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Resum

La longevitat de les llavors és un factor critic a I'agricultura. A mesura que passa el
temps, van perdent viabilitat i aco obliga als agricultors a comprar-ne de noves tots els anys.
Este fet provoca un augment de les despeses associades a la produccid i disminueix els
beneficis de I'agricultor. Per tant, la recerca dels gens implicats en la longevitat de les llavors
constitueix un nou objectiu en la millora genética d’aquelles plantes d’interés agricola.

En aquest treball s’ha estudiat la relacié dels factors de transcripcio ATHB25 i COG1
amb components essencials de la formacié de la coberta de la llavor d’Arabidopsis thaliana
com sén PRX25, GPATS i SEX1 per poder determinar si la resistencia la I'envelliment es veu
alterada en els mutants de pérdua de funcié d’aquests components.

Per poder determinar l'efecte es varen creuar els individus que posseien una
sobreexpressié dels factors de transcripcié ATHB25 i COG1 amb individus mutants de pérdua
de funcié per als enzims PRX25, GPAT5 i SEX1. Posteriorment, es van determinar els mutants
dobles homozigots i s’analitzaren caracteristiques fenotipiques com la grandaria, la resistencia
a I'envelliment de la llavor, la permeabilitat i les possibles alteracions en la deposicid de
mucilag i de suberina.

Els resultats han mostrat que I'augment de la resisténcia a I'envelliment rau en la
sobreexpressié dels factors de transcripcié ATHB25 i COG1 perquée sén capagos de promoure
canvis en la coberta de la llavor. A¢o es va comprovar mitjangant I’aillament de mutants dobles
per als enzims PRX25, GPATS i SEX1.
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Abstract
Seed longevity is a critical factor in agriculture. As time passes, they lose viability and

this requires farmers to buy new ones every year. This fact causes an increase in expenses
associated with the production and decreased profits for the farmer. Therefore, the search for
genes involved in seed longevity is a new target in breeding those plants of agricultural

interest.

This work has studied the relationship between transcription factors ATHB25 and
components are PRX25, GPAT5 and SEX1. To determine whether the resistance is, we make

COG1 and essential components of the formation of the testa in Arabidopsis thaliana. These
aging mutants altered in the loss of function of these components.

To determine the effect we crossed the individuals who owned overexpression of the
transcription factors ATHB25 and COG1 with individuals that have loss of function mutant

enzymes PRX25, GPAT5 and SEX1. Later, we determined the double homozygous mutants and
analysed phenotypic characteristics such as size, resistance to aging in seeds, permeability and

possible alterations in the deposition of suberin and mucilage.

The results showed that the increased aging resistance lies in the overexpression of the

transcription factors ATHB25 and COG1 because they are able to promote changes in the testa.
This was verified by isolating double mutants of the enzymes PRX25, GPAT5 and SEX1.
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1.1 Erosion genética

Los humanos, después del ultimo periodo glacial, cambiaron su estilo de vida de tipo
ndmada a sedentario. Este cambio supuso el inicio de procesos de domesticaciéon tanto de
plantas como de animales. En el caso de las plantas, se escogieron aquellas que presentaban
una mejor adaptaciéon a las condiciones ambientales de la época. Este proceso de selecciéon y
domesticacion fue denominado como “Primera Revolucién Verde”, que supuso una reduccion
importante de la variabilidad genética puesto que muchas variedades no eran interesantes

para el cultivo (van de Wouw et al., 2009).

En el siglo XX, durante la década de los 40, ya se poseian un gran nimero de variedades de
cultivos tradicionales de todas aquellas especies que podian tener impacto o interés en la
agricultura. Fue entonces cuando se produjo la “Segunda revolucidon Verde”. Esto supuso un
aumento del 50% de los rendimientos de produccién por el uso de fertilizantes, implantacion
de sistemas mecdnicos de recoleccidn, la utilizacion de sustancias quimicas para prevenir
enfermedades y plagas, y la entrada de cultivos derivados de la mejora genética vegetal. Estas
nuevas variedades introducidas destinadas al uso comercial eran bastante homogéneas a nivel
genético y se adaptaban mucho mejor tanto a las técnicas de produccion como a la
comercializacidn agricolas, lo que provocd grandes beneficios para una poblacién en constante
crecimiento. Sin embargo, la utilizacion de este tipo de variedades todavia redujo mas la
variabilidad genética existente por el abandono de variedades que no cumplian con

determinados estandares de produccién (Iriondo, 2009).

La biodiversidad es la totalidad de la variacién hereditaria en todos los niveles de
organizacion bioldgica, desde los genes a los individuos, poblaciones, especies, comunidades y
ecosistemas (Wilson EO, 1988). Ademas, es esencial tanto para que se produzca la especiacion
como para que las especies puedan sobrevivir en un entorno cambiante que les es

desfavorable.

La erosiébn genética se puede definir como la pérdida de biodiversidad

(www.redandaluzadesemillas.org). La seleccidn artificial clasica que se ha llevado a la praxis

desde la Primera Revolucién Verde, una economia globalizada, las costumbres y habitos
alimenticios cada vez mas homogéneos y las nuevas técnicas de seleccion genética
encaminadas a satisfacer las necesidades de los consumidores y productores, han intensificado
los efectos de la erosion genética. Las variedades mejoradas a nivel de estabilidad y de

produccién, el desplazamiento de cultivos tradicionales, la destruccion de ecosistemas
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naturales que han provocado la desaparicion de muchas especies, han provocado una fuerte
reduccion de la variabilidad genética. El estrechamiento genético entre especies puede

suponer un problema muy grave en un futuro préximo.

El estrechamiento genético provoca una gran susceptibilidad en las especies a nuevos
patdgenos. Un ejemplo de la gravedad de este hecho es la conocida como “hambruna de la
patata” que se produjo en lIrlanda en el siglo XIX en la que todos los cultivos de patata
presentaban uniformidad genética varietal y eran susceptibles al hongo Phytophtora infestans
que destruyé la gran mayoria de los cultivos. Sus efectos provocaron que millones de
irlandeses emigraran a EE.UU. Desgraciadamente, esta situacién no es la Unica que se conoce.
De hecho, una cepa de Helminthosporium maydis, en 1970, destruyd la mitad de los maizales
situados al sur de EE.UU. puesto que procedian de semillas hibridas obtenidas a partir de una

Unica variedad.

En el siglo XIX, en los afos cincuenta, se reconocié que la pérdida de biodiversidad era un
problema serio que afectaba tanto a la agricultura mds avanzada como a los propios
ecosistemas. Esto condujo a la implantacién de medidas para la conservacion de las fuentes de
variabilidad genética. Concretamente, la FAO, en 1961, convocé una reunién denominada
“Plant Exploration and Introduction” con la finalidad de determinar la situacién, conservacion,
empleo, exploracidn, etc., de los recursos fitogenéticos disponibles. A partir de esta reunién,
un gran numero de conferencias, asociaciones y organizaciones se han encargado de
preservar, conservar y proteger las fuentes de variabilidad genética. La Figura 1 muestra las

variaciones de la diversidad con el tiempo:
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Fig. 1. Evolucion de la diversidad de la especies vegetales
durante la historia de la humanidad, adaptado de van de

Wouw et al. (2009).
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1.2 Conservacion de los recursos fitogenéticos

Se pueden definir los recursos fitogenéticos como “el material hereditario que posee
un valor cientifico, social y econdmico que esta contenido en las diferentes especies” (FAO,
1983). Estos recursos estan contenidos en el reino vegetal y tienen una especial relevancia
para las proximas generaciones. Por tanto, los recursos fitogenéticos corresponderian a
cualquier material hereditario de origen vegetal que tiene la capacidad de propagar y

reproducir las diferentes especies de plantas (http://snics.sagarpa.gob.mx).

Actualmente, es posible trabajar sobre especies que poseen un interés potencial
referido a la su conservacién fitogenética, también sobre las especies ornamentales y de
importancia agrondmica puesto que se han desarrollado distintas estrategias para poder
gestionar la conservacion a nivel de ecosistema, de individuos o a nivel génico. Sin embargo, la
falta de bancos de DNA capaces de preservar la conservaciéon provoca que tanto la
conservacién ecoldgica como la de organismos sean las mas relevantes. Basicamente existen
dos tipos distintos de conservacion: in situ y ex situ. La conservacién in situ hace referencia al
mantenimiento de las especies y variedades vegetales en habitat originario y natural
favoreciendo a que los procesos evolutivos originen nuevas fuentes de variacidon. A pesar de
esto, la conservacién ex situ es la mds habitual y consiste en tomar las plantas, partes de ellas o
sus semillas y mantenerlas fuera de su habitat natural en bancos de conservacién. Esta
estrategia permite coleccionar una gran cantidad de recursos fitogenéticos con un bajo coste,
pero no permite obtener nuevas fuentes de variacion y se pueden producir pérdidas de
material vegetal. Los bancos de germoplasma constituyen el método mas utilizado en la

conservacion a largo plazo.

Las semillas constituyen una forma muy interesante de propagacion de las especies
vegetales puesto que son capaces de mantener su viabilidad durante largos lapsos de tiempo,
son unidades diseminativas individuales vy, al recibir los estimulos especificos, pueden dar lugar
a la germinacion sin sufrir cambios genéticos importantes. Por estas razones constituyen el
modelo mas idéneo para formar los bancos de conservacidon y ademas poseen en general un
tamafio bastante pequefio por lo que en un espacio relativamente reducido es posible
concentrar muchas entradas de diferentes especies y variedades (Pita-Villamil y Martinez-

Laborde, 2001).
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1.3 Longevidad de semilla

La longevidad de las semillas es un factor importante para medir la viabilidad,
regeneracién, documentacién y distribucién de las semillas. Ademas, constituye una medida
de la calidad de los bancos de semillas. La longevidad de las semillas se define como aquel
periodo de tiempo en el cual la semilla es capaz de mantener su poder de germinacion.
Basicamente, existen dos tipos de semillas: las ortodoxas (semillas capaces de conservar la
viabilidad en condiciones de baja humedad) y las recalcitrantes (semillas que germinan
inmediatamente después de su dispersidn o diseminaciéon y que no toleran descensos en la
humedad). Las semillas ortodoxas permiten alargar la capacidad de germinacién cambiando las

condiciones de humedad y temperatura.

No obstante, a pesar de todas las precauciones que existen, las semillas van perdiendo
viabilidad con el paso del tiempo. Por ello son necesarios controles periédicos de la viabilidad
asi como programas de regeneracion de las especies cuando su viabilidad se encuentre por

debajo del 85% (Martin, 2011).

1.4 Factores que afectan a la longevidad de la semilla

El mejor sistema para la propagacion de las plantas son las semillas. A pesar de esto,
aunque se puedan almacenar bajo determinadas condiciones en los bancos de germoplasma,
pierden viabilidad con el tiempo. Este fendmeno se denomina envejecimiento y se debe tanto
a factores genéticos como ambientales (Rajjou and Debeaujon, 2008; He et al., 2014). La
importancia del estudio de los factores moleculares que intervienen tanto en el desarrollo
como en la longevidad de las semillas es clave para la obtencion de cultivos mejorados y para

la conservacion de la biodiversidad durante largos periodos de tiempo.

Existe un complejo entramado de rutas metabdlicas implicadas en el desarrollo de las
semillas. Esta red se articula gracias a la accién de factores de transcripcion especificos como
LEC1, LEC2, FUS3 y de hormonas de crecimiento como las auxinas y giberelinas en la primera
fase de la morfogénesis; en la segunda fase de la maduracién, actian hormonas de estrés
como el 4cido abscisico y el factor de transcripcidon activado por el acido abscisico ABI3
(Holdswoth et al., 1999; Gutierrez et al., 2007; Barybrook and Harada, 2008; Suzuki and
McCarty, 2008). Se ha observado que los individuos que poseen mutaciones en estos factores
de transcripciéon generan semillas con una menor longevidad (Clerkx et al., 2004). Tanto la
formacién de la cubierta de la semilla, durante la etapa de la morfogénesis, como la

acumulacién de moléculas protectoras frente al estrés que se acumulan durante la
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maduracién, son necesarias para la longevidad en semillas (Rajjou and Debeaujon, 2008).
Aungue existan muchos estudios relacionados con el estudio de la induccidn de defensas
celulares frente al estrés (Gutierrez et al., 2007; Kotak et al., 2007) y de los mecanismos
implicados contra la desecacidn y el estrés oxidativo (Bailly, 2004; Sattler et al., 2004; Chen et
al., 2012; Chatelain et al. 2013), es poco lo que se conoce sobre los mecanismos implicados en

la formacidn de la cubierta de las semillas

Uno de los principales factores de pérdida de viabilidad en semillas es el estrés
oxidativo. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) estdn presentes en cada etapa del desarrollo
de las semillas: desde que ocurre la desecacidn hasta la germinacién. Las ROS son compuestos
guimicos extremadamente reactivos que pueden inactivar y alterar DNA, lipidos, RNA,
proteinas... Ademas pueden provocar dafios celulares, alterando asi la capacidad germinativa
de las semillas. Por tanto, el desarrollo por parte de la planta de nuevas estrategias dirigidas a
la eliminacidn y la reduccion de estos compuestos téxicos o la paliacion de los dafios
generados, han cobrado una relevancia importante. Por ejemplo, la sintesis de vitaminas o
enzimas que reparen el dafio oxidativo como la vitamina E que actua como un antioxidante
lipofilico (Sattler et al., 2004), la metionilsulfoxido reductasa que repara las proteinas oxidadas
(Chéatelain et al., 2013), la DNA glicosilasa apurinica/apirimidinica liasa que actia sobre el DNA
oxidado (Chen et al., 2012) o la L-isoaspartil metiltransferasa que repara las proteinas que han
sufrido una degradacién quimica (Ogé et al., 2008). Otro factor que parece estar implicado en
la longevidad es el Heat Shock Factor A9 (Kotak et al., 2007) que es capaz que aumentar la
concentracién de proteinas “Heat Shock” y aumentar la longevidad de las semillas (Prieto-

Dapena et al., 2006).

El aumento de compuestos antioxidantes, las proteinas LEA, los carbohidratos y la
cubierta de las semillas son esenciales para aumentar la longevidad. Especialmente, la cubierta
juega un papel muy importante en el mantenimiento de la viabilidad y por tanto de la

longevidad de las semillas.

1.5 La cubierta de las semillas

1.5.1. Origen, desarrollo y diferenciacion de la cubierta
Diez dias después de la fecundacion, las células de los tegumentos del dvulo se
diferencian en células especializadas. Esta especializacion da lugar a las células del endotelio,

las células empalizadas y la epidermis. Por estas razones la cubierta de las semillas tiene origen
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materno. Las células que se encuentran en la capa mas préxima al endotelio, son capaces de
sintetizar proantocianidinas (PA), también llamadas taninos condensados. Estos compuestos se
engloban dentro de la familia de los flavonoides y son compuestos antioxidantes. Esta cualidad
es muy importante para la proteccién de la semillas durante el su envejecimiento, puesto que
son capaces de mitigar el efecto de las ROS. Hay muchos genes implicados en esta ruta que

llevan la informacidn necesaria para la biosintesis de los flavonoides.

La cubierta de la semilla en Arabidopsis se forma a partir de dos tegumentos
epidérmicos, externo e interno, que envuelven el évulo maduro. Durante la antesis, el
tegumento interno estd formado, en general, por una capa de tres células, mientras que el
tegumento externo estd formado por dos capas de células, células epidérmicas y células de la
empalizada (Gasser and Robinson-Beers, 1993; Robinson-Beers et al., 1992; Schneitz et al.,
1995). Las células de la epidermis son productoras de mucilago y en las células de la
empalizada se produce la deposicion de suberina (Haughn, G. y Chaudhury, A., 2005). El
mucilago es una pectina, es decir, un polisacdrido hidrofilico y soluble formado por unidades
de ramnosa y 4acido galacturénico (Goto, 1985). Este polisacarido juega un papel muy

importante tanto en la dispersidn como en la germinacidn de las semillas.

El siguiente paso en el proceso de maduracion de las semillas consiste en la
acumulacién de granulos de almiddn. Estos granulos se depositan muy cerca de las paredes
externas e internas de las capas celulares adyacentes que forman la cubierta. Aunque el
almiddn se acumule en ambas capas celulares, sélo la capa externa es capaz de transformar el
almidén en mucilago para depositarlo entre la pared primaria celular y la membrana
plasmatica de estas células. Por esta razdn, a nivel metabdlico, es posible diferenciar estas dos
capas. La acumulaciéon de mucilago provoca una reduccidn del protoplasma, lo que provoca
que éste se encuentre formando una especie de columna situada en el centro de la célula
llamada columela. Como consecuencia de esta reduccion, la vacuola de la célula tiende a

fragmentarse o a desaparecer (Windsor, J.B. et al., 2000).

Las células mas externas refuerzan la pared exterior de la cubierta. Mas tarde, después
que se haya formado la columna de protoplasma en el centro de las células, empieza la
degradacion del almiddn. A su vez, también se empieza a reforzar la columna protoplasmatica
mediante la formacion de la pared secundaria. El proceso de refuerzo continda hasta que el
protoplasma queda completamente reforzado por la celulosa y el almidén ya no sea

detectable.



Introduccion

A medida que las células externas producen mucilago, los granulos de almidén rompen
la vacuola en dos o tres vacuolas mds pequefas. Esto provoca que esta segunda capa de
células genere mds compresién contra la capa de células externa, de manera que a medida
qgue los granulos de almidén van degraddndose se produce un refuerzo de las paredes de las

células internas.

Después de que se haya formado el mucilago y tanto la degradacion del almidén como
el refuerzo de las paredes celulares se hayan completado, el mucilago se seca mediante su
compresion contra una capa delgada de la superficie de la semilla. Por tanto, en las semillas
maduras, la capa del mucilago deshidratado aparece rodeando la columna protoplasmatica.
Cuando las semillas maduras entran en contacto con el agua, rdpidamente se produce la

imbibicién por parte del mucilago, lo que provoca un aumento de su volumen.

En un principio de pensaba que el almidén era el precursor de la capa de mucilago.
Para poder determinar el papel que jugaba el almiddn en la cubierta de las semillas, se crearon
algunos individuos mutantes que tenian truncada alguna parte de la ruta metabdlica implicada
tanto en la formacidon como en la degradacién del almidén. SEX1 (Starch EXcessl) es un
mutante que no puede degradar el almidén (Caspar et al., 1985; Caspar et al., 1991). No
obstante, se observd que este mutante era capaz de producir mucilago, por lo que tenia que
existir alguna ruta alternativa relacionada con la produccién de mucilago. Sin embargo, lo que
si que se determind en este mutante es que la columela no tenia la misma forma ni densidad
en los individuos mutantes que en los individuos silvestres. Entonces se propuso que el papel
que juega el almiddén es clave para la formacidn de polisacaridos usados en el refuerzo de las
paredes celulares (Windsor, J.B. et al., 2000). Por el contrario, en este trabajo se muestra que
la enzima SEX1 si que podria estar implicada en la sintesis del mucilago. A su vez, la suberina 'y
el mucilago presente en la capa externa también podian ejercer alguna funcidon en la

longevidad.

1.5.2 Suberina
La suberina uno de los principales poliésteres lipidicos en plantas y se puede encontrar

en tejidos tanto externos como internos en regiones especificas durante el crecimiento
(Kolattukudy, 2001; Bernards, 2002; Nawrath, 2002; Kunst et al., 2005; Stark and Tian, 2006).
Sin embargo, también se ha encontrado en la cubierta de las semillas (Espelie et al., 1980;
Ryser and Holloway, 1985; Moire et al., 1999). Uno de los mondmeros mas importantes de la
suberina es el glicerol (Croteau and Kolattukudy, 1974). El glicerol se encuentra unido

covalentemente a los dominios alifaticos y aromaticos de la suberina (Moire et al., 1999; Graca
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and Pereira, 2000) y esterificado con acidos grasos (Graga et al., 2002). Estos hechos influyen
marcadamente en la estructura del polimero ya que los mondmeros alifaticos de la suberina
pueden producir polimeros lineales, mientras que la presencia del glicerol permite Ia
formacidon de polimeros entrecruzados y ofrece la posibilidad de formar estructuras
tridimensionales poliméricas (Beisson et al., 2007). En la raiz, por ejemplo, la suberina es la
responsable de formar la banda de Caspari (Schreiber et al., 1994) que disminuye el flujo de
iones y agua hacia el apoplasto, permitiendo a la raiz tener un control sobre la toma de
nutrientes (Sattelmacher, 2001; Enstone et al., 2003; Ma and Peterson, 2003). A nivel
subcelular suele localizarse dentro de las paredes de las células vegetales, aunque también
puede localizarse entre la membrana plasmatica y la parte interna de la pared (Bernards,
2002). No obstante, es poco lo que se conoce sobre las rutas de biosintesis implicadas en su

formacidn, incluidas las reacciones donde participan las aciltrasnferasas.

Como se ha descrito, el glicerol juega un papel clave para la formacion del poliéster. A
su vez, el Acil-CoA también es importante en este proceso como precursor de los grupos acilo
(Croteau and Kolattukudy, 1974). Eso sugiere que debe existir una glicerol aciltransferasa
dependiente de Acil-CoA, un tipo de aciltransferasa, implicada en la biosintesis (Beisson et al.,
2003). El conocimiento relacionado con las funciones especificas de las aciltransferasas es util
para entender el movimiento de las cadenas de acilo y determinar tanto la sintesis como el
transporte de lipidos. La generacién de individuos mutantes nulos en una enzima especifica
puede ayudar a esclarecer la funcién y los efectos que produce. Un ejemplo es la glicerol-3-
fosfato aciltransferasa5 (Beisson et al., 2007). Mutantes en esta enzima mostraban algunas
caracteristicas fenotipicas distintas en comparacién con los individuos silvestres como un
aumento de la permeabilidad de las semillas, un descenso de la tasa de germinacidn y un
crecimiento anormal de las raices. Esto sugiere que la enzima es clave para las células
productoras de suberina, asi como para garantizar que la semilla funcione correctamente

(Beisson et al., 2007).

1.5.3 Giberelinas
Hormonas del crecimiento como las giberelinas pueden tener un papel importante

para el aumento de la longevidad de las semillas. El mutante is/1-1D posee una sobreexpresion
en el factor de transcripcion ATHB25 localizado en el cromosoma 5. Este factor es capaz de
aumentar la expresioén de la acido gliberélico-3 oxidasa2. Esta enzima esta implicada en la ruta
de biosintesis de giberelinas y se observé que las concentraciones de las giberelinas activas

(GA1 y GA4) eran superiores en los individuos mutados que en los silvestres. Ademas, lineas
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antisentido con reduccién de expresién en los factores de transcripcion ATHB25, ATHB22 y
ATHB31 manifestaban una menor longevidad de las semillas. Las semillas tratadas con GAs y
las provenientes de la linea mutante DELLA con una sefializacion constitutiva de GAs son mas

tolerantes al envejecimiento (Bueso et al., 2014).

En el laboratorio de Ramdn Serrano, aparte de los factores de transcripcion
HOMEOBOX, los resultados de otro rastreo mostraron que los factores de transcripcion DOF

también poseen un papel fundamental en el desarrollo de la cubierta.

1.6. Factores de transcripcion DOF

Estudios gendmicos comparativos entre Caenothabtidis, Drosophila melanogaster,
levadura y Arabidopsis han determinado que las proteinas DOF (DNA-BINDING ONE ZINC
FINGER) son factores de transcripcidon exclusivos de las plantas (Yanagisawa, 2002) y los
presentan las plantas inferiores como el musgo Physcomitrella patens o como el alga verde
Chlamydomonas reinhardtii, angioespermas y gimnoespermas. Ademas, presentan un dominio
de unién al DNA formado por 52 aminoacidos muy conservados entre especies. La secuencia
aminoacidica es la siguiente: CX,CX1,CX,C, vy, al unirse un dtomo de zinc (an"), adquiere la
conformacioén caracteristica de “dedo de zinc”. Este dominio estd localizado cerca del extremo

N-terminal. En la siguiente figura se muestra un esquema grafico de su estructura:

® =

Fig. 2. Estructura de los factores de transcripcion DOF, adaptado

de Noguero et al. (2013).

Tal y como se observa en la imagen, existen cuatro cisteinas que son clave para la
unién del atomo de zinc. Los enlaces formados con el atomo de zinc y la conservacion del
aminodcido triptofano en el extremo C-terminal, son esenciales para que la proteina adquiera
el motivo especifico de unién al DNA tanto in vivo como in vitro (Yanagisawa, 2001). Las
secuencias que reconocen los factores DOF son CTTT o AAAG y pueden unirse a aquellos

promotores que posean una o varias de estas secuencias (Kisu, et al., 1998; Yanagisawa y
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Schmidt, 1999). El resto de la proteina DOF posee gran variabilidad aminoacidica entre los
extremos N y C-terminal por lo que sea estas diferencias las que marquen la especificidad de
unidén a otras proteinas, al DNA o, incluso, a otros factores de transcripcidon (Yanagisawa,

2001).

Los factores DOF estan involucrados en una gran variedad de procesos y funciones
bioldgicas. Debido a que estan presentes solamente en plantas, regulan aspectos bioldgicos
inherentes de las plantas como la germinacién, la respuesta a la luz o el desarrollo de la
semilla. Por tanto, estos procesos bioldgicos pueden clasificarse en regulacion del
metabolismo, desarrollo y germinacidn de la semilla y diferenciaciéon de tejidos. Ademas, los
factores DOF pueden desempeiiar funciones redundantes entre los distintos grupos y, de

algunos no se conoce todavia su funcion.

El mutante is/5-1D posee una sobreexpresiéon del gen COG1 que codifica para el factor
de transcripcion DOF1.5. Esta sobreexpresion provoca un refuerzo de la cubierta de la semilla

aumentando asi su tolerancia hacia el envejecimiento.

1.7. Enzimas relacionadas con el desarrollo de la cubierta

Existen diversas enzimas involucradas en la sintesis de la cubierta de la semilla de
Arabidopsis. En el presente trabajo se va a abordar el estudio de longevidad de las semillas en
los mutantes nulos para las enzimas peroxidasa 25 (prx25), glicerol-3-fosfato aciltransferasa 5

(gpat5) y alfa-glucano diquinasa mediada por agua: SEX1 (sex1).

Tanto las rutas de sintesis de la lignina como de la suberina, poseen enzimas comunes
y una de ellas es la PRX25. Esta enzima tiene la funcidon de polimerizar los mondmeros
responsables de la formacion de lignina y/o suberina (Shigeto, J. et al., 2013). La glicerol-3-
fosfato aciltransferasa5 esta involucrada en la biosintesis de poliésteres como la suberina de la
cubierta de las semillas (Beisson, R. et al., 2007). Y, por ultimo la SEX1 esta involucrada en la
fosforilacién de las glucosas que forman parte de la amilopecina para que se pueda realizar la
hidrdlisis parcial del almiddn (Tien-Shin, Y. et al., 2001) y, posteriormente, la desfosforilacién e
hidrélisis completa del almidén, aunque estas ultimas funciones corresponden a otras

enzimas.
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1.8 Antecedentes del proyecto

Una de las lineas de investigacién del laboratorio del Dr. Ramén Serrano tiene como
objetivo profundizar en el conocimiento de los mecanismos moleculares relacionados con la
longevidad de semillas. En los siguientes apartados, se detallan los resultados previos que

condujeron a plantear la realizacién de este trabajo.

1.8.1 Rastreo de mutantes con semillas mas longevas

Con el objetivo de aislar mutantes con mayor longevidad de semilla, el Dr. Eduardo
Bueso y el Dr. Francisco Campos realizaron dos busquedas independientes del conjunto de
mutantes “activation tagging” de W. Scheible y C. Somerville. Para la identificacién de estos
mutantes, se utilizé un método de envejecimiento acelerado conocido como CDT (Controlled
Deterioration Treatment) (Tesnier et al., 2002). Las semillas inmersas en agua se estratificaron
a 4°C durante 48 h. Posteriormente, se incubaron durante 48h a 42 2C. En la primera
busqueda o rastreo de mutantes, se analizaron unas 150.000 semillas que provenian de 30.000
lineas distintas. Mientras que en la segunda busqueda, se sembraron unas 300.000 semillas
provenientes de 60.000 lineas diferentes. Una vez realizadas, se preseleccionaron 290
individuos candidatos de la primera busqueda y 387 de la segunda. La descendencia de los
candidatos se analizé posteriormente. Una vez realizado el andlisis de la siguiente generacion,
se pudo identificar el mejor individuo de cada busqueda. Los mutantes seleccionados
presentaban una insercién de copia Unica de T-DNA que co-segregaba con su mayor

longevidad.

1.8.2 Localizacion de la insercion en los mutantes seleccionados

El Dr. Eduardo Bueso y el Dr. Francisco Campos recuperaron el pldsmido presente en el
T-DNA con las secuencias flanqueantes de los mutantes seleccionados con el objetivo de
determinar la posicién en déonde se habia producido la insercion del T-DNA. En el primer
mutante is/1-1D por “improved seed longevity”, la insercidon de produjo en el cromosoma 5,
concretamente entre los genes At5g65410 y At5g65420. El gen At5g65410 se le denomina
ATHB25 ya que codifica para el factor de transcripcion HOMEOBOX25 en Arabidopsis.

Mientras que en el segundo mutante is/5-1D, la insercién se produjo en el cromosoma
1, concretamente entre los genes At1g29160 y At1g29170. El gen anterior a la insercién de

At1g29160 (COG1) pertenece a una familia de factores de transcripcién DOF, concretamente
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codifica para el factor DOF1.5. Este factor, actua regulando negativamente la sefializacién por

luz de los fitocromos (PhyA y PhyB).

1.8.3 Analisis de la expresidn de los genes adyacentes en los mutantes

En el caso de is/5-1D, se pudo determinar por qRT-PCR que la expresion de COG1 era 6
veces mayor. En el caso de js/l1-1D, comparando el genotipo silvestre con el genotipo mutado
por RT-PCR semicuantitativa, se pudo determinar que la sobreexpresion sélo afectaba al gen

ATHB25.

1.8.4 Recapitulacion del fenotipo mediante lineas de sobreexpresion

Con la intencién de comprobar si COG1 y ATHB25 regulan la longevidad de semillas en
Arabidopsis, se llevé a cabo la obtencién de plantas transgénicas sobreexpresoras de los cDNA
de ambos factores transcritos. Tras la obtencion de las semillas T3, se seleccionaron las lineas
homocigotas y posteriormente fueron sometidas a envejecimiento acelerado. Estas lineas
resultaron resistentes al tratamiento comparandolas con el genotipo silvestre. Por otra parte,
mutantes dobles de pérdida tanto de ATHB25 como de ATHB22 (factor de transcripcion mas
proximo a ATHB25) resultaron sensibles al envejecimiento acelerado. Las mismas conclusiones
se obtuvieron mediante lineas amiRNA que reducian la expresidn de los transcritos de COG1 y

CDF4 (factor de transcripcion mas proximo a COG1).

1.8.5 COG1 y ATHB25 regulan la capa de suberina de la cubierta de la semilla
Mediante cruces reciprocos se comprobd que la resistencia a envejecimiento de las
lineas sobreexpresoras de COG1 y ATHB25 tenia herencia materna, lo que significaba que la
modificaciéon de la cubierta deberia ser la explicacién mas probable de esta resistencia. Se
realizaron diferentes cortes histoldgicos y tinciones que condujeron a averiguar que la
modificacién de la cubierta era esencialmente a nivel de la capa de suberina en la capa mas
superficial de la cubierta. La modificacidon de esta capa producia a una impermeabilizacion de
las semillas que sobreexpresan COG1 y ATHB25 como se pudo demostrar tras incubacion en

sales de tetrazolio, que al penetrar y ser reducidas metabdlicamente forman un depésito rojo.
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2.1 Objetivo general

El presente trabajo final de grado tiene el objetivo principal, el comprobar que la

resistencia a envejecimiento en semillas de mutantes sobreexpresores de los factores de

transcripcién ATHB25 y COG1 viene mediada por una modificacidn de la cubierta.

2.2 Objetivos especificos

Identificacion de lineas sobreexpresoras de los factores de transcripcion ATHB25 vy
COG1 obtenidas por transformacién de mutantes de pérdida de funciéon de Ia
peroxidasa 25 (prx25).

Identificacion de lineas sobreexpresoras de los factores de transcripcion ATHB25 vy
COG1 obtenidas por transformacion de mutantes de pérdida de funcion de la glicerol-
aciltransferasa 5 (gpat5).

Identificacion de lineas sobreexpresoras de los factores de transcripcion ATHB25 vy
COG1 obtenidas por transformacidon de mutantes de pérdida de funcién de la alfa-
glucano-agua diquinasa (sex1).

Estudio del tamafo de semilla en los mutantes de pérdida de funcién prx25, gpat5 y
sex1 en lineas sobreexpresoras de los factores de transcripcion ATHB25 y COG1.
Analisis de la longevidad de las semillas en los mutantes de pérdida de funcion prx25,
gpat5 y sex1 en lineas sobreexpresoras de los factores de transcripcion ATHB25 vy
COG1.

Tincion de componentes de la capa externa de la cubierta de la semilla en los
mutantes de pérdida de funcidn prx25, gpat5 y sex1 en lineas sobreexpresoras de los
factores de transcripcion ATHB25 y COG1.

Determinacion de la permeabilidad de las semillas a tetrazolio en los mutantes con
pérdida de funcidon prx25, gpat5 y sex1 en las lineas sobreexpresoras de los factores de

transcripcién ATHB25 y COG1
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3.1 Obtencion de mutantes

= La linea mutante seleccionada para la glicerol-3-fosfato aciltransferasa5 (gpat5) es la
SALK_142456.
= Lalinea mutante seleccionada para la peroxidasa25 (prx25) es la GABI_716G12.

= Lalinea mutante seleccionada para la glucano-agua dikinasa (sex1) es la SALK_062752.

3.2 Esterilizacion humeda de semillas

Se prepard una solucion de etanol al 70% a la que se le afiadié un 0,5% de Tritén X-100.
Seguidamente, se prepard una solucién de hipoclorito sédico al 2,5% (esto se consigue
diluyendo a la mitad la lejia comercial con un 4% de cloro activo) a la que se le afiadié un 0,5%
de Tritén X-100. A continuacidn, se introdujeron 100 semillas aproximadamente de A. thaliana
en un microtubo de 1,5 ml y se le agregd 1 ml de la solucién de etanol con Tritén. El tubo se
dejé en agitacion durante 15 minutos. Posteriormente, se elimind la solucién de etanol con
Tritdn empleando una micropipeta y se agregd la solucion de hipoclorito de sodio con Tritdn.
Las semillas se dejaron en agitacion durante 8 minutos. Por ultimo, en la campana de flujo
laminar y en condiciones asépticas, se eliminé la solucién de hipoclorito sédico y se realizaron
4 lavados con 1ml de volumen de agua milli Q estéril empleando una micropipeta y puntas
estériles. Después del cuarto lavado se dejaron las semillas en agua durante 48 horas a 42C con

la finalidad de romper la etapa de latencia o estratificacién antes de sembrarlas.

3.3 Cultivo en medio sdélido Murashige-Skoog (MS)

Para el cultivo y germinacidn in vitro de las plantas se usaron placas Petri de 9 cm de
didmetro a las que se les afadido 25 ml de medio de cultivo estandar MS en condiciones
asépticas. Se empled una solucion comercial de sales de MS en polvo de la empresa Sigma-
Aldrich (ref. M-5524) para la preparacion del medio sélido en una proporcién de 4,3 g/, junto
a sacarosa al 1%, tampon MES al 0,1% y agar al 1% ajustando el pH a 5,7 empleando KOH 1M.

Este medio fue suplementado cuando fue necesario seleccionar plantas resistentes con:

= Sulfadiazina con una concentracién de 75 pg/ml, Kanamicina con una concentracién
de 25 ug/ml, BASTA con una concentracién de 50 ug/ml e Higromicina a una

concentracion de 25 ug/ml.

El medio se esterilizé en el autoclave durante 20 minutos a una temperatura de 121°Cy a

una atmosfera de presion. Cuando se tuvo que afadir las sustancias termolabiles (antibidticos,
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en este caso) se esperd hasta que la temperatura descendié hasta 50-602C para evitar su
descomposicion. Las placas Petri se sellaron con cinta porosa (Micropore) y se incubaron en
una camara a una temperatura (239C) y fotoperiodo (dia largo: 16 horas de luz y 8 horas de

oscuridad) controlados con una intensidad luminica de 100 uE-m™s™.

3.4 Cultivo en invernadero

Las plantas de A. thaliana se cultivaron en una mezcla de 2:1 de turba (Biolan):
vermicuta exfoliada (Asfaltex). Las macetas se colocaron en bandejas y se irrigaron 2 veces de
semana. Las condiciones para el crecimiento en el invernadero son de dia largo: 239C de

temperatura, 70% de humedad relativa y una intensidad luminica de 130 uE-m'Zs'l.

3.5 Aislamiento de DNA genomico

Para el aislamiento del DNA gendmico se utilizé una adaptacion de la metodologia del
detergente catidnico CTAB descrita en McKinney et al. en 1995. Esta consiste en latomadelg
de tejido vegetal que se homogeniza en un mortero empleando nitrégeno liquido. Este
homogeneizado se introdujo en un tubo eppendorf de 1,5 ml y se le afadié 400 pl de CTAB al
2% (2% p/v CTAB, 100 mM Tris-HCl pH8, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl y 1% p/v PVP Mr 40.000)
precalentado a 652C y se incubd durante 20 minutos a 652C. A continuacién se afiadieron 400
ul de cloroformo y se mezclaron usando el virtex. Posteriormente, se realizd un centrifugado
de 4 minutos a 5.000 rpm. Se tomé el sobrenadante y se transfirié a otro tubo eppendorf. Se
afiadié un volumen igual de isopropanol y, posteriormente, se centrifugd durante 4 minutos a
12.000 rpm. Se descartd el sobrenadante y se realizaron dos lavados con etanol 70% al
precipitado. A continuacion, se eliminé el etanol y se dejo secar el precipitado. Una vez seco,
se afadieron 50 pl de agua milli Q estéril. Por ultimo se afiadieron 0,5 pl de RNAasa en una

concentracion de 10 ug/mly se dejoé en incubacién durante 20 minutos a 379C.
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3.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

3.6.1 Oligonucledtidos cebadores

Los cebadores empleados para el mutante GPATS5 son:

LP ATTCGGTCGTGTCAGAGTTTG
RP ATACCACAGGGTCCATTAGGG

Los cebadores empleados para el mutante PRX25 son:

LP ATTGGTTTTCTTTTGCCAACC
RP CTGCTGCACACATCACATACC

Los cebadores empleados para el mutante SEX1 son:

LP TAAACTGTGTTGGCACTTCCC
RP TGGGTCAAGTCGGTTAACAAG

El cebador empleado para la deteccidn del inserto de T-DNA en la linea SALK es:

Ibb1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC

El cebador empleado para la deteccién del inserto de T-DNA en la linea GABI es:

02588: CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG

3.6.2 Condiciones de la PCR

Las dos reacciones de PCR llevadas a cabo en este trabajo se realizaron en placas de 96

pocillos en los que se afiadieron los siguientes reactivos:

1 pl de DNA gendmico.

2 ul Tampédn PCR 10x.

2 ul dNTPs 10 mM.

1 ul Cebador sentido (0,1 ug/ ul).

1 ul Cebador antisentido (0,1 g/ pl).
1 ul Polimerasa (Tag) 1 U/ pul.

Agua milli Q estéril hasta completar un volumen de 20 pl.

21



Materiales y métodos

Las dos reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler personal

(Eppendorf) con las siguientes condiciones:

= 1 ciclo de desnaturalizacién a 95°C.
= 40 ciclos:
» 30 segundos de desnaturalizacion a 952C.
> 30 segundos de hibridacién de los cebadores utilizando una temperatura de
anillamiento de 32C inferior a la Tm (“melting temperature”) de los cebadores.
> Una extensién a 72°2C durante 1 minuto por cada kb que se pretenda
amplificar.

= 1 ciclo de extensidn final a 722C durante 5 minutos.

3.7 PCR diagnéstica

Para poder identificar a los mutantes homocigotos que poseen la insercion del T-DNA
de los mutantes heterocigotos y de aquellos que poseen el alelo silvestre, se realizaron dos
reacciones de PCR diagndsticas empleando dos cebadores (RP y LP) que hibridan con el DNA
gendmico de A. thaliana, uno a cada lado del T-DNA, y un tercer cebador (LB) que hibrida con
el inserto de T-DNA. Después de la amplificacién, las lineas que poseian sélo la banda
correspondiente a la combinaciéon LP y LB eran homocigotos mutantes, los que poseian
ademas la banda correspondiente a la combinacién de cebadores LP y RP eran heterocigotas,
mientras que aquellas lineas que sdélo poseian la banda de la combinacién de cebadores LP y

RP eran silvestres.

3.8 Electroforesis de DNA

Para realizar una comprobacidn y determinar el genotipo de las lineas tomadas de A.
thaliana se emplearon geles de agarosa a una concentracién de agarosa del 0,7% (p/v). Esta
agarosa se fundié en tampdn de electroforesis TBE 0,5x (45 mM TrisBase, 45 mM acido bérico
y 1 mM EDTA). Tanto el tampdn de electroforesis como el gel contenian 0,05% (p/v) de
bromuro de etidio. La visualizacidon de las bandas de DNA de los geles de agarosa se realizé

iluminando el gel con luz ultravioleta a 254 nm de longitud de onda.

El tampdn de carga empleado fue Tampdn 6x naranja (50% v/v glicerol, 60 mM Tris-HCI
pH8, 6 mM EDTA y 0,35% p/v Orange G). El marcador de tamafio y peso molecular se empled

el patron comercial 1Kb y A/Hindlll.
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3.9 Envejecimiento acelerado

El protocolo de envejecimiento acelerado empleado en este trabajo fue una
modificacion del “basal thermotolerance assay” de Tejedor-Cano et al. (2012). Las semillas se
dispusieron en agua, se estratificaron en agua durante dos dias a 42C y se incubaron durante

24 horas a una temperatura de 422C y una humedad relativa del 100% (en agua).

3.10 Tincién de la capa de mucilago con rojo de rutenio

Las semillas se dispusieron en agua durante 3 minutos antes de la aplicacién de una
solucidn acuosa de rojo de rutenio a una concentracién de 0,2 % (p/v) durante 15 minutos. Las

fotografias se tomaron empleando el microscopio Nikon’s Eclipse E600.

3.11 Tincién de la capa de suberina con rojo Sudan

El solucion de rojo Sudan se llevé a cabo siguiendo las condiciones descritas por Bundrett

etal. (1991):

=  Reactivos:

» Fat Red 7B: MP Biomedicals 15803.

» PEG-300: Wako 164-09055.
= Solucidn de tincién:

» Se disolvieron 55 mg de Fat Red 7B en 25 ml de PEG-300.

» Seincubd durante una hora a 902C y posteriormente se enfrid.
» Se afiadié un volumen igual de glicerol al 90%.
>

Se almacend a temperatura ambiente.

Las semillas se incubaron a temperatura ambiente en una solucidon de agua con Tritdn
X-100 al 0,01% (p/v) y lejia comercial al 10% (v/v) para eliminar los pigmentos de las semillas.
Posteriormente, se realizaron lavados sucesivos con agua destilada y etanol absoluto y se
incubaron durante 30 minutos con una solucion de cloroformo:metanol (2:1, v/v). A
continuacién, se lavaron con etanol 100% y se dejaron secar. Finalmente, se afiadié la solucion
de Rojo Sudan 7B y se incubaron las semillas a temperatura ambiente entre 1 a 4 horas. Las

fotos fueron tomadas por el microscopio Nikon’s Eclipse E600.
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3.12 Tincion de permeabilidad

La tincion de permeabilidad se llevd a cabo segun las condiciones descritas por
Debeaujon et al. (2000). Las semillas de A. thaliana se incubaron en oscuridad con una solucion

al 1% (p/v) de rojo de tetrazolio (2,3,5-trifeniltetrazolio) a 302C durante 48 horas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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Los experimentos que se llevaron a cabo en este trabajo final de grado se enfocaron con la
intencién de determinar si la mayor longevidad de los mutantes que sobreexpresan ATHB25 y
COG1 viene mediada por la modificacion de la cubierta. Con tal fin, se realizaron los cruces con
mutantes en componentes importantes de la cubierta como son PRX25, GPAT5 y SEX1 para
determinar si existe epistasia ,es decir que la ganancia de funcion de los factores de

transcripcién no mejora la longevidad en estos mutantes. En concreto:

e athb25-1D x gpat5
e cogl-2D x gpat5
e athb25-1D x prx25
e athb25-1D x sex1

Las plantas F1 se crecieron en el invernadero y, posteriormente se recogieron las semillas

dela F2.

Para distinguir los individuos que no poseian la sobreexpresién ATHB25 y COG1 de los que
si que la poseian, las semillas se germinaron en medios con glufosinato de amonio (resistencia

proporcionada por la insercion del plasmido “activation tagging”).

De esta forma, los individuos que no poseian la mutacion dominante no podian crecer ya
qgue no poseian el gen de resistencia especifico para el herbicida. Para conocer el genotipo
homocigoto o heterocigoto de los individuos con las mutaciones recesivas en los genes SEX1,
GPAT5 y PRX25, se llevaron a cabo dos reacciones de PCR con los individuos que crecieron en
herbicida. Estas reacciones se llevaron a cabo empleando cebadores especificos para los genes

SEX1, GPAT5 y PRX25.

En el caso de la primera reaccién, dado el tiempo de extensién de la PCR, sdlo podia existir
amplificacion en el caso de los individuos que poseian los alelos silvestres para los genes SEX1,
GPAT5 y PRX25. Por tanto, sélo se observa presencia o ausencia de banda. Si no hay banda es
porque el individuo posee el inserto de T-DNA. Las siguientes imagenes muestran un esquema
de la primera PCR y los resultados en gel de agarosa de los individuos athb25-1D gpat5 de

ésta, respectivamente:
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Fig. 3. Esquema de la PCR para la deteccidn del alelo

silvestre.
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Fig. 4. Resultado de la PRC1 en gel de agarosa para
el genotipo athb25-1D gpat5. Los individuos 9, 18,
20 y 24 son candidatos a ser mutantes dobles

homocigotos.
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Posteriormente, se llevd a cabo una segunda PCR con la finalidad de poder genotipar a
los individuos para las mutaciones en los genes SEX1, GPAT5 y PRX25. En esta PCR se
emplearon cebadores especificos del inserto de T-DNA de manera que la presencia de banda
indicaba que el individuo poseia un alelo con el inserto, el alelo mutante, y si no habia
presencia de banda era porque el individuo poseia el alelo silvestre y, por tanto, no tenia el
inserto de T-DNA. En las siguientes imagenes se muestran el esquema de la segunda reaccién

de PCRy los resultados en gel de agarosa de los individuos athb25-1D gpat5, respectivamente:
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MUT

LB
—
T-DNA
RP
WT MUT

Fig. 5. Esquema de la PCR para la deteccion del alelo

mutante.

9 18 20

Fig. 6. Resultado de la PCR2 en

gel de agarosa para el genotipo

athb25-1D gpat5. Se comprueba

que son mutantes dobles

homocigotos.

Juntando los resultados de las dos PCRs existen tres combinaciones posibles que

permiten establecer el genotipo de los individuos para los genes SEX1, GPAT5 y PRX25, tal

como se muestra en la siguiente tabla:

PCR1

PCR2

RESULTADO

+

HETEROCIGOTO

+

HOMOCIGOTO
SILVESTRE

Tabla. 1. Tabla resumen con los posibles resultados del

genotipado

por PCR.

Una vez seleccionados por PCR los individuos homocigotos mutantes para SEX1, GPAT5

y PRX25, se recogieron las semillas de la F3 y se crecieron en presencia de antibidtico para

seleccionar aquellos individuos homocigotos para las mutaciones en los genes ATHB25 y COG1.
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La lista de los individuos homocigotos mutantes caracterizados por las dos reacciones

de PCRy la siembra en antibidtico, se muestra en la siguiente tabla:

Genotipo

Mutantes dobles

homocigotos

Azigotos para la

mutacion recesiva

athb25-1D gpat5 L.18, L.20, L.24 L1

athb25-1D prx25 L3, L4, L.14 L7
athb25-1D sex1 L.4,1.22,L.23 L17
cog1-2D gpat5 L.18,L.22 L.17, L.24

Tabla. 2. Tabla con las lineas seleccionadas como mutantes dobles homocigotas y

azigotas para la mutacidn recesiva en los distintos genotipos.

Con la finalidad de determinar si existian caracteristicas distintas en la descendencia de

los distintos cruces, se llevd a cabo un estudio fenotipico que engloba tanto el tamafio de la

semilla, como la resistencia que presentan al envejecimiento, la posible alteracién de la capa

de mucilago y las posibles modificaciones de la capa de suberina.

4.1 Tamano de la semilla

En el caso del tamafio de las semillas, se tomaron muestras de las distintas lineas y se

realizaron fotografias representativas con el microscopio dptico.

Posteriormente, se determind el area proyectada por la semilla usando del programa

imagel. En las representaciones graficas se muestran tanto la media y como la desviacion

estandar correspondientes para los distintos genotipos:

mma2

0,25 -

0,2

0,15 -

0,1

0,05 -

athb25-1D L1

athb25-1D gpat5 L18

athb25-1D gpat5 120  athb25-1D gpat5 124

Fig. 7. Tamaio semilla en mm’ del genotipo athb25-1D gpat5
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0,25 4

mm2

0,05 |

athb25-1D prx25 L3 athb25-1D prx25 L4 athb25-1D L7 athb25-1D prx25 L14

Fig. 8. Tamano semilla en mm?del genotipo athb25-1D prx25.

0,12 -
01
E
0,08 -
E
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 T T T T

athb25-1D L4 athb25-1Dsex1L3  athb25-1Dsex1l8 athb25-1Dsex1L18  athb25-1D sex1L3

Fig. 9. Tamanio semilla en mm” del genotipo athb25-1D sex1

0,25 4

0,72 -

0,15 +

mm2

01 -

0,05 +

cogl-2DL17 cogl-2D gpat5 L18 cogl-2D gpat5 [22 cogl-2D 124

Fig. 10. Tamafio semilla en mm” del genotipo cog1-2D gpat>.

Tal y como se observa en los graficos, los resultados obtenidos muestran que
mutaciones en enzimas importantes para la formacion de la cubierta no afectan al tamafio de

las semillas de A. thaliana.
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4.2 Envejecimiento

Las semillas de lineas F3 aisladas se sometieron a un tratamiento de envejecimiento
acelerado. Por una parte se germinaron en MS sin tratamiento para comprobar que las lineas
no tenian defecto en su germinacidn. Por otra, tras envejecimiento la semillas se sembraron en

MS y se contabilizé la germinacidn tras varios dias desde su siembra.

La siguiente imagen muestra las diferencias entre las muestras tratadas con el

tratamiento de envejecimiento acelerado frente a las muestras no tratadas:

- athb25-1D sex1

- athb25-1D

Fig. 11. Imagen tomada que muestra la comparacion entre los
genotipos athb25-1D sex1 (parte superior) y el genotipo athb25-1D
(parte inferior) cuando no han sido tratadas (A) y cuando han sido

sometidas al tratamiento del envejecimiento acelerado (B).

Los resultados obtenidos para la tasa de germinacién de los distintos genotipos
corresponden a la fraccion de semillas que han germinado frente a las totales que habia en las
placas. Los datos fueron tomados en los dias 0, 3, 6 y 9 desde su siembra en medio MS. Los

resultados obtenidos son los siguientes:
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——athb25-1D gpat5 L20

athb25-1D gpat5 L24
——athb25-1D gpat5 L18
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Fig. 12: Tasa de germinacion del genotipo athb25-1D gpat5 después del envejecimiento acelerado.

——athb25-1D prx25 L4

athb25-1D prx25 L3

——athb25-1D L7

80 -
3 70 -
2 -
3 60
& 50 -
Z
= 40 -
&
u 30 -
a 20 -
3 10
=

(]

DIAS

10

Fig. 13. Tasa de germinacion del genotipo athb25-1D prx25 después del envejecimiento acelerado.
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100 -
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Fig. 14. Tasa de germinacidn genotipo athb25-1D sex1 después del envejecimiento acelerado.

70 -
g 60 - ——cog1-2D gpat5 L18
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Fig. 15. Tasa de germinacién al envejecimiento acelerado del genotipo cogl-2D gpat5 después del

envejecimiento acelerado.

Las graficas obtenidas para la tasa de germinacion muestran que las mutaciones
introducidas en los distintos genotipos anulan el efecto de la sobreexpresién de los factores de
transcripcién que estan implicados en la longevidad de las semillas. Esto se adecua a la
hipdtesis de que estos factores de transcripcion ejercen un papel fundamental en la formacién
de la cubierta proporcionando una mayor longevidad a las semillas de A. thaliana. Sin

embargo, no se conocen las partes de la cubierta que se ven afectadas por estas mutaciones.
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4.3 Mucilago

La capa de mucilago se determiné mediante una tincién con rojo de rutenio y las

imagenes se tomaron en el microscopio dptico.

Fig. 16. Tincidn de la capa de mucilago con rojo de Ruterio. La imagen A
corresponde a la linea 1 (athb25-1D) y la imagen B corresponde a la linea

18 de genotipo athb25-1D gpat5.

Fig. 17. Tincién de la capa de mucilago con rojo de Ruterio. La imagen A
corresponde a la linea 7 (athb25-1D) y la imagen B corresponde a la linea

14 de genotipo athb25-1D prx25.

Fig. 18. Tincion de la capa de mucilago con rojo de Ruterio. La imagen A
corresponde a la linea 17 (athb25-1D) y la imagen B corresponde a la

linea 22 de genotipo athb25-1D sex1.
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Fig. 19. Tincién de la capa de mucilago con rojo de Rutenio. La imagen A
corresponde a la linea 24 (cog1-2D) y la imagen B corresponde a la linea

18 de genotipo cogl-2D gpat5.

Como muestran las imagenes, los dobles mutantes athb25-1D gpat5, athb25-1D prx25,
cogl-2D gpat5, no muestran ninguna alteracion en la capa de mucilago cuando son
comparados los individuos mutantes dobles homocigotos y los individuos azigotos para las
mutaciones recesivas. No obstante, el genotipo athb25-1D sex1 si que muestra una reduccion
significativa de la capa de mucilago, lo que pone en evidencia el papel fundamental de la

enzima SEX1 en la hidrélisis de los granulos de almiddn para la formacidn de esta capa.

4.4 Suberina

La capa de suberina se visualizé empleando una tincién con Sudan rojo y las imagenes

fueron tomadas en el microscopio dptico.

Fig. 20. Tincidn de la capa de suberina con rojo Sudan. La imagen A

corresponde a la linea 1 (athb25-1D) y la imagen B corresponde a la

linea 24 de genotipo athb25-1D gpat5.
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Fig. 21. Tincidn de la capa de suberina con rojo Sudan. La imagen A
corresponde a la linea 7 (athb25-1D) y la imagen B corresponde a la

linea 14 de genotipo athb25-1D prx25.

A’/.....\ )
\ .

Fig. 22. Tincidn de la capa de suberina con rojo Sudan. La imagen A

corresponde a la linea 17 (athb25-1D) y la imagen B corresponde a la

linea 4 de genotipo athb25-1D sex1.

Fig. 23. Tincidn de la capa de suberina con rojo Sudan. La imagen A
corresponde a la linea 24 (cog1-2D) y la imagen B corresponde a la

linea 22 de genotipo cogl-2D gpat>.

Las imagenes obtenidas para la tincion capa de suberina muestran que la falta de la
enzima GPAT5 impide una mayor deposicién de suberina en los mutantes que sobreexpresan
tanto ATHB25 como COG1. En el caso de PRX25 sélo se ve afectada la longevidad ya que la
capa de suberina no parece existir diferencias entre los individuos mutantes dobles
homocigotos vy los individuos azigotos para las mutaciones recesivas, por lo que es de esperar

gue exista otra peroxidasa controlada por el factor de transcripcién que supliria el papel de
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PRX25 en la biosintesis de suberina. En el caso de los genotipos athb25-1D sex1 se observa que

tanto la capa de mucilago, como la capa de suberina asi como la longevidad se ven afectadas.

4.5 Permeabilidad

La permeabilidad de la semilla se midié utilizando sales de tetrazolio. Estas sales
cuando entran en contacto con el embridon y penetran en las células se reducen
metabdlicamente para formar formazan (un compuesto insoluble de tonalidad rojiza) de
manera que aquellas semillas que posean una tonalidad mas roja son mas permeables puesto

gue han permitido una mayor entrada de tetrazolio.

athb25-1D athb25-1D gpat5

LA
>

athb25-1D sex1

Fig. 24. respuesta de las semillas de los distintos genotipos a la

sales de tetrazolio.

Como se muestra en la figura, la permeabilidad entre los individuos azigotos para la
mutacion recesiva y los mutantes dobles homocigotos no varia en el caso del genotipo athb25-
1D sex1. En el caso de los otros genotipos si que se observan variaciones en la permeabilidad
cuando se comparan los individuos mutantes dobles homocigotos gpat5 y prx25 con las lineas

sobreexpresoras athb25-1D y cogl-2D, puesto que poseen cambios importantes a nivel de la
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cubierta de la semilla. En el caso de sexI es posible que el embridén no tenga el suficiente
poder reductor como para reducir las sales de tetrazolio a formazdn. Sin embargo, se debe

seguir trabajando para esclarecer qué esta sucediendo.
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Se aislaron individuos homocigotos mutantes para las enzimas SEX1, GPAT5 y PRX25
con sobreexpresion de ATHB25.

Se aislaron individuos homocigotos mutantes para la enzima GPAT5 con
sobreexpresién COG1.

El tamafio de semilla no fue alterado al introducir las mutaciones en las enzimas
GPAT5, PRX25 y SEX1 en las plantas con sobreexpresion de ATHB25, ni en las
mutaciones introducidas en la enzima GPAT5 en las plantas con sobreexpresion de
COG1.

La resistencia al envejecimiento fue menor que el control en los individuos mutantes
homocigotos para las enzimas GPAT5, PRX25 y SEX1 con sobreexpresion de ATHB25 asi
como en los individuos homocigotos mutantes para la enzima GPAT5 con
sobreexpresion de COG1.

El mucilago fue alterado los individuos homocigotos mutantes para la enzima SEX1 con
sobreexpresién de ATHB25; sin embargo, no fue alterado en los individuos
homocigotos mutantes para las enzimas GPAT5 y PRX25 con sobreexpresién de
ATHB25 y tampoco fue alterado en los individuos homocigotos mutantes para la
enzima GPATS5 con sobreexpresién de COG1. Esto muestra el papel fundamental de la
enzima SEX1 en la formacién de este polisacarido.

La mayor deposiciéon de suberina en los mutantes con sobreexpresién de ATHB25 y
COG1 fue revertida en los individuos homocigotos mutantes para las enzimas GPATS.
También se vio revertida en el caso de los individuos homocigotos mutantes para la
enzima SEX1 en el fondo con sobreexpresion de ATHB25. No obstante, no se vio
revertida en los individuos homocigotos mutantes para la enzima PRX25 en el fondo
de sobreexpresion de ATHB25.

Se observé una mayor permeabilidad en los individuos homocigotos mutantes para las
enzimas GPAT5 y PRX25 en el fondo con sobreexpresion de ATHB25. La permeabilidad
también fue mayor en los individuos homocigotos mutantes para la enzima GPAT5 en
el fondo con sobreexpresién de COG1. Sin embargo, la permeabilidad no fue alterada
en los individuos homocigotos mutantes para la enzima SEX1 en el fondo con

sobreexpresion de ATHB25.
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Conclusion general

Mediante el aislamiento y analisis de los mutantes homocigotos para las enzimas
GPATS5, PRX25 y SEX1 en los mutantes de sobreexpresién athb25-1D y cogl-2D, este trabajo
demuestra que la resistencia al envejecimiento obtenida por sobreexpresién de los factores de
transcripcién ATHB25 y COG1 viene mediada por una modificacién de la cubierta de la semilla.

Concretamente, por una mayor deposicién de suberina en la capa de empalizada.
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