

Las conclusiones de esta Tesis son:

1. La expresion de los genes de biosintesis de GAs, de los receptores GID1 y
de las proteinas DELLA son diferenciales en los pistilos y frutos de
Arabidopsis.

2. Existe una correlacion entre los patrones de expresidon espacial de los
genes de biosintesis, GID1s y DELLAs en los pistilos.

3. Los datos de co-expresidn son consistentes con estudios in vitro de la
afinidad de las interacciones entre GA-GID1-DELLA, lo que sugiere la
existencia de una co-evolucion entre la afinidad y la expresion de los
genes de este complejo, al menos en el fruto.

4. Los receptores GID1A y GID1B participan en la formacion y desarrollo de
la semilla, mientras que los receptores GID1A y GID1C estan implicados
en la elongacién de la valva dependiente de GAs.

5. Elanalisis transcriptdmico revela la alta complejidad de la red regulatoria
que define la fructificacion y el desarrollo temprano del fruto de
Arabidopsis.

6. RBE es una diana directa de DELLA, que se regula positivamente por GAs.
La caracterizacion del mutante nulo sugiere su implicacion en la
fructificacion, especificamente en procesos relacionados con la ontogenia
del évulo, asi como en germinacion mediada por GAs.

7. PILZ es una diana directa de DELLA, que se regula negativamente por
GAs. PILZ interacciona fisicamente con RGLI a través del domino C-
terminal. Los datos de los alelos mutantes sugieren una funcion de P/L2
en germinacion mediada por GAs, mientras que su funcion en
fructificacidn no pudo ser confirmada, debido posiblemente a la

redundancia génica.
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6.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

En este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana Columbia
(Col0) y Landsberg erecta (Ler ). También se utilizd6 el mutante androestéril
condicional cer6-2 (Preuss et al, 1993, Fiebig et al, 2000) en el fondo Ler,
obtenido del Stock Center del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC).

Los mutantes simples de los genes GID1 utilizados fueron los descritos
previamente por Griffiths et al (2006): gidla-1 (SALK_142767), gidlb-I1
(SM_3_30227) y gidlc-1 (SALK_023529), en fondo Col0 y mencionados en el texto
como gidla gidlb y gidlc respectivamente. Los dobles mutantes gidla-I
gidlb-1, gidla-1 gidic-1 'y gidlb-1 gidlc-1 se generaron por cruzamiento
genético, y se confirmaron por genotipado usando los oligos descritos en la

Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Oligos usados en el genotipado de los mutantes gidI con DNA genémico*

ﬂ Oligo Secuencia oligo Referencia
(5°-3)

GID1A At3g05120  GID1a-F GGGTTAACTCGAGATCTTGGC En este trabajo
GID1a-R CGCCGAAATCTCATCCATAACA En este trabajo
LBA1 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG Griffiths et al., 2006

GID1B At3g63010  GID1b-F TCTCCTGTCCACCAAACATTG Griffiths et al., 2006
GID1b-R CTGGGTTTTGGAGACTATGGC Griffiths et al., 2008
SALT-3 CTTATTTCAGTAAGAGTGTGGGGTTTTGG Griffiths et al., 2006

GID1C  At5g27320 GID1c-F ACCACCACCTCTTATTAGCTC En este trabajo
GID1e-R CAGGGGAACTATACACAAACACAAC En este trabajo
LBA1 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG Griffiths et al., 2006

Para el genotipado del locus silvestre, el oligo directo fue combinado con el correspondiente oligo reverso. Para el :

genotipado de los alelos mutantes, se utilizd el correspondiente oligo reverso y el oligo correspondiente a los T-
DNAs, LBA1 para gidfay gid1cy SALT-3 para gid1b.

Para los estudios de degradacion del endocarpo y la caracterizacion de la
expresion de las dianas primarias de las proteinas DELLA se utilizaron los 4
mutantes 3xdella (gaiT6 rgal2 rgll-1, gaiT6 rgal2 rgl2-1, rgal2 rgll-1 rgl2-1 y
gaiT6 rgll-1 rgl2-1)y el mutante 4xdella (rgaTl2 gaiT6 rgl2-1 rgl1-1) (Cheng et al,
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2004), todos ellos en el fondo cer6-2y ecotipo Ler. También se utilizo el mutante
cuadruple de pérdida de funcién (4xdella) rgaT2 gaiT6 rg(2-1 rgl1-1 (Cheng et al,

2004) introgresado igualmente en el fondo cer6-2.

Para la identificacion de dianas primarias de DELLA se utilizé la linea GAl
(pGAl.gai-1-GR) (Gallego-Bartolomé et al, 2011) introgresada en el fondo cer6-2
4xdella. Estos cruzamientos fueron genotipados con la lista de oligos de la Tabla
6.2.

Tabla 6.2. Oligos usados en el genotipado de la linea cer6-2 4xdella pGAl:gai-1-GR

Secuencia oligo Producto PCR | Referencia
(5°-3')

gai-T6 300-F CTAGATCCGACATTGAAGCA wt: 1100 bp Este trabajo
302-R AGCATCAAGATCAGCTAAAG Este trabajo
T6-304 TCGGTAGGGGATTTTCGCAT mutante: 600 bp Este trabajo
rga-T2 906-F GCCGGAGCTATGAGAAAAGTGG wt: 1200 bp Este trabajo
2076-R AAGAATTTTAAACAAGTGAACG Este trabajo
T2-DS3-2 CCGGTATATCCCGTTTTCG mutante: 1000 bp Este trabajo
rgl1-1 1670-F AAGCTAGCTCGAAACCCAAAT wt: 650 bp Este trabajo
2295-R CCACAGAGCGCGTAGAGGATAAC Este trabajo
1-DS5-P1 CATGGGCTGGGCCTCAGTG mutante: 400 bp Este trabajo
rgl2-1 856-F GCTGGTGAAACGCGTGGGAACA wt: 1100 bp Este trabajo
1883-R ACGCCGAGGTTGTGATGAGTG Este trabajo
1-DS3-2 CCGGTATATCCCGTTTTCG mutante: 650 bp Este trabajo
cer6-2 dcer6-F TCGTGTCCCCTTCGCAACTTTCAT wt: 163 bp Este trabajo
dcer6-2-R GTCCATGGTTGGTGTGGGAGGAATCTAA mutante: sitio corte Este trabajo

dde-l 1100 bp
pGAl:gai-1-GR FV320-GR  TGCTGAATCCCTTTGATTTTTTC 1100 bp Este trabajo
GAI609 CGGAGCTATGAGAAAAGTCGCT Este trabajo

Para el genotipado del locus silvestre, el oligo directo fue combinado con el correspondiente oligo reverso. Para el
genotipado de los alelos mutantes, se combind el oligo directo con el correspondiente oligo del alelo mutante.

Las construcciones de fusion traduccional pGID1A:GID1A-GUS, pGID1B:GID1B-
GUS y pGID1C:GID1C-GUS (Suzuki et al, 2009) fueron proporcionadas por el Dr.
Nakajima de la Universidad de Tokio. Las semillas de las construcciones
traduccionales de pGA200x1:GA200X1-GUS (Hay et al, 2002) vy
pPGA200x2:GA200X2-GUS (Frigerio et al, 2006) fueron cedidas por el Dr. Hedden
de Rothamsted Research Center. Las semillas de las construcciones
transcripcionales PGA30x1.GA3oxI-GUS, PGA30x3:GA30x3-GUS y
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PGA30x4:GA30x4-GUS (Hu et al, 2008) fueron proporcionadas por la Dra. Tai-
ping Sun de la Universidad de Duke (NC, EEUU).

Para la caracterizaciéon bioldgica de PIL2 se usaron las lineas 35S5P/IL2-a y
35S5:PIL2-B (Penfield et al, 2010) y el mutante pi2-2 (SALK_147579) aislada de
una coleccién de insercion de T-DNA (Alonso et al, 2003). Para los estudios
biologicos de RBE se us6 el mutante rbe-2 (SALK_037010C) de insercién de T-
DNA. Para los estudios de crecimiento partenocarpico de los mutantes de évulo
se utilizaron los mutantes bel-1 (Robinson-Beers et al, 1992) y ant-4 obtenidos
del ABRC.

Las semillas se esterilizaron superficialmente con etanol (EtOH). Para ello se
incubaron en EtOH 70% y Triton X-100 0,05% como agente mojante durante 15
min en agitacién, seguido de una incubacién de 10 min en EtOH 96%. Las
semillas se depositaron sobre un papel de filtro estéril y se dejaron secar en la
cabina de flujo laminar. Una vez secas, las semillas se distribuyeron en placas
petrt con medio nutritivo MS %2 (Murashige y Skoog, 1965), se incubaron a 4°C
durante 4 dias para su estratificacion y finalmente se transfirieron a cabinas de
crecimiento, con fotoperiodo de dia largo (16/8h) y temperatura media de 22°C,
donde permanecieron 10-14 dias. A continuacion, las plantulas se transfirieron a
substrato sélido, consistente en una mezcla de compost, vermiculita y perlita en
relacion 2:1:1 y se cultivaron en camaras de crecimiento con fotoperiodo de dia
largo (16/8h) y temperatura media de 22°C. Para poner de manifiesto el fenotipo
cer6-2 de androesterilidad condicional, las plantas se crecieron en cabinas
provistas de un deshumidificador para mantener la humedad relativa menor de
50-60%. Para la obtencion de semillas, las plantas se crecieron en alta humedad
relativa. Las plantas se regaron durante todo su ciclo de vida con una solucién

nutritiva estandar (5 mM KNOs, 2,5 mM KH,PO,4, 4 mM MgSO,, 2 mM Ca(NOs),).

6.2. Generacion de lineas transgénicas DELLA-GUS

Las construcciones de las fusiones transcripcionales de los promotores

de GAIl, RGA y RGL1 con el gen GUS (pGA/:GUS, pRGA.GUS y pRGLI1:GUS) se
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realizaron por el Dr. Jianhong Hu en el laboratorio de la Dra. Tai-ping Sun en la
Universidad de Duke (NC, EEUU). Para el gen RGL2 se utilizé el alelo rgl2-5 que
corresponde con la linea de ‘gene trap’ SGT11937 en la cual el elemento Ds-GUS
se inserta en el extremo N-terminal de RGL2 (Lee et al, 2002). El procedimiento
de generacidén de estas construcciones se describe en Gallego-Giraldo et al
(2014). Se generaron las lineas transgénicas correspondientes durante una
estancia de tres meses en dicho laboratorio. Se transformaron plantas de
Arabidopsis Col0 con los plasmidos DELLA-GUS y se llevaron a homocigosis
aquellas que portaban un Unico locus de insercion segun el patron de
segregacion de la resistencia a kanamicina, y siguiendo la metodologia descrita
en Hu et al (2008). Posteriormente se realizd un testado de estas lineas para
seleccionar aquellas con mayor consistencia e intensidad de sefal en los perfiles
de expresidon. Se partié de un total de 32 lineas para las tres construcciones, de
las cuales se seleccionaron las lineas pRGA:RGA-GUS # 1-3-1, pGAI:GAI-GUS # 4-
10-1y pRGLI:RGLI-GUS #1-1-2 para los estudios de expresidn espacio—-temporal

de los genes correspondientes.

6.3. Ensayos de fructificacion

La fertilidad de los mutantes de los receptores GID1, y de las dianas PIL2
y RBE se determind en frutos autopolinizados o frutos provenientes de flores
emasculadas, cuyos pistilos fueron polinizados con polen parental. En este caso,
las flores se emascularon manualmente (eliminacion de sépalos, pétalos y
anteras) un dia antes de la antesis, y la polinizacion manual se realizé al dia
siguiente. Los frutos se recolectaron en el momento de maduracién, alrededor
de 12-15 dpa. Se determind el numero de semillas y la longitud de la silicua,
medida con un calibrador digital. La ratio entre el nimero de semillas y la

longitud se determiné para cada fruto de forma individual.
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6.4. Induccion de partenocarpia

Para inducir la partenocarpia se realizaron aplicaciones de la hormona
GA; en pistilos no polinizados en antesis. Para ello las flores se emascularon un
dia antes de antesis y se trataron al dia siguiente pulverizando la parte aérea de
la planta con una solucion de 330 uM de GA; (Fluka) y 0,01% (v/v) Tween 80, pH
7. La evaluacion del crecimiento partenocarpico se realizé recolectando los frutos
y los pistilos 10 dias después del tratamiento y se escanearon para medir su
longitud a partir de la imagen mediante el software Image J. Se realizaron 3

réplicas biologicas en cada experimento con resultados similares.

6.5. Analisis de expresion génica por qPCR

Para los ensayos de expresidn de transcritos por gPCR se recolectaron
muestras de pistilos y plantulas, segun se indica en cada caso, congelandolas
inmediatamente en N, liquido. Todas las recolecciones se realizaron a la misma

hora del dia para limitar los efectos del ciclo circadiano y/o fotoperiodo.

Para analizar la expresion especifica de tejido de los receptores GID1 y las
proteinas DELLA, se extrajeron por separado los 6vulos-funiculos y valvas de
pistilos no fecundados de 1, 2 y 3 dpa del mutante androestéril cer6-2 crecido en
condiciones restrictivas para evitar la fecundacion. Para ello los pistilos se
diseccionaron manualmente usando cuchillas y agujas de acupuntura bajo un
estéreo-microscopio. Ademas se recolectaron pistilos enteros en antesis como

control.

EL ARN total se extrajo usando el kit RNeasy Plant Mint kit (Qiagen). El ADN
genomico fue eliminado usando 50 unidades de DNasel (RNase-free DNase set,
Qiagen) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para la sintesis de cDNA,
se parti6 de 1 ug de ARN total utilizando el kit SuperScript™ First-Strand
Synthesis System para gqPCR (Invitrogen). Las muestras de cDNA se diluyeron en

un volumen total de 80 pl (30 pl para las muestras de évulos y valvas). Las gPCR
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fueron realizadas utilizando el SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied

Biosystems).

Para cada muestra se realizaron tres réplicas técnicas, se utilizaron placas
MicroAmp™ Optical 96 Fast-well reaction plate (Applied Biosystems). Las
mezclas de reaccion en cada pocillo tuvieron un volumen final de 20 pl (1 ul de
cDNA, 10 pl de SYBR® GREEN y oligos a una concentracion final de 0,5 pM). Las
condiciones generales de PCR usadas para la amplificacion del ADN fueron de 2
minutos a 50°C, desnaturalizacién durante 10 minutos a 95°C y 40 ciclos de
amplificacion (cada uno consistia en una desnaturalizacién de 15 segundos a
95°C y una elongacion de 1 minuto a 60°C). La reaccién fue llevada a cabo en un
termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Los oligos
usados para los genes G/D1y DELLA (Tabla 6.3) y para los genes candidatos
dianas directas de DELLA (Tablas 6.4 y 6.5) se disefiaron con el software Primer
Express™ v2.0 (Applied Biosystems), testando previamente el grado de eficiencia

de los oligos para cada gen.

Tabla 6.3. Oligos usados en qPCR de los genes G/D1y DELLA.

Cadigo Oligo Secuencia oligo Referencia
(5'to 3')

GID1A At3g05120 G1DA-gF AAACGCTAAAGCTTGTGGAAGAA En este trabajo

GID1A-gR CCTTTCCAAGTCTCTAAACGCCT En este trabajo

GID1B At3g63010 GID1B-gF TTCTGTGAGGTCTTGGTTGCGC En este trabajo

GID1B-gR TCGCGATAACCGAAGTGGTCTCTC En este trabajo

GID1C At5g27320 GID1C-gF ACAAACGGGTGATATCCACCA En este trabajo

GID1C-gR AAAACGAGAATCTCGGGCTTTC En este trabajo

GAl At1g14920 GAl-gF CCTCCGTCGTCTAACGCC En este trabajo

GAl-gR GTTGACTCAGCCGTCGCTGTAG En este trabajo

RGA At2g01570 RGA-gF AGAAGCAATCCAGCAGA En este trabajo

RGA-qR GTGTACTCTCTTCTTACCTTC En este trabajo

RGL1 At1g66350 RGL1-gF GAGTTCATCAATGACGACGGT En este trabajo

RGL1-gR GTACTCTGAGTCAGGCTT En este trabajo

RGL2 At3g03450 RGL2-qF CACCAAAACCACTACCAGC En este trabajo

RGL2-gR CTATCCACACAACTTCGGG En este trabajo

UBQ10 Atdg05320 uBQ10-gF GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG Czechowski et al.,
UBQ10-gR  AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAG 2005
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Tabla 6.4. Oligos usados en qPCR para la identificacién de dianas rapidas de DELLA

n Secuencia oligo Referencia
(5'-3')

MYB13 At1g06180 MYB13-F GGCAACAGATGGTCTGCGATA En este trabajo
MYB-13R GTGTGCCAAACATTTTTAATTTCG En este trabajo
bZIP58 At1g13600 bZIP58-F CACGAAACAAATCAAAGCAAAGA En este trabajo
bZIP58-R CTCCATGATTGGTGTTTGGTTATTAT En este trabajo
ERF38 At2g35700 ERF38-F CTCACGACGTGGCAGCTTTA En este trabajo
ERF38-R AAGCGAGCTCCGGGAAGT En este trabajo
ERF110 At5g50080 ERF110-F CGGAGATGTCTGCCATGGT En este trabajo
ERF110-R GTGAGCACCTTCAGCCTCAGT En este trabajo
MYB10 At3g12820 MYB10-F TGGATGCACCACAATCACTAGA En este trabajo
MYB10-R  TGGGTTTGTAGTGAGTCTGGTTTAGA En este trabajo
MYB106 At3g01140 MYB106-F TCGTCTTCCACAGGACAATCAA En este trabajo
MYB106-R CGAGTCTTGCACTCTCCCATT En este trabajo
RBE At5g06070 RBE-F GATGTTAGGGTTGGTCATTGGAA En este trabajo
RBE-R CTAGCCTTAGCTCAAGATCCAACTC En este trabajo
NAC1 At1g53160 NAC1-F CCGAAGGACGATGAGCTTGT En este trabajo
NAC1-R GCATGCCATTTTTGGGATGT En este trabajo
SCL3 At1g50420 SCL3-F CATGGTGGTCACTGAGCAAGA En este trabajo
SCL3-R AAACAATGCTGCGTAGGTGTAAAG En este trabajo
WiIP3 At1g08290 WIP3-F CGGCTGCCATGCTATTGC En este trabajo
WIP3-R GCTTACGTTTGTAATGTGTCTGAAGTG En este trabajo
MYB-Like At1g31310 31310-F GCAACCTGTTTTGTTACCACTTCA En este trabajo
31310-R CTATCCTTTGTGGGCAGTATTGG En este trabajo
MYB-Like At3g11280 11280-F CGAGCCACGCCCAAAAG En este trabajo
11280-R GATACTTGGCCTGCGTTTGTC En este trabajo
3H49/TZF3  At4g29190 TZF3-F TGGGTTTCAGTCTCTGCCTACA En este trabajo
TZF3-R GGGTTCTTCCTCCAAACCATACT En este trabajo
MYB-Like At2g35640 35640-F CTTCGCCGCCTCAACCT En este trabajo
35640-R GATGTACCTACTGTGGGCGGTATA En este trabajo
SPL4 At1g53160 SPL4-F CAAGAAAGATCAAGGGTAGAGATGACA En este trabajo
SPL4-R CACTCCTTACTCGTATAGCTTCTCTATCTAAT En este trabajo
PIL2 At3g62090 PIL2-F AAAACTCTGCACCTTTCATTCCA En este trabajo
PIL2-R TTGACAAAGAGTTGGGATTTGGT En este trabajo
GA20x8 Atdg21200 Forward CATGGAGCAATGGCATGTACA Gallego-Bartolome
Reverse GGTTCGTCATCACACGGTGTT J, 2011
PAP1 At1g56650 Forward TTGGTTCCTGAAGCGACGAC Gallego-Bartolome
Reverse GTCAAAAGCCAAGGTGTCCC J,20M
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Tabla 6.5. Oligos usados en qPCR para la identificacién de las isoformas de P/L2

n Oligo Secuencia oligo Referencia
(5'-3)

PIL2a At3g62090 PIL2a-F CACCTGAGAGAAATCAAAGAAATGATA En este trabajo
PIL2a-R TGTCGTCCTTGTGAGAGTTAGGTAGT En este trabajo
PIL23 At3962090 PIL2B-F GGCCACAAGTTCCTGCAAGA En este trabajo
PIL2B-R TCGATTCGTTGTCGTCTCTCA En este trabajo
PIL2y At3g62090 PIL2y-F GGCCACAAGTTCCTGCAAGA En este trabajo
PIL2y-R CGATTCGTTGTCGTCTCTCTCA En este trabajo

Los valores de expresidén génica se calcularon mediante la cuantificacién de la
fluorescencia en un punto de la fase exponencial de la reaccién de amplificacién
(umbral) asociado a un nimero de ciclos concreto para cada gen (Ct). A partir
del parametro Ct se calcularon los valores de expresién relativa de los genes de
interés en las distintas muestras respecto a la muestra control, normalizados en
referencia al nivel de expresién del gen constitutivo wbiquitinal0 (UBQ10,
At4g05320) (Czechowski et al, 2005). La expresidn constitutiva de este gen fue
confirmada en nuestras muestras. El calculo de la expresion relativa se realizd
usando el método AACt (Applied Biosystems), donde la AACt fue calculada para
cada muestra como la diferencia de Ct entre el gen de interés y el gen
constitutivo, con respecto a una muestra control. El nivel relativo de expresion se
determin6 como la inversa del log, del ACt (Muestra) — ACt (Muestra referencia).
El tipo de normalizacion se indica en la leyenda de las figuras y en el texto

correspondiente a cada experimento.

Para la cuantificacion del ndmero de copias de cada gen, el cDNA
correspondiente se clono en el vector pGEM-T Easy vector (Promega), usando los
oligos de la Tabla 6.5. La cuantificacién de los valores absolutos de expresion de
los genes G/D1y DELLA se realizd como se describe en Whelan et al (2003). Se
generaron curvas estandar usando una dilucién seriada del plasmido de ADN
purificado de cada gen, en un rango de 10-" a 10-°. El nimero de copias de
cada plasmido en cada dilucion fue calculado en base al peso molecular y a la
concentracion inicial de cada construccion (Whelan et al, 2003). El log;, del

numero de copias de cada transcrito se determind a partir de la curva estandar y
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el valor umbral del ciclo Ct de los datos de la gPCR. El nimero de copias de cada

gen fue normalizado usando el nimero de copias de UBQ10en cada muestra.

6.6. Analisis Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para el estudio de degradacion del endocarpo se recolectaron frutos
autopolinizados de 7, 8, 9 y 10 dpa de los mutantes simples y dobles gid1, ast
como frutos de 6 y 9 dpa de los mutantes 3xdellay 4xdella. Para el estudio de
los defectos en el 6vulo y semillas del mutante rbe-2 se utilizaron flores en
antesis y semillas maduras, respectivamente. Las muestras se montaron en un
sistema de soporte de criotransferencia CT-1000C (Oxford Instruments)
interconectado con un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-5410. A
continuacién las muestras se congelaron en N, liquido y posteriormente se
fracturaron para observar la estructura interna. El agua superficial condensada se
sublimo controlando el calentamiento a -85°C y las muestras se cubrieron con
oro mediante pulverizacion para ser observadas con energia de electron

incidente de 10 keV.

6.7. Ensayos histoquimicos con 3-glucuronidasa (GUS)

Para realizar el ensayo de la actividad B-glucuronidasa, los pistilos y los
frutos se fijaron durante 30 minutos en acetona fria al 90% y se lavaron
posteriormente con solucidon de ensayo sin el substrato (50 mM fosfato sédico
pH 7.0, KsFe(CN)s, K4Fe(CN)g y 0.2% Triton X-100). Las muestras se transfirieron a
la solucién de ensayo con substrato (2 mM 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
glucoronidasa ciclohexilamonio (X-GLcA), Duchefa) y se infiltraron a vacio
durante 10 minutos seguidos de una incubacion durante 24 horas a 37°C. Las
concentraciones de Ks;Fe(CN)g y K4Fe(CN)g se ajustaron en funcidn de los niveles
de actividad GUS en cada linea transgénica con el fin de obtener la sefial 6ptima
(5 mM para GID1A-GUS y GID1B-GUS, 10 mM para GID1C-GUS, 0,2 mM para
GA200X-GUS, 2,5 mM para GA3OX-GUS, 5 mM para pGAI-GUS y pRGA-GUS, 2
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mM para pRGL1-GUS y 3 mM para RGL2-GUS). Después de la tincidon las
muestras se deshidrataron en series crecientes de etanol al 20, 35, 50 y 70% (v/v)
y se aclararon durante 7 dias en hidrato de cloral (Across Organics) en
glicerolagua en proporciones 8:1:2 (g:mlml). Las muestras se observaron y
fotografiaron en un microscopio Nikon Eclipse E600 (Nikon Instruments)
acoplado a una camara fotografica digital Nikon Digital-Sight (DS-Fil) y un
ordenador con el software de analisis de imagen AnalySIS 3.2 (Soft Imaging
System) y NIS —Element F3.0.

6.8. Procedimientos histolégicos en resina y parafina

Los pistilos y frutos se recolectaron y se infiltraron en vacio durante 10
minutos en 4% (p/v) paraformaldehido (Sigma) en 100 mM fosfato sédico pH 7,2
con 0,05% (v/v) de Tween 20 (Sigma) y se fijaron toda la noche a 4°C. Las
muestras se deshidrataron en series crecientes de etanol al 20, 35, 50, 70 y 100%
(v/v) y posteriormente se embebieron en resina Technovit 7100 (Kulzer). Las
muestras se colocaron en capsulas de gelatina para su polimerizacion y se
obtuvieron secciones de 2 pm con un microtomo MicromHM330, seguido de su
tincion con 0,02% (p/v) de azul de toluidina. Las muestras se observaron vy

fotografiaron en el microscopio Nikon Eclipse E600.

Para la observacidon de la actividad GUS en cortes de resina, las muestras tras la
tincidon con X-GlcA se deshidrataron en series crecientes de etanol de 20, 35y
50% (v/v), y posteriormente se fijaron durante 30 minutos en solucion FAE (50%
(v/v) etanol, 5% (v/v) formaldehido, 10% (v/v) acido acético), seguido de una
deshidratacién final con 100% (v/v) de EtOH las muestras se embebieron en

resina Technovit 7100.

6.9. Hibridaciones in situ de ARN

Los pistilos y frutos se recolectaron en viales de cristal que contenian el

fijjador FAE. A continuacién se infiltraron en vacio durante 20 minutos, tras lo cual
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se realizd un cambio del fijador por otro fresco, continuando la fijacidon o/n a
4°C. A continuacién, las muestras se deshidrataron en series crecientes de etanol
50%, 70% y 95% (v/v), 30 minutos cada una, seguido de una tincién del tejido
con EocinY en EtOH 95% (v/v) a temperatura ambiente durante 2 horas. Esta

solucidn se dejo durante toda la noche a 4°C.

6.9.1.Imbibicidon y montaje de bloques
Las muestras se incubaron durante 1-2 horas en EtOH 100% y en

concentraciones crecientes de histoclear (National Diagnostic) en EtOH (25%,
50% 75%, y 100 % v/v). Posteriormente se afiadié un volumen igual de lentejas
de parafina Paraplast- Plus (Sherwood Medical) y se incubd o/n a 58-60°C. Al dia
siguiente se sustituyo la mezcla por parafina al 100% y se realizaron cambios
consecutivos con parafina nueva cada 3 horas hasta la completa eliminacién del
histoclear. Por ultimo se montaron las muestras en una placa caliente a 55°C, con
moldes metalicos y bases desechables para el microtomo. Tras enfriarse los
bloques a 4°C, se realizaron secciones con el microtomo de 8 um de espesor, y
con la ayuda de una lupa binocular se determind la zona de interés para
depositar los cortes correspondientes en los portaobjetos. Para ello, las tiras se
cortaron en trozos de mas o menos 1,5 cm y se dejaron flotar en un bafio a 45°C
para eliminar las arrugas del tejido. Las tiras se recogieron con un portaobjeto y

se dejaron secar horizontalmente en una placa a 45°C durante toda la noche.

6.9.2.Preparacion de la sonda
Mediante PCR se amplificd el cDNA de los genes G/DI con los oligos

indicados en la Tabla 6.6, los productos resultantes se clonaron en el plasmido
pGEM-T Easy (Promega). Se linearizaron de 5 a 10 pg de plasmido mediante
digestion con Xbal Los fragmentos digeridos se precipitaron con EtOH y se
resuspendieron en agua. El plasmido lineal se utilizo6 como molde para la
transcripcion in vitroy generar ast las ribosondas antisentido. A esta reaccion le
fue afladido el tampdn de reaccion de transcripcion correspondiente al 1X, 40
unidades (1 pl) RNasin (Protector Inhibidor RNasa), DIG RNA-labeling mix (10X,
Roche), 20 unidades (2 ul) de ARN polimerasa SP6 (Roche Diagnostics) y 2 ug de

ADN molde. La reaccién se incubo en un termobloque durante 90 minutos a
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37°C. Tras la incubacion se anadieron 10 unidades (1 ul) de DNasa libre de RNasa
(Amersham) y se incubd durante 15 minutos a 37°C. Para comprobar la

transcripcién se cargd 1 ul en un gel de agarosa al 1,5%.

Posteriormente, se precipitaron las sondas con 1 ul de tRNA de levadura 10
ug/ul, 25 pl de 7,5 M NH40ACc (acetato amonico), 220 pl de EtOH absoluto y 36,5
ul de agua miliQ estéril, a -80°C durante 1 hora. El sedimento se re-suspendié en

10 pl de agua miliQ estéril. La sonda se guardd a -80°C hasta su cuantificacion.

6.9.3.Cuantificacion de la sonda mediante ‘dot blot’
Se prepararon diluciones 1/20, 1/50, 1/1000 y 1/2500 a partir de 1 yl de la

sonda. Se aplico 1 pl de cada dilucién a una membrana de nilén y unid
covalentemente mediante luz UV. El revelado de la membrana se realizé con una
tira control con distintas concentraciones de ARN marcado con digoxigenina
(RNA Scripts Test, Roche Diagnostics). Las tiras se humedecieron en 1X TBS (100
mM TrissHClL pH 7,5 y 400 mM NaCl) durante 10 minutos y en TBS con el
anticuerpo Anti-DIG-Ab (1/3000) durante 15 minutos. La membrana se lavd en
tampdn de deteccidon sin sustrato durante 1 minuto y finalmente se reveld con
tampdn de deteccidn con sustrato (150 pl de NBT (100 mg/ml) y 150 ul de BCIP
(50 mg/ml)) por cada 100 ml de tampodn hasta que se visualizé en la tira control
la aparicion de la sefial para la ultima dilucion. La concentracion de sonda a
utilizar en cada caso fue la que mas se aproximo al penultimo punto de la tira. La
concentracion final en el tampoén de hibridacién que corresponde a cada punto
es %2, 1/25,1/100 y 1/250.

6.9.4.Pre-hibridacion
Se realizd una desparafinacion de los cortes con dos lavados en histoclear

100% durante 10 minutos. Los cortes se hidrataron en series crecientes de EtOH
de 2 minutos cada uno (100%, 95%, 70%, 50%, 35% v/v), y finalmente se
realizaron dos lavados de 2 minutos con agua miliQ. A continuacion se realizé la
hidrolisis de las proteinas mediante un tratamiento de 20 minutos en 0,2 M HCl a
temperatura ambiente. Seguidamente, se sometio el tejido a una incubacion con
protetnasa K (1 pg/ml) durante 15 minutos a 37°C. Los portaobjetos se lavaron

en 1X PBS (Tabla 6.7) durante 2 minutos y la proteinasa K se bloqued con 2
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mg/ml de glicina en 1X PBS durante 2 minutos. Posteriormente se realizaron 2
lavados de dos minutos en PBS y el tejido se fijo con 4% de formaldehido en PBS
(30 ml del FA 37% en 270 ml de PBS) durante 10 minutos. Transcurrido este
tiempo, se llevaron a cabo dos lavados de 5 minutos en PBS y nuevamente se
deshidrato el tejido en series de EtOH de 2 minutos cada una (30%, 50%, 70%,
95% y 2X 100% v/v). Finalmente se escurrieron y secaron los portaobjetos
mediante un vacio de 20 minutos o bien se dejaron secar en la campana durante

al menos 1 hora.

Tabla 6.6. Lista de oligos usados en las sondas de hibridacion in situ de los receptores
GID1 y para el clonaje de los genes G/D1 y DELLA en el plasmido pGEM-T para la
cuantificacién absoluta por qPCR.

Coédigo Oligo Secuencia oligo Producto Referencia
(5'to 3') PCR

GID1A At3g05120 G1DA-ISF CAGAAATGGCTGCGAGCGATG 841bp En este trabajo
GID1A-ISR  CGCCGAAATCTCATCCATAAC En este trabajo
GID1B At3g63010 GID1B-ISF  GAATAAGTTTGTGCACTCCATAG 488bp En este trabajo
GID1B-ISR  GGAAGTGAGAAACTACAACCAC En este trabajo
GID1C Atbg27320 GID1C-ISF CCAATGAGAACACTCTTATC 428bp En este trabajo
GID1C-ISR  GAAAATAAGATCACTTTTAGG En este trabajo
GAI At1g14920 GAI-ISF TAAGCAGTCCTAACCGATCCC 743bp En este trabajo
GAI-ISR TAAATCCGCCGCGCGAGAG En este trabajo
RGA At2g01570 RGA-ISF CTTCATCATCCCCAAACACAC 1947bp En este trabajo
RGA-ISR TCGATTCAGTTCGGTTTAGGTC En este trabajo
RGL1 At1g66350 RGL1-ISF CAATTATTATGACACTCCCGTG 1697bp En este trabajo
RGL1-ISR  CATTTCATTGGCCTGACCCTGA En este trabajo

CG
RGL2 At3g03450 RGL2-ISF CCTTACCAACCCATGAAGTAAAG 1850bp En este trabajo
RGL2-ISR  CTCAAAGATACGCACAAGGTCC En este trabajo

6.9.5.Hibridacién y lavados
La sonda se diluy6o a la concentracidon adecuada (segun la cuantificacion

descrita previamente) en tampén de hibridacién y se desnaturalizé a 80°C
durante 2 minutos. Se aplicaron 300 pl de la sonda sobre cada portaobjetos. Las
muestras se incubaron toda lo noche en una caja himeda sellada a temperatura
de hibridacion (50-54°C). Al dia siguiente se separaron los portaobjetos en
solucién de lavado (formamida al 50% en 2X SSC) y se hicieron dos lavados de

90 minutos con TBS a la temperatura de hibridacién.
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6.9.6.Inmunodeteccion
Los portaobjetos se lavaron en TBS durante 5 minutos. A continuacion se

pasaron a jarras coplin y se incubaron en solucion bloqueante (0,5% Roche
blocking en TBS) durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se lavaron en 1% BSA
y 0,3% (v/v) Triton X-100 en TBS durante 30 minutos. Posteriormente se
incubaron entre 90-120 minutos en la solucidn anterior con el anticuerpo anti-
DIG-ab (dilucion 1:3000) (AP conjugated anti-DIG, Fab fragment, Roche), y se
hicieron tres lavados de 20 minutos en 1% BSA y 0,3% (v/v) Triton X-100 en TBS
y un lavado de 5 minutos en tampdn de deteccion sin sustrato (el tampdn de
deteccion esta formulado por el tampdédn de deteccion A y B (Tabla 6.7) en
proporciones iguales 1:1). Pasado ese tiempo el tampdn se sustituyd por el
tampdn de deteccidn con sustrato. Por cada 100 ml de solucion de deteccion se
ahadieron 150 pl de NBT (100 mg/ml) y otros 150 pl de BCIP (50 mg/ml). Las
muestras se incubaron en esta solucién durante un periodo que oscilaba entre
una noche y varios dias (dependiendo la intensidad de sefial de cada sonda) a
37°C.

6.9.7.0bservacion de los resultados
La reaccion se detuvo lavando las muestras con abundante agua. En

aquellos casos en los que habia mucho fondo o sefial el tejido se deshidratd en
series de EtOH crecientes de forma rapida (2 minutos cada una), para eliminar
precipitados inespecificos. Posteriormente se realizaron los montajes con
cubreobjetos y se procedié a su observacion en el microscopio Nikon Eclipse
E600 (Nikon Instruments Europe) acoplado a una camara fotografica digital
Nikon Digital-Sight (DS-Fil) y un ordenador con el software de analisis de
imagen AnalySIS 3.2 (Soft Imaging System) y NIS —Element F3.0. Las muestras se

observaron con iluminacién de campo claro, utilizando la técnica Nomarski.
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Tabla 6.7. Listado de reactivos usados para la realizacién de la hibridacién in situ.

Solucion Compuesto Concentracién Volumen o peso
total
FAE EtOH 50% 50ml
Acido Acético 5% Sml
Foraldehido 3,7% 10ml
H20 dd 35ml
Tampdn de Hibridacidn SSC 6X 3ml
DS 3% 1,5ml
Formamida 50% 5ml
tRNA 100pg 0,1ml
H20 dd 1,4ml
55C 20x Nacl 175,3g
MNa Citrato 88,2g
H20 dd 800ml
PBS 20X (autoclavado) NacCl 160g
Kcl 4g
Na2HPO4 28,8g
4,38
700ml
TBS 10X (autoclavado) Tris (pH 7.5) 1M 121,1g
Nacl am 233,6g
H20 dd
Tampdn proteinasa K 5X Tris 0,5M 60,55g
(autoclavado) EDTA 0,25M 93,06g
H20 dd 700ml
pH &
Tampdn deteccion A 10X Tris (pH 9.5) 1M 121,1g
(autoclavado) NaCl 1M 58,4g
H20 dd
Tampdn de deteccién B MgCl2 0,5M
10X (autoclavado) MgCl2-6H20 101,1g
H20 dd

6.10. Analisis transcriptomico mediante micromatrices

Los perfiles transcriptdmicos se obtuvieron usando la plataforma de

micromatrices de Agilent Arabidopsis v4 Gene Expression 4x44K, que contiene

43.803 sondas en forma de oligonucle6tidos de 60-mer. Se utilizé un disefio de

un unico color (Agilent Single Color 21169), distribuyendo las muestras

completamente al zar y teniendo como Unica restricciton que 2 réplicas

biologicas no coincidieran en el mismo cristal, designada acorde con una

informacion minima acerca de las guias de experimentos de micromatrices

(Brazma et al, 2001). Se realizaron 4 réplicas biologicas para cada uno de los
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tratamientos (4xdella, GAs, Polinizado, mock) a diferentes tiempos (Figura 4.4),

para un total de 72 muestras en 18 cristales.

EL ARN total se extrajo usando el kit RNeasy Plant Mini kit (Qiagen). La integridad
del ARN total fue ensayada usando el Bioanalyzer 2100 (Agilent). Se tomé una
cantidad de 0,5 pg de ARN por muestra que fue amplificada y marcada con el
fluoréforo Cy5 con el Agilent Low Input Quick Amp Labeling Kit. El Agilent Spike-
In Kit fue usado para ensayar el etiquetado y la eficiencia de hibridacion. La
hibridacion y el lavado de cristales fueron realizados con el kit de hibridacién de

expresion génica y el buffer de lavado de expresién génica de Agilent.

Después de lavar y secar los cristales, éstos fueron escaneados en el escaner de
Agilent G2565AA, a una resolucion de 5 pm, realizando un doble escaneado a
alta y abaja intensidad de PMT, para ampliar el rango dinamico de deteccidn. Los
archivos de la imagenes fueron analizadas con el software Feature Extraction
9.5.1 (Agilent). Los andlisis entre matrices fueron realizados con el software
GeneSpring 11.5 siendo las micromatrices normalizadas por cuantiles. Para
garantizar una alta calidad de los datos, solamente se consideraron aquellos que
cumplieran con los parametros de "glsWellAboveBG" con valor igual a 1 en al
menos 3 de las 4 réplicas bioldgicas, en al menos una muestra. Tras este filtrado
se consideraron para subsiguientes analisis 34.537 sondas que superaron dichos
controles de calidad. Para identificar genes diferencialmente expresados en cada
comparacion, se realizé un analisis de t-test con un False Discovery Rate (FDR)
ajustado de acuerdo al método de Benjamin y Hochberg. Solo se seleccionaron
aquellos datos con valores P por debajo de 0,05, después de la correccion por

test multiple, y st el cambio de expresion era de al menos dos veces.

Finalmente las sondas diferenciales fueron convertidas en sus respectivos genes,
basandonos en un analisis de BLAST extraido de la pagina web

ftp://ftp.arabidopsis.org/Microarrays/Agilent/, siendo eliminadas aquellas sondas

que no se correspondian con ningun gen y aquellas que hacian referencia a mas

de un gen.
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Los analisis de Ontologia Génica de los procesos Bioldgicos fueron realizados
con la herramienta web AgriGO (Du Z et al, 2010).

6.11. Ensayos con Dex de los pistilos de la linea cer6-2 4xdella pGAl:gai-1-
GR

Se diseid un experimento de respuesta de los pistilos de la linea cer6-2
4xdella pGAl.gai-1-GR a tratamientos con Dex para identificar el numero
minimo de tratamientos para abolir el fenotipo partenocarpico del 4xdella al
expresar gai-1 en el nucleo. Las plantas se marcan eliminando los frutos mas
jovenes, dejando solo 2 flores en antesis junto al resto de la inflorescencia. Al dia
siguiente las plantas se dividen en 4 lotes, dejando un lote sin tratar como
control (Figura 6.1). Los restantes 3 lotes se trataron sumergiendo por completo
las inflorescencias en una solucion de 10 pM de Dex (Sigma) con 10 mM Triton
X-100 como agente mojante. Un dia después se trata del mismo modo dos de
los lotes, y el tercer dia se trata un solo lote. Los frutos se recolectan 10 dias
después del primer tratamiento, y se determina la longitud mediante escaneado
y analisis de la imagen correspondiente, como se describe anteriormente. Sélo
se determinan los frutos de 11, 10, 9 y 8 dpa que provienen de pistilos que
estaban en los estadios -2, -1, 0 y +1 dpa en el primer dia, respectivamente. Asi,
en el tratamiento 1 (T-1) los frutos provienen de pistilos que se trataron solo una
vez a-2,-1,0y +1 dpa. En el tratamiento 2 (T-2) los frutos provienen de pistilos
tratadosa -2y -1, -1y 0,0y +1,y +1y +2 dpa. Por ultimo en el tratamiento 3
(T-3) los frutos provienen de pistilos tratados a -2, -1y 0,-1,0y +1,0, +1y +2,y
+1, +2y +3 dpa.
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Figura 6.1. Diseiio experimental del tratamiento con Dex en la linea cer6-2 4xdella pGAI-
gai-1-GR El dia 0 se marcé las plantas, eliminando frutos y dejando 2-3 flores en antesis, y se
dividieron en 4 lotes. Uno de los lotes permanecia sin tratar como control (no mostrado). Los otros
tres lotes se trataron al dia siguiente (Dia 1, primer tratamiento). Dos lotes se trataron de nuevo en
el segundo dia (Dia 2 segundo tratamiento), y un solo lote se traté una tercera vez (Dia 3 tercer
tratamiento). Los frutos se recolectaron 10 dias después del primer tratamiento, pero solo aquellos
que provinieron de pistilos que tenian -2, -1, 0 y +1 dpa en el momento del primer tratamiento. Se
analizaron mas de 30 pistilos/frutos por tratamiento/dia.

6.12. Ensayos de germinacion y tratamientos con Dex y Chx en plantula

Las semillas esterilizadas se sembraron en placas de medio MS al 0,8%
(p/v) y agar al 1% (p/v) complementado con las diferentes concentraciones de
PCB y GAs (Duchefa). Las semillas fueron estratificadas durante 4 dias a 4°C. La
germinacién tuvo lugar en camaras de crecimiento con fotoperiodo de dia largo
(16/8h) y temperatura media de 22°C. La evaluacidon del porcentaje de

germinacion se realizaba cada 24 horas tras la estratificacion.

Se realizaron tratamientos a corto plazo con Dex en plantula de la linea
PpGAl:gai-1-GR para la identificacién de dianas primarias de DELLA. Las plantulas
se incubaron en oscuridad sumergidas en agua suplementada con 10 yM Dex
y/o 10 pM Chx segun la condicion (Sigma) durante 6 horas. Posteriormente se
recolectaba el material en oscuridad depositandolo en tubos Eppendorf y
congelandolo en N; liquido. El material era guardado a -80°C para la posterior

extraccion de ARN vy sintesis de cDNA.
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6.13. Ensayo de doble hibrido de levadura

Los tres cDNAs de las isoformas de P/L2 fueron amplificados por PCR a
partir de ¢cDNA de pistilos, usando los oligos que se describe en la Tabla 6.8,
distinguiendo cada isoforma segin el tamafio de banda esperado. Los
fragmentos se clonaron en el vector pGEM-T Easy (Promega) y se transformaron
en células termocompetentes de £ coli, confirmandose cada isoforma mediante
secuenciacion. Posteriormente los insertos se subclonaron fusionados al dominio
de activacién Gal4 en el vector de levadura pGADT7 (Clontech) mediante clonaje
clasico con los enzimas de restriccion Xho/l-EcoR/. Una vez confirmado el clonaje
por restriccion y secuenciacién, se transformoé la cepa de levadura Y187. Como
cebo se utilizaron las versiones truncadas M5 de las proteinas DELLA fusionadas
al dominio de unién a DNA Gal4 en la cepa Y2HGold, proporcionadas por la Dra.
Salomé Prat (CNB, Madrid). Para seleccionar los transformantes primarios con
pGBKT7 o pGADT7 se emplearon placas de medio minimo sin triptéfano o sin
leucina, respectivamente. Los hibridos se generaron mediante cruce, mezclando
las dos cepas correspondientes en 500 pL de 2xYPDA y permitiendo el
apareamiento o/n a 28°C en agitacién. Los hibridos se seleccionan en placas de
medio minimo sin triptéfano ni leucina (DDO) durante 2-3 dias a 28°C hasta la
aparicién de colonias individuales.
A continuacion se inoculd 1 colonia Unica de cada hibrido en 1 ml de DDO
liquido y se incubd o/n a 28°C. Al dia siguiente se dispusieron las combinaciones
en una placa multipocillo y se realizaron diluciones seriadas (1/10, 1/100, 1/1000
y 1/10000) en 0,9% NaCl con la ayuda de una pipeta multicanal. Posteriormente
se procedio al goteo de 3 pl de las distintas diluciones en placas DDO y QDO
(medio DDO sin adenina ni histidina). Comparando el crecimiento de la levadura
en ambos tipos de placas al cabo de 3-5 dias se pudo observar en qué
combinaciones se producia la interaccion y en qué intensidad segun el
crecimiento de las diferentes diluciones. Ademas se utilizaron los plasmidos
vacios como control en todos los ensayos. Para confirmar que todas las
levaduras estaban sintetizando las dos proteinas correspondientes se realizaron

ensayos ‘western blot’, mediante procedimientos estandar. La presencia de las
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proteinas fusionadas a los BD y AD se detect6 mediante los anticuerpos
GAL4DBD y GAL-TA (Santa Cruz), respectivamente.

Tabla 6.8. Oligos usados en el clonaje de las isoformas de P/L2 en el plasmido pGEM-T para
los ensayos de doble hibrido.

Oligo Secuencia oligo Tamafio | Referencia
(5'-3) banda

PiL2a  Af3962090 PIL2Y2H-F  ACAGAATTCATGGAGCTTGTGTTTGAGAATGGC 1059 pb En este trabajo
PIL2Y2H-R  CAGCTCGAGTCATCTGTTAG CCTTGATTTCTTGT En este trabajo
PIL2B  At3962090 PIL2Y2H-F  ACAGAATTCATGGAGCTTGTGTTTGAGAATGGC 971 pb En este trabajo
PIL2Y2H-R  CAGCTCGAGTCATCTGTTAG CCTTGATTTCTTGT En este trabajo
PIL2y  Af3962090 PIL2Y2H-F  ACAGAATTCATGGAGCTTGTGTTTGAGAATGGC 993 pb En este trabajo
PIL2Y2H-R  CAGCTCGAGTCATCTGTTAG CCTTGATTTCTTGT En este trabajo
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8-Anexos y Tablas
Suplementarias
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Los anexos y tablas suplementarias incluidos en el disco compacto que

acompafa esta Tesis son los siguientes archivos:

10.

Anexo 1: Listado de genes diferencialmente expresados en las
micromatrices.

Anexo 2: Listado de categorias bioldgicas sobre-representadas en el
analisis de Gene Ontology.

Anexo 3: Graficos jerarquicos extraidos del analisis GO.

Anexo 4: Imagen extraida de la plataforma Cytoescape que representa la
sub-red de coexpresidon sobre la que se aplicaron los parametros de
topologia de la red.

Anexo 5: Figuras que muestran los perfiles de expresion de los 16 FTs
candidatos en la 5ta réplica biolégica comparados con los perfiles de
expresion de las micromatrices.

Anexo 6: Busqueda de dianas de GAI en plantula. Perfiles de expresidn
de los 16 FTs en tratamientos con Dex+Chx en plantula.

Anexo 7: Busqueda de dianas de GAI en pistilo. Perfiles de expresién de
los 16 FTs en tratamientos con Dex+Chx en pistilo.

Anexo 8: Verficacion de la acumulacion de las proteinas DELLA e
isoformas PIL2 por Western blot.

Tabla Suplementaria 1: Lista de las categorias GO significactivamente
enriquecidas.

Tabla Suplementaria 2: Listado de los 131 FTs representativos en la red

de co-expresion con posibles efectos regulatorios en fructificacion.
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