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RESUMEN

La conservacion de los recursos fitogenéticos es el método mas efectivo y eficiente para la
proteccion de los habitats. En diversas especiesse emplean semillas para la conservacion
de la especie. Por lo tanto, la longevidad de las semillas tiene importanciano sélo para su
conservacion sino también para la agricultura, la biodiversidad y la economia. También las
semillas son consideradas como el sistema mas eficiente parala propagacién de las

plantas.

La importancia de estudiar los factores moleculares que intervienen en la longevidad de
las semillas es clave para la obtencion de cultivares y/o variedades mejoradas y también

para la conservacion de la biodiversidad durante largos periodos de tiempo.

En la primera parte del trabajo del proyecto se ha clonado el promotor del gen pTT79 junto
a los genes reporteros GUS-GFP. TT19 es un gen que codifica una glutatién S-transferasa
y es un transportador de proantocianidinas y antocianinas del citosol al interior de la
vacuola. En el analisis GUS-GFP, este gen se expresa especificamente en el endotelio y
la chalaza, que corresponden a la capa mas interna de la cubierta de la semilla y durante

las etapas: pre-globular, globular, corazén y cotiledon linear.

Posteriormente, se realizd con 16 ecotipos ensayos relacionados a la longevidad de
semillas. Las semillas de todos los ecotipos, se sometieron a un tratamiento de
envejecimiento acelerado (se remojaron semillas en agua, a 40°C por 24 horas), al
analizar los resultados, se determind que existe una variabilidad natural en la longevidad
de los distintos ecotipos. El ecotipo mas longevo, el Shakdara que tiene una ausencia total
de mucilago obtuvo el 60% de germinacion, el ecotipo Enk-T, el ecotipo menos longevo
obtuvo el 2% de germinacion después del tratamiento de envejecimiento acelerado de
semillas. En el ensayo de suberina, se determiné la correlacién entre la longevidad y el

contenido de suberina, corroborando los resultados obtenidos por otros investigadores.
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1. INTRODUCCION.
1.1. Erosién genética.

La gran revolucion verde iniciada en la década de los afios 40 del siglo XX, fue posible
gracias al desarrollo de un paquete tecnolégico constituido por semillas mejoradas, el
desarrollo de nuevas técnicas de cultivo, el riego tecnificado y el uso de agroquimicos que
han permitido reducir el dafio de las enfermedades. Este paquete tecnolégico ha permitido

mejorar los rendimientos y la calidad de la produccion.

Las sefales de alarma de erosién genética comenzaron a tomarse en serio a mediados de
los afios sesenta, al descubrirse que el alto ritmo de desplazamiento de variedades primitivas
cultivadas por la introduccibn de nuevos cultivares estaba llevando a un rapido

estrechamiento de la base genética de las especies cultivadas (Alegria et al., 2001)

Las variedades mejoradas que fueron obtenidas durante y después de la revolucién verde
tenian rendimientos de hasta 10 veces mas altos que los cultivares tradicionales. Estas
nuevas variedades eran mucho mas resistentes a enfermedades, de ciclo corto y fueron
desarrolladas para satisfacer las necesidades de consumidores y productores. La
superioridad de las variedades mejoradas ocasiond el rapido desplazamiento de las
variedades locales y su desaparicion seria inevitable de no ser conservadas. Esto conduciria

a la pérdida de biodiversidad, también denominada como erosion genética.

Diversidad biologica es el término atribuido a la variabilidad de los genes entre individuos de
una misma poblacién o de diferentes poblaciones de una misma especie (Pedroni el al.,
2002).

En Irlanda en los anos 1845-1849 se dio un suceso con consecuencias catastroficas, donde
se perdieron los cultivos de patata a causa del ataque del hongo Phytopthora infestans y
donde por la falta de alimentos murieron aproximadamente un milldn de personas. La
tragedia no quedo en solo esos afios, sino que los efectos de la hambruna dejaron marca en
la sociedad Irlandesa, provocando el fendmeno de las emigraciones masivas y milléon y medio
de personas emigraron principalmente a los Estados Unidos, Gran Bretafia y Australia
(Bernal y Chegue 2010).

Durante el siglo XIX, en los afios cincuenta, se reconoci¢ que la pérdida de la biodiversidad
era ya un problema serio, que afectaba a la agricultura y a los ecosistemas. Esto llevo a la
implementacion de medidas para la conservacion de la biodiversidad. Concretamente, la
FAOQO, en 1961, convocé a una reunion denominada “Plant Exploration and Introduction” con la
finalidad de determinar la situacion, conservacion, empleo, exploracion, etc., de todos los

recursos fitogenéticos disponibles. A partir de dicha reunién las asociaciones vy

1
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organizaciones se han encargado de preservar, conservar y proteger la biodiversidad
genética (FAO 2011).

1.2. Conservacion de los recursos genéticos

La conservacion de los recursos genéticos se puede definir como la gestion de la utilizacion
humana de la biosfera para que pueda aportar el maximo beneficio sostenible a las
generaciones presentes, al tiempo de mantener su potencial para satisfacer las necesidades
y aspiraciones de las generaciones futuras (Alegria et al., 2001). Por lo que su interés no solo

se trata del puro interés cientifico que puede aportar.

La percepcion de la erosion genética como un problema a escala planetaria no tuvo lugar
hasta bien entrado el siglo XX. Las sefales de alarma comenzaron a tomarse en serio a
mediados de los anos sesenta (Maxted et al.,, 1997). La preocupacion por la pérdida de la
biodiversidad vegetal y la necesidad de tomar medidas para frenarla quedd especialmente
patente en la firma del Convenio sobre Diversidad Bioldgica con ocasién de la Conferencia de
las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y Desarrollo celebrada en Rio de Janeiro
UNCED (1992). La toma de conciencia de esta situacion determiné la puesta en marcha de

medidas para la conservacion de los recursos fitogenéticos.

1.3. Conservacion de semillas

La conservacion de los recursos fitogenéticos universalmente es el método mas efectivo y
eficiente para la conservacion y proteccién de los habitats (Conway 1988). La conservacién
ex situ implica la recoleccion de muestras representativas de la variabilidad genética y su
mantenimiento, también consta de elementos esenciales: el almacenamiento o preservacion

del germoplasma y el desarrollo de métodos que posibiliten su propagaciéon (Humer 1999).

Los programas de conservacién ex situ, permiten realizar estudios que permitan el
conocimiento de las caracteristicas anatomicas, fisioldgicas y bioquimicas del material
almacenado, también proporcionan material genético propagulos y semillas para su utilizacién
en programas educativos, programas de mejora genética de especies cultivadas y en planes

de reforzamiento, reintroduccién o introduccion (McNeely et al., 1990).

Durante la conservacién de semillas, la capacidad de germinacion cambia durante la vida util,
aun en condiciones de almacenamiento en seco. En una primera fase después de la cosecha,
las semillas quedan en dormancia, luego tienen que pasar por un periodo en el cual pierden
gradualmente su dormancia; finalmente después de este tiempo de maduracion post-cosecha
las semillas adquieren capacidad de germinacion por completo. A partir de entonces, las
semillas secas se deterioran lentamente y pierden vigor durante el almacenamiento, lo que

resulta en dltima instancia en la incapacidad para la germinacién. Esto tiene relevancia
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ecologica y agrondmica para entender los mecanismos que rigen la pérdida de vigor de la

semilla durante el envejecimiento (Nguyen et al., 2015).

El mantenimiento de la viabilidad de las semillas es una funcién esencial de los bancos de
germoplasma. Para ello se desarrollan protocolos y normativas de almacenamiento, en
funcion de las especies a conservar. Hay distintos tipos de conservacion adecuados segun el

equipamiento y recursos disponibles de los bancos y segun los distintos tipos de semillas.

La baja temperatura y bajo contenido de humedad de semillas prolonga la vida util de

semillas durante el almacenamiento (Walter 1998).

1.4. Longevidad.
La longevidad de semillas se define como su capacidad de mantener la viabilidad después
del almacenamiento en seco. La longevidad tiene repercusiones en el aspecto ecoldgico,

agrondomico y econémico (Nguyen et al., 2012).

1.5. Factores que afectan a la longevidad de las semillas.

Se ha evidenciado que las semillas pierden gradualmente su viabilidad durante el
almacenamiento y la tasa de envejecimiento es fuertemente influenciada por factores
ambientales y genéticos (Rajjou & Debeaujon et al., 2008). La importancia de estudiar los
factores moleculares que intervienen tanto en el desarrollo como en la longevidad de las
semillas es clave para la obtencion de cultivares y/o variedades mejoradas y también para la

conservacion de la biodiversidad durante largos periodos de tiempo.

La acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y radicales libres son considerados
como uno de los factores mas importantes que influyen en el envejecimiento de semillas
(Bailly 2004). Las ROS son altamente reactivas y son capaces de modificar e inactivar
proteinas, lipidos, DNA, RNA e inducir disfunciones celulares, alterando el poder germinativo
de la semilla. La acumulacién de proteinas oxidadas en la semilla seca se asocia con el

envejecimiento y podria inducir la perdida de la funcién de las proteinas y enzimas.

Durante el almacenamiento de semillas el ADN es sometido a dafios e inestabilidad del
genoma, que son considerados la causa principal de la reduccion de la germinacion después
del envejecimiento (Nguyen et al, 2015). Por lo tanto, la desintoxicacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que resultan en estrés oxidativo y mantenimiento de la
homeostasis redox son cruciales para el vigor de la semilla (Rajjou & Debeaujon 2008) y la

longevidad.

Los mutantes defectuosos en la cubierta de las semillas (testa) produjeron semillas menos
latentes y—mostraron una disminucion de la capacidad para la germinacion después del

almacenamiento a largo plazo. Entre ellos destacan los mutantes con defectos en la
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biosintesis de proantocianidinas (PAs, taninos condensados que dan color marrén a las
semillas) como transparent testa (tt4, tt12), transparent testa glabra (ttg1), banyuls (ban) y
aberrant testa shape (ats) que tienen reducida longevidad de las semillas (Debeaujon et al.,
2000; Winkel-Shirley 2001). Estos datos apoyan la hipotesis del papel de PAs y las paredes
celulares secundarias gruesas en longevidad (Clerkx et al., 2004; Haughn & Chaudhury
2005).

La mayoria de los mutantes de cubierta tienen semillas significativamente mas permeables
que los de tipo salvaje y también produjeron semillas menos latentes y mostraron una

disminucion en su capacidad para la germinacion después del almacenamiento a largo plazo.

La sintesis de ARN podria ser necesaria para la germinacion de semillas envejecidas. La baja
abundancia de ARN POLYMERASE Il (AT2G15430), 1.6 veces menos abundante después
del envejecimiento de semillas puede haber contribuido a la reduccién de la germinacién
después del almacenamiento (Nguyen et al, 2015). También el mantenimiento de un
complejo de reparaciéon del ADN es esencial para la supervivencia a largo plazo de las
semillas y el producto del gen SENSITIVE23D RADIACION (RAD23D) colabora en la
reparacion del dafio del ADN (Sturm et al., 1998).

Mutaciones en genes de la maduracion de la semilla y de latencia, tales como leafy
cotyledon1 (lec1) que es un regulador esencial de la embriogénesis tardia y de la identidad
del cotiledon en Arabidopsis y abcisic acid intensitive3 (abi3), conducen a la reduccién

dramatica de la viabilidad de la semilla (Sugliani et al., 2009).

Se ha identificado GAAS o DOG1 (GERMINATION ABILITY AFTER STORAGE) que regula
los procesos de latencia de la semilla en Arabidopsis colabora en la sefializacion del acido

abcisico. El mutantes dog7 mostro fenotipo de longevidad reducida (Nguyen et al., 2012).

DNA LIGASE 4 y 6 son necesarias para mantener la integridad del genoma, segun lo
revelado por la alta sensibilidad de los mutantes lig6 y lig6-lig4 doble mutante (Waterworth et

al., 2010), revisado por (Nguyen et al., 2015).

Las modificaciones post-traducionales (PTM) de proteinas en semillas secas juega un papel
central en la liberacion de la latencia, la reanudacién, el metabolismo y los procesos de

envejecimiento (Arc et al., 2011).

Los mutantes defectuosos de desarrollo epidérmico en la cubierta de la semilla se han
identificado principalmente a través de una disminucion en la cantidad o composicién quimica
del mucilago extruido cuando la semilla se expone al agua, por ejemplo estos mutantes:

mucilage modified (mum), ttg, proteina myb 61 (myb61), apetala2 (ap2), glabra2 (g/2),

4
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enhancer of glabra3 (egl3) y tt8 (Haughn & Chaudhury 2005). Mutantes con reducida cantidad
de mucilago tienen una menor capacidad para germinar en condiciones de disponibilidad
limitada de agua (Nesi et al., 2002).

Muchas proteinas de semillas funcionan como buffer de oxidacién en la longevidad de
semillas. Son proteinas relacionadas con la traduccion y el metabolismo energético (vias
glucoliticas y ciclo del acido tricarboxilico), y la sintesis de la vitamina E (vte?). (Nguyen et al.,
2015).

La mayoria de los mutantes de la capa de semillas probados, incluyendo aquellos
especificamente defectuosos en la biosintesis de PAs (por ejemplo, prohibition) y las células
de paredes secundarias de las capas exteriores (por ejemplo, AP2), pero no los
especificamente defectuoso en la biosintesis de mucilago (por ejemplo GL2), tenian cubiertas
que fueron significativamente mas permeables que los de tipo salvaje. Ademas, la mayoria de
los mutantes produjeron semillas que eran menos latentes y mostraron una disminucion de la
capacidad para la germinacion después del almacenamiento a largo plazo. Varios mutantes
(tt4, and ttg1 y tt12) germinan mas facilmente en respuesta a los tratamientos de acido
giberélico (Clerkx et al., 2004).

Estos datos apoyan la hipotesis acerca del papel de PAs como antioxidantes y de la
epidermis como barrera para restringir el intercambio de gases y fluidos entre el medio
ambiente y la semilla, prolongando la vida del embrion en estado latente, asi como su
proteccion y la prevencion de la germinacion hasta que las condiciones sean favorables.
(Haughn & Chaudhury 2005).

La sobreexpresién de la PROTEINA-L-ISOASPARTATE METHYLTRANSFERASE1
(PIMT1) mejora la longevidad de la semilla y el vigor de germinacién en Arabidopsis. Las
(PIMT1) combate el mal plegamiento de proteinas derivados de la formacién de grupos L-
isoaspartyl (Oge et al., 2008).

Hasta ahora los mutantes aislados que afectan a la longevidad en realidad afectan
al desarrollo de la semilla y no a la longevidad en si (Nguyen et al., 2012).

El mutante de Arabidopsis is/1-1D, tiene una sobreexpresion del factor de transcripcion
ATHB25 (HOMEOBOX25/ZINC FINGER PROTEIN DOMAIN) y exhibié una mayor longevidad
de la semilla debido a que incrementa la expresion de la giberelina 3 oxidasa 4, que aumenta
el contenido de GA1 y GA4 en las semillas, lo que produce el refuerzo de la cubierta de la

semilla (Bueso et al., 2014).
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Varios resultados sugieren que la permeabilidad y el espesor de la testa se ven afectados por
mutantes que modifican los compuestos quimicos y elementos estructurales, y que tienen
efectos sobre la germinacion. También aberraciones estructurales en una capa o capas
epidérmicas también afectan los niveles de latencia y la permeabilidad (Debeaujon et al.,
2000).

1.6. La Semilla de Arabidopsis.

1.6.1. Funcion, estructura y composicion.

Los efectos protectores de la cubierta de la semillas son muy importantes para la longevidad
de las semillas (Rajjou & Debeaujon 2008), también la cubierta de la semilla es importante
para la proteccion del embrién, la dispersion (Dean et al., 2011) y contribuye a la latencia de
las semillas (Haughn & Chaudhury 2005).

La cubierta ejerce su accion restrictiva de germinacion la mayoria del tiempo por ser
impermeable al agua y/o oxigeno o por su resistencia mecanica a la protrusion de la radicula.
Incluso en la muerte, los tipos de células especializadas imparten proteccion, mejorar la

latencia, la germinacion, y la dispersion de semillas (Haughn & Chaudhury et al., 2005).

La composicion de la cubierta en semillas es también de interés para el sector agricola, ya
que impacta el valor nutricional para el ser humano y el ganado por igual (Dean et al., 2011).
En las angiospermas, la fertilizacion resulta en la formacién de la semilla desde el 6vulo
(Figura 1). Esta notable transformacion implica la activacién y la coordinacion de las vias de
desarrollo de distintas partes y que conducen a la formacion de embriones, endospermo y
cubierta de la semilla (Haughn & Chaudhury 2005).

La cubierta deriva del tejido ovular es de origen materno y esta compuesto por distintas capas
celulares, rodea el embrién y los tejidos nutritivos (Figura 2) (Rajjou & Debeaujon 2008). La
cubierta juega un papel importante en la nutricion del embrién durante el desarrollo de las

semillas y en la proteccidon contra agentes perjudiciales del entorno (Weber et al., 1996).

(a)

Figura 1. Desarrollo de la cubierta de la semilla de Arabidopsis.

La semilla se obtiene a partir del 6vulo (a). Los nucleos de huevo y el esperma se fusionan para
formar el cigoto diploide que se desarrolla en el embrién (b). Una segunda célula de esperma se
fusiona con la célula central diploide, iniciando el desarrollo del endospermo triploide (b). Estos
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acontecimientos de fertilizacion inducen las células diploides maternas a integumento
diferenciarse en una cubierta de la semilla (b). Madurez de las semillas (15 dias) (e), las células
de todas las capas estan muertos y juntos han sido aplastados, a excepcion de la epidermis, la
forma en que se mantiene por la pared celular secundaria de espesor de la columnela. El
tegumento externo comprende: la epidermis (1) y empalizada (2). Al tegumento interno
corresponden las capas 3, 4 y la aleurona que es la capa mas interna del endotelio capa 5
sintetiza compuestos flavonoides: proantocianidinas (PAs). (Haughn & Chaudhury 2005).
1.6.2. Mucilago.
La capa epidérmica (Figura 2 y Figura 3) se diferencia en células con paredes radiales
engrosadas y elevaciones centrales conocidas como productoras de colunmela y mucilago
(Rajjou & Debeaujon, 2008). El mucilago es un polisacarido hidrofilico y soluble formado por
unidades de ramnosa y acido galacturdnico (Goto 1985), que brota de las células epidérmicas

durante la imbibicion para rodear la semilla.

—C0 |

Figura 2. Organizacion esquematica de una semilla madura de Arabidopsis.

Seccion longitudinal (A) de la semilla. En Arabidopsis, el embridon esta encerrado en el
endospermo en capas uno celdas (endosperma periférico o la capa de aleurona) estrechamente
asociado con la testa. (B) Ampliacion de una seccion transversal cubierta de la semilla (en el
nivel de la doble flecha en A). Cinco capas de células forman los dos tegumentos. Las capas 111y
Ol 1 acumulan flavonoides (proantocianidinas y flavonoles, respectivamente) y la capa OI2
contiene mucilago. ch, Chalaza; cl, columnela; co, cotiledon; cw, pared celular; e, embrién; h,
hipocotilo; ii, tegumento interno; mi, micropilo; mu, mucilago; oi, tegumento exterior; pe,
endospermo periférico (capa de aleurona); r, la radicula; t, testa. Barra = 100 micras de (A) y 10
micras en (B). Adaptado de (Rajjou & Debeaujon 2008).

Seed Coat Epidermal (SCE) Cell Development Mucilage Release

4 DPA 8 DPA Mature Adhgrent

S

Primary Wall (PW) M M Columelia (C) \
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AGPs  Xylan !
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Figura 3. Modelo de la epidermis en la cubierta de la semilla (SCE).

Deposicion de la pared celular y la estructura del mucilago extruido. Las células joévenes
contienen amiloplastos (A) y una gran vacuola (V). Cada célula SCE produce un anillo de
mucilago, seguido por una columnela (C). La hidratacion de la semilla seca hace que estalle el
mucilago, la ruptura de la pared primaria y la formacién de una capsula de dos capas y una
estructura de rayos-como (R) (Voiniciuc 2015).
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Después de la formacion del mucilago, la degradacion del almidon y el refuerzo de las
paredes secundarias se han completado. La maduracién del mucilago consiste en la
acumulacién de granulos de almidon en las capas de la epidermis en la cubierta. En esta
capa se transforma el almidén en mucilago para depositarlo entre la pared primaria celular y
la pared plasmatica de estas células. La reduccién del mucilago provoca la reduccion del
protoplasma, lo que provoca que este se encuentre formando una especie de columna
situada en el centro de la célula llamada columnela (Windsor et al., 2000). A medida que las
células externas producen mucilago, los granulos de almidén rompen la vacuola en dos o tres
vacuolas mas pequenas. Esto provoca que esta segunda capa de células genere mas
compresion contra la capa de células externas, de manera que a medida que los granulos de

almidén van degradandose se produce un refuerzo de las paredes de las células internas.

Al finalizar la maduracion de la semilla, el mucilago se seca haciéndose una capa delgada

que se despliega solamente cuando entra en contacto con agua (Goto 1985).

Se ha determinado que el mucilago juega un papel muy importante en la germinacién
acelerada de la semilla, ya que permite absorber mas agua y acelerar los procesos de

germinacion en comparacion a los ecotipos deficientes de mucilago (Nguyen et al., 2015).

En semillas de Arabidopsis la germinacién comienza con la absorcién de agua por la semilla
seca y termina con el alargamiento del eje embrionario. Cuando la semilla entra en contacto
con agua, el mucilago es rapidamente hidratado forzando la ruptura de la pared celular

primaria que rodea por completo a la semilla (Bethke et al., 2007).

En Arabidopsis, tabaco (Nicotiana tabacum) y tomate (Lycopersicon esculentum), se ha
demostrado que las paredes de las células de la cubierta de la semilla y el endospermo
constituyen un componente importante de la latencia de las semillas y que la regulacion de la
cubierta de la semilla es un factor critico en la regulacion de la germinacion en si (Penfield et
al., 2014).

1.6.3. Suberina.

La suberina esta compuesta principalmente de glicerol unido a un acido, los acidos grasos de
cadena muy larga, acidos dicarboxilicos, alcoholes, acidos grasos hidroxilados, y acido
ferulico (Yadav et al., 2014). La suberina es insoluble en agua y disolventes organicos y actua

como barreras para los patégenos (Enstone et al., 2002).

La suberina es uno de los principales poliésteres lipidicos en las plantas. Uno de los
monomeros mas importantes de la suberina es el glicerol. El glicerol se encuentra unido

covalentemente a dominios alifaticos y aromaticos de la suberina y se encuentra esterificado
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con acidos grasos. Estos hechos influyen marcadamente en la estructura del polimero ya que
los monémeros alifaticos de la suberina pueden producir polimeros lineales, mientras que la
presencia del glicerol permite la formacion de polimeros entrecruzados y ofrece la posibilidad

de formar estructuras tridimensionales poliméricas (Beisson et al., 2007).

La suberina se encuentra en la cubiertas de las semillas (Molina et al, 2009),
especificamente en las células subepidérmicas del tegumento exterior forman una pared
celular engrosada en el lado tangencial interno conocida como la empalizada (Dean et al.,
2011) (Figura 2).

La suberina también puede encontrarse en tejidos tanto externos como internos en regiones
especificas durante el crecimiento. En la raiz, la suberina es la responsable de formar la
banda de Caspari que disminuye el flujo de iones y agua hacia el apoplasto, permitiendo a la
raiz tener un control sobre la toma de nutrientes (Enstone et al., 2002) y también de gases,
contribuyendo a la resistencia de la pared celular (Ranathunge et al., 2011). La suberina se
encuentra dentro de las paredes celulares, en la cara interior de la pared celular a la que esta
unido y la parte interna de la pared. Tiene un papel critico en la supervivencia de las plantas

protegiéndolo contra diversos estreses bibticos y abidticos.

LN 4
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Figura 4. Estructura hipotética de la suberina. Bernards (2002).

1.6.4.Proantocianidinas.
En Arabidopsis, las capas de células tegumentarias tienen diferentes destinos. La capa mas

interna o endotelio (capa 111) que acumula proantocianidinas (PAs) (Figura 2 y Figura 5)
también llamados taninos condensados. Las proantocianidinas se encuentran
especificamente en las vacuolas de las células del endotelio (Bethke et al., 2007; Kitamura et
al., 2010). Estos flavonoides poliméricos se acumulan en vacuolas como compuestos
incoloros durante el desarrollo temprano de la semilla y tienden a oxidarse en pigmentos
marrones por la lacasa polifenol oxidasa TRANSPARENTE TESTA (TT) 10 durante la

desecacion de semillas (Pourcel et al., 2005).



https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&ie=UTF8&prev=_t&rurl=translate.google.com&sl=en&tl=es&u=http://www.plantphysiol.org/content/163/3/1118.full&usg=ALkJrhhXBH0hmaZSQtnjOGyVkGXrsM3Cng
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&ie=UTF8&prev=_t&rurl=translate.google.com&sl=en&tl=es&u=http://www.plantphysiol.org/content/163/3/1118.full&usg=ALkJrhhXBH0hmaZSQtnjOGyVkGXrsM3Cng
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&ie=UTF8&prev=_t&rurl=translate.google.com&sl=en&tl=es&u=http://www.plantphysiol.org/content/163/3/1118.full&usg=ALkJrhhXBH0hmaZSQtnjOGyVkGXrsM3Cng
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Las proantocianidinas son polimeros que constan de flavan-3-oles tales como catequinas y
epicatequinas, que son sintetizados por leucoantocianina reductasa (LAR) y antocianidina

reductasa (ANR), respectivamente, como unidades de mondémero (Kitamura 2010).

Muchas de las funciones implicadas en el metabolismo de flavonoides se han identificado por
un enfoque basado en la deteccion mutante visual para los cambios en color de la semilla, de

color marrén palido a amarillo (Lepiniec et al., 2006).

La regién de la calaza también compromete la biosintesis de PAs en una pocas células

especificas y la deposicion suberina hidrofdbica en el hilium (Beisson et al., 2007).

Key: Il £ Endothelium
[ 1 mticropyle
W c Chalaza

XUeral, 2015

Figura 5. Sitio de biosintesis de proantocianidinas en la cubierta de Arabidopsis.
Representacion esquematica de una semilla de Arabidopsis en desarrollo. La acumulacién de
PAs se localiza en las capas celulares mas interiores de los tegumentos, es decir, E, endotelio;
C, chalaza; y M, area de micropilo. (Xu et al., 2015)
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2. Antecedentes.
Anteriormente, con el objetivo de aislar mutantes con mayor longevidad de semillas, se

realizaron busquedas de semillas 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).

Los mutantes seleccionados presentaban una insercion de copia unica de T-DNA que
cosegrega con su mayor longevidad. Se recupero el plasmido presente en el T-DNA con las
secuencias flanqueantes de los mutantes seleccionados con el objetivo de determinar la
posicién en donde se habia producido la insercion del T-DNA. En el primer mutante is/1-1D
por “improved seed longevity”, la insercion se produjo en el cromosoma 5, concretamente
entre los genes AT5G65410 y AT5G65420. Al gen AT5G65410 se lo denomind ATHB25 y
codifica el factor de transcripcion HOMEOBOX25 en Arabidopsis.

En el segundo mutante is/5-1D, la insercidén se produjo en el cromosoma 1, concretamente en
los genes AT1G29160 y ATIG29170. El gen anterior a la insercion de ATIG29160 (COGT)
pertenece a una familia de factores de transcripcion DOF, concretamente codifica para el
factor DOF1.5. Este factor, actua regulado negativamente la sefalizacion por luz de los
fitocromos (PhyA y PhyB).

11



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DE PLANTAS-IBMCP

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Generales

El objetivo general del presente trabajo es el clonaje del promotor pTT719 en el plasmido
pMDC32, para determinar la zona de la expresién en la cubierta de la semillas durante las
diferentes fases del desarrollo y realizar distintos ensayos relacionados con la longevidad de

semillas en varios ecotipos de Arabidopsis thaliana.

3.2. Objetivos Especificos

- Clonar el promotor del gen TT19 en el plasmido pMDC32 y llevar a cabo la
transformacién genética de Arabidopsis thaliana.

- Identificar las zonas y etapas de expresién, durante el desarrollo de las semillas del
gen promotor pTT19::GUS-GFP que se expresa en la cubierta de lineas transgénicas
de Arabidopsis thaliana.

- Realizar varios ensayos relacionados con la longevidad de semillas en un grupo de
ecotipos de Arabidopsis thaliana del proyecto 1001 genomas secuenciados.

- Determinar los niveles de expresion de los genes ATHB25 y COG1 en los distintos

ecotipos de estudio de Arabidopsis.

12
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4. MATERIALES Y METODOS.
El siguiente trabajo de investigacién, por cuestiones practicas se ha dividido en dos partes.

En la primera parte se ha realizado el clonaje del promotor del gen TT79, y en la segunda
parte del proyecto con ecotipos seleccionados se realizaron diferentes ensayos relacionados

a la longevidad de semillas.

4.1. Clonaje del promotor del gen TT79.

4.1.1. Extracciéon de DNA genédmico de Arabidopsis.

Para la extraccion de DNA gendémico se ha seguido el protocolo de Mufioz (2011). Se toma
un disco de hoja joven y se deposita en un microtubo. Con pequefios pistilos de plastico se
tritura las hojas sin tampon. Posteriormente se afiade 400 uL del tampdn de extraccion, luego
se agita durante 5 segundos (en este paso las muestras se pueden dejar a temperatura
ambiente hasta una hora; hasta tener todas las muestras extraidas). Luego centrifugar de 2-4
min. a 13 000 rpm y transferir 300 yL de sobrenadante a un tubo nuevo evitando tomar el
precipitado. Se afadié 300 uL de isopropanol, mezclado y dejado a temperatura ambiente por
2 minutos. Centrifugar por 5 minutos a 13 000 rpm para formar un precipitado de DNA.
Eliminar el sobrenadante volcando el tubo, realizar un spin y con ayuda de una pipeta elimina
el resto de liquido. Secar el precipitado y anadir 100 uL de agua MiliQ y tomar 1 pL por 25-30
WL de reaccion de PCR (Tabla 1).

4.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa: PCR.
La reaccién en cadena de la polimerasa, mas conocida como PCR, es una técnica que
permite replicar millones de veces pequefias cantidades de DNA, en el transcurrir de pocas

horas e in vitro.

La PCR en su forma mas sencilla consiste en la realizacion de tres reacciones sucesivas
llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten ciclicamente entre
veinte y cuarenta veces. La muestra se calienta, en el primer paso, hasta lograr la separacion
de las dos cadenas que constituyen el DNA, hecho que se conoce como “desnaturalizaciéon”.
En el segundo paso, la temperatura se reduce a permitir la union de los cebadores con las
hebras separadas del DNA molde. Para que pueda producir la unién, cada uno de los
cebadores debe ser complementario del tramo al que tienen que unirse en cadenas
separadas del DNA molde. En el tercer lugar, la enzima DNA polimerasa extiende los
cebadores, en el espacio comprendido entre ambos, sintetizando las secuencias

complementarias de las hebras del DNA molde.

Al cabo del segundo ciclo de tres reacciones (desnaturalizacion, apareamiento y extension) el

tramo de DNA elegido se ha duplicado y el doble de su cantidad original se encuentra
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disponible para ser nuevamente replicado en un segundo ciclo. El resultado de la aplicacién
de numerosos ciclos da lugar a la amplificacion exponencial del segmento de DNA delimitado

por los cebadores.

Dado que el DNA gendmico que se utiliza como molde es muy grande normalmente antes de
realizar los ciclos de amplificacion se realiza una desnaturalizacion inicial mas larga (5-10
min.), y tras el ultimo ciclo de amplificaciones se suele poner un paso de elongacion de la

cadena de unos 7-10 min.

4.2.2. Consideraciones preliminares:

Es muy importante evitar la contaminaciéon. Debido a la amplificacion a gran escala que se
realizara de cualquier fragmento de DNA, es muy posible que se produzcan contaminaciones.
Es recomendable trabajar con el segmento que se va a amplificar en una zona no habitual de
trabajo para evitar la contaminacién de DNA ambiental.

Para la reaccion de 50 pL se utilizan las cantidades siguientes:

Tabla 1. PCR del promotor del gen TT19
Concentracion o cantidad Volumen a Anadir

Concentracion de Stock requerida en la mezcla de

Componente incubacion

Agua MiliQ - 29,5 L
DNA gendmico 50 ng/uL 50 ng 1,0 yL
Tampoén 5X 1x 10,0 L
dNTPs 10 mM - 4,0 uL
Cebador directo 100 uM - 2,5 L
Cebador reverso 100 uM - 2,5puL
DNA polimerasa 20 000 units/ml 0,5 L
Volumen Total 50,0 yL

Los ciclos utilizados fueron los siguientes:
Un primer ciclo de desnaturalizacién de 5 min. a 95°C.
30 repeticiones de los siguientes ciclos:

- 30 segundos a 95°C (desnaturalizacién).

- 20 segundos a 60°C (anillamiento).

- 1 min. a 70°C (elongacion).

- Un ciclo final de desnaturalizacion de min. a 70°C.
Los cebadores utilizados son:

pTT19 Kpnl Rev: 5-cggGGTACCtctataagtttacaataacttigttacgaa-3”
ptt19 Hindlll Stul For: 5’-cccAAGCTTgaAGGCCTgcttgtaaagcacgttaggtttag-3°

4.2.3. Purificacion del inserto pTT19 y el plasmido pMDC32.

La comprobacién y posterior aislamiento del promotor pTT79 y se realizé en gel de agarosa
0,7% y TBE (90 mM Tris, 90 mM &cido bdrico y 2 mM EDTA) x 0,5. Ahadiendo a cada 5 yL de
muestra de DNA (amplificado), 1 yL de LBx6 (40% sacarosa, 0,25% azul de bromofenol y 0,1

M EDTA). La electroforesis se desarrollo durante 30 min. Aproximadamente a 90-100 voltios.
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Las bandas se han visualizado con un transluminador de luz ultravioleta con camara
fotografica e impresora térmica para la captacion de imagenes. Se calculd la cantidad de

DNA por referencia con las bandas del patron.

4.2.4. Extraccion de ADN a partir de geles de agarosa.
Para la purificacion del inserto del gel se utilizd un kit comercial de la firma de Marcheney y

Nagel y se siguio el siguiente procedimiento.

Antes de iniciar la extraccion. Comprobar si NT3 tampdn de lavado se preparé de acuerdo
con el articulo 3 (del manual) para solubilizar los fragmentos de ADN. Nota: Minimizar el
tiempo de exposicién a rayos UV para evitar dafiar el ADN. Tomar un bisturi limpio para cortar
el fragmento de ADN a partir de un gel de agarosa. Remover todo el exceso de agarosa.
Pesar un microtubo limpio, afiadir la rodaja de gel y restar el peso del microtubo para tener el
peso de la rodaja de gel. Por cada 100 mg de gel de agarosa <2% anadir 200 puL Buffer NTI.
Se debe incubar la muestra durante 5 a 10 min a 50°C. Agitar la muestra brevemente cada 2-
3 minutos hasta que el corte de gel se disuelva por completo. Depositar la solucién en la
columna PCR Clean-up (colocada en un tubo de coleccion; cargar hasta 700 yL de muestra).
Centrifugar durante 1 minuto a 5 000 x g. Desechar eluido y colocar la columna de nuevo en

el tubo de recogida. Cargar muestra restante y repita el paso de centrifugacion.

4.2.5. Lavado de la membrana de silice.

Anadir 700 uL de tampén NT3 al gel NucleoSpin y PCR columna de limpieza. Centrifugar
durante 30s a 11 000 x g. Desechar el eluido y colocar la columna en el tubo de recogida. Es
recomendable repetir el paso de lavado anterior para minimizar dafios con la sal caotropico y
tener posteriormente un bajo ratio A260/230 (ver seccion 2.7 para obtener informacion
detallada).

4.2.6. Membrana de silice seco
Centrifugar durante 1 minuto a 11 000 x g para eliminar por completo el Buffer NT3.
Asegurese de que la columna de centrifugaciéon no entre en contacto con el flujo mientras se

retira de la centrifuga y el tubo de recogida.

El etanol residual de Buffer NT3 podria inhibir las reacciones enzimaticas. El etanol puede ser

eliminado por incubacién de las columnas de 2 a 5 min a 70°C antes de la elucion.

4.2.7. Eluido de ADN

Colocar el gel NucleoSpin y la columna de PCR de limpieza en un nuevo tubo de
microcentrifuga 1,5 mL. Afadir 15-30 yL Buffer NE e incubar a temperatura ambiente (18-
25°C) durante 1 min. Centrifugar durante 1 min a 11 000 x g. La recuperacion de ADN de los

fragmentos mas grandes (>1000 bp) se puede aumentar mediante multiples etapas de
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elucién con tampon fresco, calentando a 70°C e incubacion durante 5 min. Luego se realizo la

cuantificacién en nanodrop.

4.2.8. Digestion del promotor proTT19
Después de la purificacion del inserto se realizé una digestion con las enzimas Hindlll y Kpnl.
La digestion se incubo a 37°C por 3 horas (Tabla 2).

Tabla 2. Digestion del promotor TT19

Concentracion o cantidad requerida

Concentracion de Stock en la mezcla de incubacién Volumen a Afadir
Componente
Agua MiliQ - - 21 L
Tampén M 10X 1x 3L
DNA 1000 ng/pL 4000 ng 4 pL
HindIll 20 000 units/ml - 1L
Kpnl 20 000 units/ml - 1L
Volumen Final 30 pL
4.2.9. Digestion del plasmido pMDC32
El plasmido pMDC32 (Figura 6) contiene dos N Ny
promotores juntos del virus 35S (2X35S) que sera / \
eliminado para poder realizar la construccion que se / l -
‘I’ 258 '
necesita para el presente trabajo (Tabla 3). Para tal ... ‘
resistance Vidin f
fin se emplearon las enzimas Kpnl y Hindlll. La ‘ /
temperatura de la digestion fue de 37°C durante 2-3 i \\
horas. S

Figura 6. Esquema del promotor pMDC32, empleado
en la generacion de las lineas transgénicas. Qi et al.,
(2009).

Tabla 3. Digestion del plasmido pMDC32

Concentracion o cantidad

Componente Concentracion de Stock  requerida en la mezcla de Volumen a Aiadir
incubacion

Agua MiliQ : 18,75 uL
Tampon M 10X 1X 3,00 pL
DNA 0,8 pg/uL 5000 ng 6,25 pL
Enzima Hindlll 20 000 units/ml 1,00 yL
Enzima Kpnl 20 000 units/ml 1,00 yL
Volumen Final 30,00 yL

4.2.10. Purificacion del promotor pTT19 y del plasmido pMDC32 digeridos con Hindlll y
Kpnl.

La comprobacion y posterior aislamiento de promotor pTT19 y del plasmido PMDC32 se

realiz6 en gel de agarosa 0,7% y TBE x 0,5. Afiadiendo a cada 2 pL de muestra de DNA, 6

ML DE H,O Y 2 uL de LBx6. La electroforesis se desarrollo durante 30 minutos y entre 90 y
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100 voltios. Las bandas se han visualizado con un transluminador de luz ultravioleta, que

incluye camara fotografica e impresora térmica para la captacion de imagenes.

Para la purificacion del inserto pTT19 y del plasmido del gel se utilizé un kit de purificacion
comercial de la firma Marcheney-Nagel. Tras la purificacion se cuantifico la concentracion
mediante el NANO-Drop.

4.2.11. Ligacién del promotor pTT19 y el plasmido pMDC32.

El plasmido pMDC32 sin el promotor pTT19 tiene un tamano de 10 967 pb y el tamafo del
promotor pTT19 es de 542 pb. Para hacer una ligacién es una regla que el inserto debe de
estar en una concentracion molar 3 veces superior que el plasmido, para esto se utiliza la

formula siguiente:

Ratio=Plasmido/Inserto Ratio = 10.962/542 = 20,23 veces.

(Para 100 ng/ratio)*3 = (100/20,23)*3 = 14,83 ng inserto.

Para 100 ng de plasmido hay que poner 13,68 ng de inserto.

Como es necesario 100 ng de inserto y esta a 34 ng/uL se anaden 2,94 L.

Como es necesario 13,68 ng/uL de plasmido y esta a 49 ng/uL se necesita 0,28 pL.
La incubacion fue a 22°C durante una hora.

Los detalles de la ligacién se describen en la siguiente tabla (Tabla 4).

Tabla 4. Ligacion del promotor pTT19 y el plasmido pMDC32

Concentracioén o cantidad requeridz

Componente Concentracion de Stock en la mezcla de incubacion Volumen a Aiadir
Plasmido pMDC32 34 ng/uL 2,94 yL
Inserto pTT19 49 ng/pL 0,28 pL
Tampoén 10X 1X 2,00 pL
Enzima Ligasa 20 000 units/ml 2,00 pL
Agua MiliQ 13,78 uL
Volumen Final 20,00 pL

4.2.12. Transformacion de E.coli.

La cepa de E. coli que se utilizé durante los experimentos destinados a la obtencion de
nuevos plasmidos es F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recA1 araA139
A(ara-leu)7697 galUgalKrpsL (Str®) endA1 nupGfhuA::1S2

Se extraen del congelador de -80°C microtubo con células competentes de E. coli, y se ponen
en hielo por 5 a 30 minutos. En cabina de flujo laminar afiadir la decima parte del volumen del
DNA. Agitar con la mano y volver al hielo rapidamente. Someter a un choque de temperatura
(termobloques) a 42°C por 90 segundos. Poner los microtubo en hielo por 5 minutos. Se

anade 0,5 mL de medio SOC y se lleva por una hora a incubar a 37°C en camara de

17



UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DE PLANTAS-IBMCP

incubacién y agitando. Sembrar en placas petri en medio LB con Kanamicina (el plasmido

pMDC32 tiene un gen de resistencia a este producto).

Se sembro6 de la siguiente manera, en la primera placa se puso una gota, en la siguiente
cinco gotas y en la tercera el resto. Se puso cuatro bolas de vidrio y agito de adelante hacia
atras y de izquierda hacia la derecha hasta obtener una distribucion homogénea del cultivos,
luego reposar las placas abiertas hasta que el agua del medio se haya evaporado, cerrar las

placas sin sellar, incubar boca abajo a 37°C por 24 horas.

Después se realiza el recuento de numero de colonias regeneradas en un medio de cultivo,
por medio de una PCR-colony de colonias numeradas al azar y de algunas seleccionadas al
azar determinar si tienen el transgen. Una vez comprobado mediante PCR las colonias que
tienen el inserto, se seleccionan algunas colonias y se cultivan en medio LB en agitacion

constante a 27°C por una noche para luego extraer el plasmido.

4.2.13. Extraccion de plasmido de E. coli.

El protocolo seguido fue una modificacién del descrito por (Sambrook 2001), basado en
que una disolucion de un detergente anicénico fuerte y pH elevado, rompe las células y
desnaturaliza tanto las proteinas como el DNA cromosdmico, y la subsiguiente centrifugacion
de la suspension permite recuperar el DNA plasmidico en el sobrenadante (Birnboim y Doly
1979).

Las colonias aisladas en las transformaciones de E. coli se cultivaron durante 12-16 horas en
5 mL de LB con los respectivos antibiéticos. Seguidamente, se procedié a la centrifugacion
(2500 rpm durante 15 min. a 4°C) de 4 mL de ese cultivo y a la resuspension del precipitado
celular en 200 pL de la solucion | (50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCI pH 8,0 y 10 mM
EDTA, pH 8,0); inmediatamente después, se afiadieron 300 uL de la solucion alcalina recién
preparada (0,2N NaOH, 1% SDS; Solucion Il), se agit6 manualmente y la mezcla se colocé
en hielo.

A continuacion se afadieron 300 pL de la solucién Ill (60 mL acetato potasico, 11,5 mL
de acido acético glacial y 28,5 mL de agua). La mezcla se agité manualmente y se mantuvo
en hielo otros 5 minutos. El sobrenadante resultante de la centrifugacion (13 000 rpm durante
10 min. a 4°C) se transfirié a un nuevo microtubo (unos 700-750 L) y se anadio 2 uL de

RNAsa al 1%. La mezcla se agitd y se incub6 a 37°C durante 20 minutos.

Trascurrida la incubacion a 37°C se realizé un lavado con cloroformo para eliminar
proteinas del extracto. A 400 uL del extracto se anadié 400 uL de cloroformo, se agitd
manualmente y se centrifugé a 13 000 rpm durante 10 min. Este paso se repitié una segunda
vez. Se recogi6 la fase superior acuosa que contiene el DNA y se le afadié 1 volumen de

isopropanol. La mezcla se agité y se mantuvo en hielo 10 minutos. A continuacion, se
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centrifugd (13 000 rpm, 15 minutos) y se lavo el precipitado, para la eliminacion de sales, con
500 pL de etanol al 70%, volviendo a centrifugar en las mismas condiciones.
Por ultimo se dejo secar el precipitado y cuando estuvo totalmente seco, se resuspendio en
50 pL de agua MiliQ, y para comprobar que la extraccién se habia realizado correctamente,

se realizé la cuantificacion en nanodrop y una electroforesis con 2 uL del plasmido.

4.2.14. Aislamiento del enhancer enh2X35S del plasmido pMDC32.

Mediante un alineamiento de secuencias entre el plasmido pMDC32 y pSKI015 que se realizd
con el programa informatico ClustalW se evidencioé que el plasmido pMDC32 tenia seguidos
dos activadores transcripcionales. Para el aislamiento del los activadores transcripcionales

se realizé una digestion con las enzimas Hindlll y EcoRV (Tabla 5).

Tabla 5. Aislamiento del enhancer 2X35S del plasmido pMDC32.

Concentracion o cantidad

Componente Concentracion de Stock requerida en la mezcla de Volumen a Ahadir
incubacion
H20 MiliQ - 11 pL
Tampoén M 10X 1X 2 uL
Hindlll 20 000 units/ml - 1L
EcoRV 20 000 units/ml - 1L
DNA 800 ng/uL 5 ug 5L
Volumen Final 20 uL

EL activador transcripcional del promotor 35S tiene un tamafio de 672 pb que tiene un
extremo Hind/ll y el otro romo (EcoRV). Para obtener un inserto con extremos romo-romo, el
extremo cohesivo se rellen6 con la ayuda de la enzima Klenow. La reaccion con la enzima
Klenow se hizo a 30°C y durante 15 minutos. Los detalles de la reaccion se describen en la
Tabla 6.

Tabla 6. Rellenado del activador transcripcional 2x35S

Componente Concentracion de Stock Concentracion o cantidad Volumen a AAadir
requerida en la mezcla de
incubacion
Agua miliQ - - 29,0 yL
DNA 200 ng/uL 600 ng 3,0 L
Tampén 10X 1X 6,0 L
dNTP Mix 2mM 0,05 mM 1,5 uL
Klenow 10 units/uL 3,0 yL
Volumen Final 60,0 uL

Posteriormente se hizo una digestién del plasmido pMDC32-pTT19 con la enzima Stul para
dejar los extremos romos. Los componentes de la reaccion se describen en la Tabla 7.
Tabla 7. Digestion del plasmido pMDC32-pTT19

Concentracién de Concentraciéon o cantidad

Componente Stock requerida en la mezcla de Volumen a Anadir
incubacioén
H20 MiliQ - 14,4 uL
Tampén M 10X 1X 2,0 yL
DNA 0,7pg/uL 1,8 L
Stul 10 000 unit/ml 1,8 uL
Volumen Final 20,0 L
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4.2.15. Ligacion del plasmido pMDC32-pTT19 con el activador transcripcional
enh2x358S.

La ligacion del plasmido pMDC32-pTT19 (previamente digerido y con extremos romos) y el

inserto que corresponde al activador transcripcional enh2x35S, se realizé con la enzima

Ligasa. Los componentes y volumenes de la ligacidon se describen en la Tabla 8.

Tabla 8. Ligacion de la construccion pMDC32-pTT79 con el activador transcripcional

enh2x35S
Concentracion o cantidad
Componente Concentracion de requerida en la mezclade  Volumen a Afadir
Stock incubacion
Plasmido pMDC32 34 ng/pL 99,96 ng 2,94 yL
Inserto proTT19 49 ng/pL 13,72 ng 0,28 yL
Tampon 10X 1X 2,00 pL
Enzima Ligasa - - 2,00 yL
Agua MiliQ - - 12,78 L
Volumen Final 20,00 pL

Hasta aqui se tiene las dos construcciones siguientes:
- pMDC32- pTT19- ccdB (gen letal) y

- pMDC32-2xEnh35S-pTT19-ccdB (gen letal).

4.2.16.PCR del gen GUS-GFP del plasmido pCambia 1303.

El plasmido pCambia1303 tiene el gen GUS-GFP,
que formara parte de las construcciones del
presente trabajo (Figura 7). Se disefaron
cebadores y amplificé por PCR, se insertdé en el
vector TOPO, se transformo E. coli (cepa DHba, ya
que este plasmido no tiene el gen letal), y luego

por recombinacion se  introdujo en las dos

construcciones antes descritas.

De las colonias transformadas con la reaccion de

recombinacion (también en la cepa DH5a por que
L . Figura 7. Esquema del plasmido Pcambia
el plasmido recombinado que queremos ya no 1303.

. , A Este plasmido ha sido empleado para realizar
tendra el gen letal) se han extraido los plasmidos pcR del gen GUS-GFP, para la construccién del

para realizar ensayos de restriccion y seleccionar & Nueve plasmido.

las colonias con el inserto con la direccion correcta. Estas ultimas colonias se cultivaron en
medio liquido para luego extraer y purificar sus plasmidos. La reaccion de la recombinacion
de los plasmidos se detalla en la Tabla 9. La temperatura de incubacién de la reaccién fue de

25°C y el tiempo de incubacién cuatro horas.
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Tabla 9. PCR del gen GUS-GFP del plasmido pCambia 1303

Componente Concentracion o cantidad  Volumen a Afiadir
Concentracion de Stock  requerida en la mezcla
de incubacién

Plasmido 50 ng/pL 1L
pMDC32-pTT19-ColB

Plasmido 50 ng/uL 1uL
TOPO::GUS-GFP

TE buffer pH 8 2 L
Recombinasa LR clonasa - 1L
Volumen Total 5L

La temperatura de la recombinacién fue de 25°C y por cuatro horas. La siguiente construccion
fue la que se ha obtenido e pMDC32-enh2x35S-pTT19::GUS-GFP.

Tabla 10. Recombinacién para obtener la construccion el plasmido
pMDC32-enh2x35S-pTT19::GUS-GFP

Concentracion o cantidad

Componente Concentracion  requerida en la mezcla de Volumen a Afadir

de Stock incubacion
Plasmido 150 ng/uL 15 ng 1uL
pMDC32-pTT19-Enh2x35S-ColB
Plasmido 50 ng/uL 0,05 pg 1L
TOPO::GUS-GFP
TE buffer pH 8 8 uL
Recombinasa LR clonase - 2 uL
Volumen Total 12 uL

4.1.18. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens.

Para la transformacién de Agrobacterium tumefaciens se siguié un protocolo modificado del
método de congelacion/descongelacion de Holsters et al., (1978), que consiste en afadir
unos microlitros de la solucion del plasmido a una alicuota de 50 uL de células competentes.
La mezcla se congela rapidamente en nitrégeno liquido y se preincuba durante 5 minutos a
37°C. A continuacion, se afiaden 0,5 mL de medio SOC y se incuba a 28°C durante 4 horas
con agitacion a 200 rpm. Finalmente, se extiende todo el volumen en medio LB sodlido

selectivo con la ayuda de perlas de vidrio.

4.1.19. Transformacion de plantas.

Se emplearon 10 plantas de A. thaliana cultivadas en sustrato (en maceta de 10 cm de
diametro). A plantas de aproximadamente 10 cm de longitud se les cortd la inflorescencia
primaria para promover la aparicion de inflorescencias secundarias y tener mayor cantidad de
capullos florales. Unos 7 dias después de que rebrotaran los escapos florales, se realizo la
transformacion. Inicialmente se agregd 1 mL de cultivo saturado de A. tumefaciens con el
vector de interés a 200 mL de medio con los agentes de seleccidn apropiados, y se incubd en
agitacién a 28°C durante unas 12-16 horas, hasta alcanzar una OD600 de 0,6-1. Transcurrido
ese tiempo, las células se recogieron por centrifugacion en frio a 4000 rpm durante 20

minutos, y se resuspendieron en 400 mL de solucidon de transformacién compuesta por
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5%(p/v), sacarosa, 0,02% (v/v), detergente Silwet L-77 (Lehle Seeds), 10 mM de MgCI2 y 1
g/L de MES.

La solucion de transformacion se coloco en un recipiente donde se ha sumergido la parte
aérea de las plantas durante 1 minuto. Luego, se cubrieron las plantas con bolsas de plastico
para mantener la humedad y aumentar la eficiencia de la transformacion. Después de 2 dias
se retiraron las bolsas y se mantuvieron las macetas en el invernadero hasta recoger la

poblacion de semillas transgénicas T1.

Seleccion de lineas transgénicas y obtencion de homocigotos.
Las semillas transgénicas T1 se sembraron en placas de cultivo de 14 cm de diametro con
medio MS y vitaminas al 50%, 0,5% de sacarosa, 25 mg/L de higromicina y pH 5,7 (el T-DNA
del plasmido pMDC32 otorga tolerancia a higromicina). Después de 7-10 dias, las plantulas
resistentes (T1) a la higromicina se trasplantaron a macetas para obtener la generacion T2.
Las semillas T2 se cultivaron en el mismo medio anteriormente descrito. De aquellas lineas
transgénicas cuyas semillas mostraron una segregacion 3:1 (resistentes: sensibles, que
tendran una insercion), se aclimataron 4 plantulas de cada linea resistentes para obtener la
generacion T3, donde se podran seleccionar las plantas homocigotas con el transgen (100%

resistentes a higromicina).

4.1.20. Ensayo histoquimico para la deteccion de la actividad B-glucuronidasa.

Para los ensayos de actividad de la glutation S-transferasa, los 6rganos de las plantas a
revelar se sumergieron en el tampon de reaccion GUS [fosfato de sodio (100 mM), EDTA (10
mM), Tritdon X-100 (0,1%), ferricianuro de potasio (0,5 mM), ferrocianuro de potasio (0,5 mM)
y 2 mM X-GIcA (5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurénido) a pH 7,0) durante 8 horas a 37°C. El
XGIcA es utilizado por la B-glucuronidasa para crear un precipitado azulado (5,5'-dibromo-
4 ,4'-dicloro-indigo) que permite localizar la expresion de la proteina. Posteriormente, los

fragmentos de las plantas se destifieron mediante lavados sucesivos con etanol al 70%.

Una vez destefidos las muestras se montaron en portaobjetos y tras poner el cubreobjetos se
observaron con un microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E600) con camara digital DS-Ri 1 o con

una lupa binocular (Nikon SMZ800) con camara digital Color View 12.

4.2. Segunda Parte: Ensayos de longevidad de semillas en ecotipos de Arabidopsis
thaliana.

4.2.1. Determinacién del nivel de expresién de los genes ATHB25y COG1.
Para determina los niveles de expresion de los genes ATHB25 y COG1 se ha utilizado el kit
de extraccién de la firma Marcherey-Nagel, con una breve modificacién al principio. El

protocolo utilizado se describe a continuacion:
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Purificacion de RNA a partir de tejidos cultivados.
Homogenizar la muestra.

Se ha extraido RNA de plantas cultivadas in vitro de los distintos ecotipos de 7 a 10 dias. Las
plantas han sido tomadas de las placas e inmediatamente han sido puestas y homogenizadas
en un mortero con nitrégeno liquido. Las muestras aun congeladas fueron puestas en un
microtubo previamente numerado, luego en nitrégeno liquido y almacenadas en -80°C hasta

su utilizacion.

Lisado de células
Se afiadié 700 pL de Buffer RA1y 7uL R-ME (I RB-mercaptoetanol) al sedimento celular y se

agitdé vigorosamente. Luego se ha centrifugado y puesto el sobrenadante en un nuevo
microtubo. Por una segunda vez se ha centrifugado y transferido el sobrenadante a un nuevo

microtubo.

Ajuste las condiciones de union de ARN

Para ajustar las condiciones de union de ARN se afiadié 700 yL de etanol (70%), luego se
mezcld pipeteando de arriba a abajo (5 veces). Después de la adicion de etanol se convirtio
en un precipitado fibroso visible, eso no afectd el aislamiento de ARN. También se tomé en
cuenta el desagregar cualquier precipitado y cargar la totalidad del precipitado en la columna.
No se centrifugé el lisado etanolico antes de cargarlo en la columna con el fin de evitar la

granulacion el precipitado.

Enlazar ARN

Para enlazar el ARN se tom6 una columna NucleoSpin® ARN (anillo azul claro) y se colocé
en un microtubo de recogida. Se pipeteo el lisado de arriba a abajo 2-3 veces y se cargo el
lisado en la columna. Se centrifugd durante 30s a 11.000 x g. Luego se coloco la columna en
un nuevo tubo de recogida de 2 ml. Se repitio el procedimiento ya que el volumen a procesar

era mayor.

Membrana de silice para desalar.
Se agrego 350 uL de MDB (Buffer de Membrana de desalacion) y centrifugo a 11.000 xg

durante 1 min para secar la membrana.

Digestion de ADN.
Se prepard en un tubo estéril de microcentrifuga de 1,5 ml una mezcla de reacciéon de DNasa:

A cada aislamiento, se anadié 10 uL de DNasa reconstituida, y 90 uL de tampdn de reaccion
para rDNasa. Luego se agité de arriba y abajo el contenido del tubo. Se agregé 95 pL de la
mezcla de reaccion de DNasa directamente sobre la centro de la membrana de silice de la
columna y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Lavar la membrana de silice y secar.
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Primer lavado, Se agregd 200 uL de buffer raw2 al NucleoSpin® ARN a la columna. Se
centrifugd durante 30 s a 11.000 x g. Luego se coloco la columna en un nuevo tubo de

recogida (2 ml). El buffer raw2 inactiva la rDNase.

Segundo lavado, se anadi6 600 pL Buffer RA3 a la Columna NucleoSpin® ARN. Se
centrifugd durante 30 s a 11.000 x g. Se desecho el flujo y coloco la columna en un tubo de
recogida. Asegurandonos de que el buffer residual de los pasos anteriores se elimind por
lavado con Tampon RA3, especialmente si el lisado ha estado en contacto con el borde
interior de la columna durante la carga del lisado en la columna. Para el lavado eficiente del

borde interior se lavd con Buffer RA3.

Tercer lavado, Se afiadiéo 250 uL Buffer RA3 a la columna ARN NucleoSpin®. Luego se
centrifugd durante 2 min a 11.000 x g para secar la membrana por completo. Se colocé la

columna en un tubo libre de nuclease.

Eluciéon de ARN
Por ultimo se realizd la elucion con 60 pL de agua MiliQ libre de RNasa y se centrifugé a

11.000 x g. durante 1 min. 4.1.1.3.

Analisis de la expresion génica.

Sintesis de cDNA para PCR semicuantitativa y a tiempo real.
Para llevar a cabo la sintesis de ADN complementario de los ARNs extraidos en el

aislamiento de ARN de Arabidopsis, se utilizo el kit de Thermo Scientific Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit (Ref. K1641). En cada reacciéon se afiadioé el volumen necesario para
contener 1pg-5ug de ARN, 2uL de tampédn, 1uL de la enzima retrotranscriptasa, y el volumen
de agua necesario hasta completar un volumen final de 20uL. Se mezcl6 suavemente y luego
se centrifugd. Se incubd en un termociclador con el siguiente programa: 10 minutos a 25°C,
30 minutos a 50°C, seguido de un paso final de 5 minutos a 85°C. Terminado el proceso se

agrego 20pL de agua MiliQ a cada tubo de reaccion y se guardaron a -80°C hasta su uso.

gRT-PCR
La PCR cuantitativa (en inglés, quantitative polymerase chain reaction; Qpcr o Q-PCR) o PCR

en tiempo real (en inglés real time PCR).

La qRT-PCR o PCR cuantitativa a tiempo real se emplea para amplificar y cuantificar los
niveles de ARN mensajeros de los genes de interés de forma absoluta. Se adiciona una
sustancia marcada con un fluoréforo y emplea un termociclador que albergue sensores para
medir fluorescencia tras excitar el fluoréforo a la longitud de onda apropiada, y que permite

medir la tasa de generacion de uno o mas productos especificos.
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Se utilizé el kit de Cultek Molecular Bioline “PyroTaqg PROBE gqPCR Mix Plus. En un
microtubo, se agrega 4 pL de 5x Pyro Taqg PROBE Qpcr Mix Plus. 1 uL del primer forware del
gen ATHB25 (10 pmol/uL), 1 uL primer reverse del gen ATHB25 (10 pmol/uL), 1 uL de cDNA
molde para la amplificacion y como testigo se ha afiadido el gen “C” y se ha completado con
agua miliQ hasta 20 yL. Cada reaccién fue realizada por triplicado. Las condiciones para la
reaccion de la Qrt-PCR fueron, inicio de la desnaturalizacion 95°C por un tiempo y 1 ciclo,

desnaturalizacion 95°C por 15-20 segundos, alineamiento de 60-65°C y elongacion de 72°C.

4.2.2. Ecotipos para realizar ensayos relacionados a la longevidad de semillas.

Los ecotipos utilizados para realizar ensayos de longevidad de semillas fueron los siguientes:
Can-0, Ak-1, Shakdara (Sha), Cvi-0, Enkheim-T, Van-0 parental line for RI lines, Nd-1, Ler-2
(Landsberg erecta), Kin-0, Cen-0, Nw-1, Li-2:1, Er-0, N78777, Fr-2, y Ms-0. Estos ecotipos se

encuentran en el grupo de 1001 genomas secuenciados.

4.2.3. Cultivo de Arabidopsis thaliana.

El cultivo in vitro de Arabidopsis thaliana se realiz6é en placas petri de 15 cm. de didametro. El
medio de cultivo fue el medio basal y las vitaminas propuesto por Murashige & Skoog (1962)
de la empresa Duchefa (Ref. M0222), a razén de 4,2 g/L., junto con sacarosa 3% MES
0,09%, AGAR 0,7% y ajustado el pH a 5,7 con KOH o CIH.

Se distribuyé semillas de todos los ecotipos en microtubos de 1,5 ml. Para la desinfeccion se
agrego 1 ml. de etanol 70° GL con 0,05% triton X-100 y se pusieron los microtubos a agitar
durante 10 minutos, este tratamiento se realizé dos veces consecutivas. El tiempo y la
concentracién del producto para la esterilizacion dependeran de si las semillas seran
sembradas en medio de cultivo semi-solido o liquido. En cabina de flujo laminar se quit6 el
etanol con una micropipeta y puntas estériles y se realizé tres lavados consecutivos con agua
miliQ estéril que consistia en afiadir 1 ml de agua y agitar el microtubo, al finalizar se agregé
1 ml de agua miliQ estéril y las semillas fueron puestas a 4°C a estratificarlos, durante 3-4

dias para romper la dormancia.

La aclimatacion y el cultivo en tierra se realizd en pequefias macetas cuadradas de
polipropileno, con una mezcla de vermiculita exfoliada (“verlite”, vermiculita y derivados S.L.)
y turba (Prolifubstrat Gramoflor Vertriebs) (1:1 v/v), dispuestas en el interior de una bandeja,
ha sido regada peridédicamente cada 3 o 4 dias, las condiciones del invernadero han sido de
22°C con 16 Hrs. de luz (130 uE/m2/s.) y 8 horas de obscuridad.

4.2.4. Envejecimiento acelerado de las semillas.

Para estudiar los mecanismos de la pérdida de vigor de la semilla durante el almacenamiento,
el tratamiento de semillas conocido como tratamiento controlado de deterioracion (CDT) se

utiliza ampliamente (Tesnier et al., 2002).
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Para realizar el tratamiento de envejecimiento acelerado de semillas, se realizé la distribucion
de semillas de cada ecotipo en microtubos, aproximadamente unas 100 semillas tomando
como referencia la linea proxima a la base del microtubo. Después de la desinfeccion y
estratificacion (protocolo descrito anteriormente), los microtubos se incubaron a 42° durante
24 horas. (Bueso, et al., 2014). Después de la incubacion la siembra se realiza en placas petri
y la evaluacion del porcentaje de germinacion se realiza a partir del tercer dia al noveno y con
la ayuda de un contador automatico. Luego de haber obtenido los resultados de
envejecimiento acelerado, se seleccioné los ecotipos de los dos extremos, es decir los que
obtuvieron mayor y menor porcentaje de germinacion. Estos ecotipos fueron los que se

sometieron al resto de los tratamientos de envejecimiento acelerado de semillas.

4.2.5. Tincién del mucilago con rojo de rutenio.

Para el ensayo de tincion del mucilago con rojo de rutenio. Se depositdé aproximadamente
100 semillas en un microtubo de 1.5 ml, las semillas se remojaron en agua durante 3 minutos
y luego se elimino el agua. Se agreg6 una solucion de 0,2% (w/v) de rojo de rutenio y el
remojo duro 15 min. Transcurrido este tiempo se realiz6 el lavado con agua estéril miliQ dos
veces y luego se agrego 1 ml de agua. Las fotografias fueron tomadas con microscopio

investigacion eclipse e600 de nikon (Bueso et al., 2014).

4.2.6. Tincion de la suberina con rojo de Sudan.
La solucién de rojo Sudan se llevé a cabo siguiendo las condiciones descritas por (Bundrett et
al. 1991):
Reactivos:
Fat Red 7B: MP Biomedicals 15803.
PEG-300: Wako 164-09055.
Solucion de tincion:
Se disolvieron 55 mg de Fat Red 7B en 25 ml de PEG-300.
Se incubd durante una hora a 90°C y posteriormente se enfrio.
Se anadié un volumen igual de glicerol al 90%.

Se almacend a temperatura ambiente.

Las semillas se incubaron a temperatura ambiente en una solucién de agua con Triton X-100
al 0,01% (p/v) y lejia comercial al 3-5% (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 solucién de cloroformo: metanol (2:1 v/iv). A
continuacion, se lavaron con etanol 100% y se dejaron secar. Finalmente, se anadié 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.
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4.2.7. Tincién con sales de tetrazolio.

Para el ensayo de permeabilidad se pesaron 0,0250 gr de semillas de los distintos ecotipos y
se depositaron en microtubos de 1,5 ml. Se prepard una solucién acuosa al 2% de sales de
tetrazolio, se agit6é y afiadié 1 ml de esta solucién a los microtubo y se puso a incubar a 30°C
durante 96 horas (4 dias).Transcurridos este tiempo, se elimind la solucion de sales de
tetrazolio y se hizo dos lavados sucesivos cada vez con 1 ml de agua miliQ. Con una
micropipeta se elimind el agua y se anadié 1000uL de etanol absoluto (95° GL), se agité y con
la micropipeta se extendioé el etanol con las semillas sobre el papel filtro, se esperd hasta que
el etanol haya sido evaporado por completo. Se pusieron las semillas en mortero de
porcelana, luego se agrego nitrégeno liquido y se machacaron por completo. Con la ayuda de
una espatula se trasvasé las semillas machacadas a un microtubo y se anadié 1 ml de etanol
absoluto. Para disolver el formazan los microtubo se pusieron a agitar por 15 minutos y luego
fueron centrifugados a 13000 rpm. Con mucho cuidado se recuperé 1 ml para realizar la
medicion en el espectrometro a 490MM. Del volumen anterior se trasvasé 670 pL a

microtubos del mismo volumen para poder realizar fotografias para su posterior analisis.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1. Andlisis de expresion mediante la reaccion histoquimica GUS-GFP.
Utilizando la base de datos de secuencias del TAIR obtuvimos la secuencia que incluia la

region del gen TT19 y la introdujimos en el programa Jellyfish (Jellyfish es una herramienta
muy utilizada que sirve para controlar, disefar cebadores, sitios de restriccion y PCR). Se
identifico la zona que corresponde al promotor y se disefaron los cebadores: directo
incluyendo los sitios de corte Hindlll y Stul, y reverso con el sitio Kpnl. Se realizé la PCR y se
amplifico la region comprendida entre los pares de bases -1 a - 542 respecto al ATG del gen
(siendo la adenina el nucledtido+1). A tiempo de disefiar los cebadores y teniendo en cuenta
que las enzimas de restriccion que vamos a utilizar son endonucleasas se afiadieron algunos
nucledtidos en los extremos, para que los sitios de corte estuvieran en el interior del cebador
(los nucledtidos afnadidos fueron seleccionados utilizando la tabla proporcionada en

https://www.neb.com/~/media/NebUs/Files/Chart%20image/cleavage olignucleotides old .pdf).

Una vez amplificado el promotor pTT19 a partir de DNA gendmico de plantas silvestres (Col
0) de Arabidopsis mediante polimerasas de alta fidelidad para no introducir mutaciones, se
purificd la banda correspondiente al cebador (por si existian otros amplificados no especificos
(Figura 8) y se digirié con las enzimas de restriccion Hindlll y Kpnl y se volvié a purificar el

inserto a partir del gel de agarosa.

Por otro lado en el vector pMDC32, se identificé la zona donde se encontraba el promotor
2x35S y se vio que estaba flanqueado por Kpnl y Hindlll. Se realizé una digestion con estas
enzimas, se hizo la electroforesis y la purificacion del plasmido pMDC32 que ya no llevaba el

promotor 2x35S (Figura 8).

- M 2 2
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Figura 8. Amplificacion y digestion del promotor pTT19 mediante enzimas de alta fidelidad.
A. Se muestra en el carril M el marcador GeneRuler 1 kb Plus, en el carril 1 se muestra el

producto de la PCR y su digestion con las enzimas Hindlll y Kpnl del promotor TT19 (542 pb). B.

Se muestra la digestion del vector pMDC32 con la enzima Hindlll y Kpnl mostrando el promotor

358 liberado (785 pb) y el resto del plasmido (10 967 Kb).

Después de tener por un lado el inserto (promotor pTT19) y por otro el plasmido pMDC32

abierto se procedi6 a la ligacion de ambos con la enzima T4 DNA ligasa. Posteriormente se
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transformo E. coli (una cepa tolerante al gen letal) y se purificaron sus plasmidos. Después de

realizar un ensayo de restriccion con las enzimas utilizadas durante el clonaje (Hindlll y Kpnl)

se confirmo por electroforesis que las colonias tenian el promotor del gen TT19 (se aprecia la

banda de 542 pb en vez de la banda de 785 pb de los promotores 2x35S (Figura 9).
o M 1 2 3 4 5 6

Figura 9. Digestion del plasmido pMDC32 que tiene el promotor pTT19.
Los plasmidos fueron extraidos de colonias que aparecieron después de la transformacion de
E. coli con el plasmido pMDC32-pTT19. Marcador GeneRuler 1 Kb plus. Carriles 1 al 6

corresponden a las colonias analizadas.

Por otro lado también introdujimos delante del promotor pTT79 un inserto formado por dos
activadores transcripcionales (enh2X35S) del promotor 35S. Para ello se digirid el plasmido
pMDC32-pTT19 con la enzima Stul, dejando los extremos romos. Se corri6 un gel de
electroforesis para separar el plasmido abierto del plasmido no digerido. En el gel se pudo
observar que la enzima Stul no corté todo el plasmido utilizado en la reaccién, pero a pesar

de ello pudimos purificar la banda correspondiente al plasmido abierto (Figura 10).

Para obtener el inserto correspondiente al activador transcripciones se digirié el plasmido
pMDC32 con las enzimas Hindlll y EcoRV (Figura 10). Se rellen6 el borde 5 cohesivo Hindlll
con la enzima Klenow. Luego con la enzima T4 DNA LIGASA se realizé la ligacion del
plasmido pMDC32-pTT19 y el inserto formado por dos activadores transcripcionales
enh2x35S.

4 LY

M
‘“'!1 - pMDC32-pTT19  Figura 10. A. Aislamiento
P — 11509 pb iy lineal por digestion y
p—— ""' 0 11.509 pb. electroforgsis del activador
S ERR— 00 transcripcional enh2x35S
. PMDC32-pTT19 (672 pb). B. Aislamiento
Y e 2000 Superenrrollado  de| plasmido lineal de la
'“_'_’ 11.509 pb construccion pMDC32-
fJ pTT19 con la enzima Stul.
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N e 400
0 S 0
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Después de ligar los dos fragmentos y trasformar E. coli se obtuvieron colonias que se
lanzaron en medio de cultivo para extraer sus plasmidos. Para determinar que colonias tenian
el enhancer con la orientacion que originalmente tenian el plasmido de partida (pPMDC32) se
realizaron unos ensayos de restriccion con las enzimas Hindlll y Kpnl, mostrando que
algunas de las colonias tenian el fragmento de 1214 pb que indicaria tener metido el
activador en el inicio del pTT19 (Figura 11). Este nuevo plasmido se design6 como pMDC32-
enh2x35S-pTT19.

» M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 15

o] e CREESEVR RS RSR R 11 967 pb

Figura 11. Ensayo de restriccion del vector pMDC32-pTT19-2xenh35S (12 181 pb).
Con las enzimas Hindlll y Kpnl. Se ha obtenido una banda de 1 214 pb que corresponde al
promotor pTT19 y a los activadores transcripcionales enh2x35S y el otro al resto del plasmido.

Una vez obtenidos los dos plasmidos aceptores de insertos que son el pMDC32-pTT19 y el
pMDC32-enh2x35S-pTT19, nos planteamos afadirle genes reporteros como GUS o GFP, o
una fusion de ambos. Dado que el plasmido pCAMBIA1303 contiene como genes reportero
una fusién de GUS-GFP, utilizamos este para introducirlo en el vector donador del inserto.
Este gen se obtuvo a partir de una PCR del plasmido pCambia1303, por lo que se disefiaron
un cebador directo que se iniciaba en al ATG, y un cebador reverso que llegaba hasta el stop
del gen. Una vez conseguida la amplificacion del gen se introdujo en el plasmido
pCR™8/GW/TOPO® siguiendo las especificaciones del proveedor. Tras la reacciéon se
transformo E. coli y se obtuvo colonias resistentes a espectinomicina. Mediante ensayos de
restriccion con la enzima EcoRV se determind la orientacién del gen en el vector TOPO
(grafico no mostrado, colonias con la orientacion correcta daran tres bandas de 232, 1 890 y
3263; mientras que colonias con la orientacion incorrecta daran bandas de 232, 700 y 4 453
pb). Después se envido los plasmidos a secuenciar para comprobar que no tuvieran

mutaciones.

Teniendo estos dos tipos de construcciones: el aceptor de inserto y el donador de inserto se
procedié a realizar las recombinaciones. Se hicieron dos reacciones por separado: pMDC32-
enh2x35S-pTT19 y pCR™8/GW/TOPO®::GUS-GFP, el siguiente pMDC32-pTT19 y el vector
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pCR™8/GW/TOPO®::GUS-GFP, obteniéndose las siguientes construcciones pMDC32-
enh2x35S-pTT19::GUS-GFP y pMDC32-pTT19:GUS-GFP, respectivamente.

Con estas dos nuevas construcciones se transformé Agrobacterium tumefaciens y en las
colonias que aparecieron se realizd6 PCR colony para confirmar la presencia de los dos
plasmidos, para ello en esta PCR se utilizé un cebador directo del interior del promotor y otro

situado en posicién reversa dentro del gen GUS (Figura no mostrada).

Con una de las colonias de cada grupo se hizo la transformacién genética de Arabidopsis
mediante inmersion floral, en la solucion bacteriana de transformacién de las inflorescencias

de plantas de un mes crecidas en invernadero.

Se obtuvieron plantas transgénicas tolerantes a kanamicina (plantulas T1 que eran capaces
de crecer en el medio selectivo) y se aclimataron en macetas para obtener su descendencia,
tras dos meses aproximadamente en el invernadero, se obtuvieron semillas que fueron
almacenadas por una semana (semillas T2), luego se sembraron en placas petri
aproximadamente 100 semillas y estratificadas a 4°C por 72 horas. Luego han sido llevadas
a la sala de crecimiento, donde cinco dias después de la germinacion y el crecimiento, era
posible ver diferenciar las plantulas transgénicas de las no transgénicas (plantas T2), por el
tamano y vigor de los cotiledones y el habito y vigor del crecimiento de las raices. Se realizé
el recuento para cada linea de las plantulas sensibles y tolerantes, para poder realizar un

analisis Chi-cuadrado y poder determinar que lineas tenian una sola insercion.

Los analisis estadisticos mostraron que unicamente 8 de las 18 lineas sembradas
presentaron la relaciéon 3 (tolerantes): 1 (sensible) correspondiente a la segregacion
mendeliana para una insercion. Para cada una de las lineas seleccionadas se llevaron al

invernadero y se aclimataron 4 plantulas para obtener la nueva descendencia (semillas T3).

El gen TT19 de Arabidopsis, codifica una glutation S-transferasa. Esta proteina tiene dos
dominios funcionales e influyen tanto en el transporte de antocianinas y de proantocianidinas
(Wang et al., 2012) y se encuentra en la capa de células mas interna de la cubierta de la
semilla (endotelio, chalaza y micropilo) (Xu et al., 2014) que se ha determinado con el ensayo
GUS (Kitamura et al., 2004, Sun et al., 2012, Kitamura et al., 2010, Cheng et al., 2015). Las
zonas de expresion descritos en el parrafo anterior, son mucho mas especificos que los
proporcionados en el analisis in silico por el Efp-Browser (Figura 12). El sitio de expresién del
gen TT19 segun el navegador de expresion es como se describe a continuacion: en la fase
Pre-globular (dia 1-2), globular (dia 3) y corazén (dia 4). El gen TT19 se expresa mas en toda
la cubierta de la semilla, luego se reduce en la etapa del cotileddn linear, y durante las cuatro

fases la expresion es menor y constante en la chalaza.
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Figura 12. Andlisis in silico del gen TT19.

Fases: Pre-globular (dia 1-2), globular (dia 3) y corazén (dia 4). Mayor expresion del gen TT19
(rojo intenso) en toda la cubierta y el micropilo. Menor epresion del gen TT19 (color naranja) en
la etapa del cotiledon linear y durante las cuatro fases la expresion. En la chalaza la expresion
es menor que en la cubierta pero constante (Le ef al., 2010).

En las Figuras 13 y Figura 14 se muestran fotografias de los ensayos GUS y GFP
respectivamente del promotor pTT19 junto con el activador transcripcional (enh2x35S). La
zona de expresiéon corresponde especificamente a la region del endotelio y la chalaza que

son las capas donde se acumulan PAs y antocianinas.

La glutation-S-transferasa codificada por TT19 es necesaria para el transporte de
proantocianidinas y antocianinas al tonoplasto. Su funciéon se ha demostrado a través del
mutante {t19 (tt19-7), que apenas acumula antocianinas, pero produce un nivel de 36% mas
alto de flavonol que la de tipo salvaje (WT) (Sun et al., 2012). Las antocianinas (grupo de
pigmentos de color rojo, hidrosolubles) se sintetizan en la superficie citosdlica del reticulo

endoplasmatico (ER), pero después dominantemente se acumular en la vacuola.

Las fotografias de la Figura 13 muestran la expresion del promotor pTT19, junto al gen
reportero GUS y activadores transcripcionales (enh2x35S). En el dia 1 DDF (Dia Despues de
la Floracion) (A), Existe abundante expresion en la zona de la chalaza y el micropilo, la
intensidad de expresion se va reduciendo a medido que avanza hacia el otro extremo de la
semilla, tambien se puede diferenciar claramente la expresién en el endotelio. En el dia 3
DDF (B) y en el dia 4 DDF (C), se ve claramente la expresion en el endotelio y la chalaza. Al
dia 5 DDF (D) la expresion del promotor pTT19 es notoria incluso en semillas que se
encuentran en proceso de maduracién en el endotelio y la chalaza. La fotografias son

representativas de los ensayos GUS en lineas homocigotas de Arabidopsis.
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Figura 13. Analisis de la actividad del gen GUS con la construccion enh2x35S-pTT19::GUS
durante el desarrollo de semillas de Arabidopsis.

Despues de la Floracion) (A), 3 DDF (B), 4 DDF (C), 5 DDF (D). La actividad GUS se observd
con microscopio confocal. Barra=400 um en (A), 200 ym en (B), 200 ym en (C) y 200 ym (D).
Fotografias representativas de los ensayos GUS en lineas homocigotas de Arabidopsis.

En cuanto a la expresion del promotor pTT79 junto al gen reportero GFP (enh2x35S-

pTT19::GFP), se observo que este gen se expresa en una capa interna de la cubierta de la

semilla (Figura 14).

Figura 14. Analisis de la actividad del gen GFP con el activador transcripcional y el promotor
enh2x35S-pTT19 en el desarrollo de semillas Wild-Type de Arabidopsis.
La actividad GFP se observo en una capa interna de la cubierta de la semilla durante su

desarrollo. Barra= 100 um.
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En la Figura 15 se puede observar la expresion del promotor pTT79 junto al gen reportero
GUS en la cubierta. En la region del endotelio en el dia 0 (ovulo sin fecundar) no se ve
expresion del promotor que corresponde al dia de la floracién (A). Pero si se observa la
expresion en la zona del endotelio y la chalaza en el dia 3 despues de floracién (DDF, (B) y
tambien en el dia 5 DDF (C). Las fotografias representativas con el gen GUS se realizaron
en lineas homocigotas de Arabidopsis. En la Figura 16 se puede observar expresion del

promotor TT19 en una capa de la cubierta de la semilla.

100 pm

250 um

Figura 15. Analisis de la actividad del gen GUS junto con el promotor pTT79 en el desarrollo de
semillas Wild-Type de Arabidopsis.

(A) falta de expresion del promotor pTT19::GUS el dia 0, que corresponde al dia de la floracion.

Si se ha observado expresion en el dia 3 DDF (B) y 5 DDF (C). la actividad GUS se observo con

el microscopio confocal. barra=100 pm in (A), 250 ym in (B), 250 pym (C). Fotografias
representativas de los ensayos GUS en lineas homocigotas de Arabidopsis.

Figura 16. Andlisis de la actividad GFP junto con el promotor pTT79 en el desarrollo de semillas
Wild-Type de Arabidopsis.
La actividad GFP se observé en la cubierta de la semilla durante su desarrollo (A). Barra= 100 pm.
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5.2. Estudio de la cubierta de la semilla en ecotipos de Arabidopsis thaliana.

5.2.1. Tratamiento de envejecimiento acelerado de semillas de distintos ecotipos de
Arabidopsis thaliana.

Este trabajo de investigacién se inici6 con 25 ecotipos seleccionados del proyecto 1001
genomas secuenciados. Inicialmente semillas de todos los ecotipos se sembraron in vitro en
placas petri, luego las plantulas se aclimataron y se cultivaron hasta obtener semillas. Del
total de los ecotipos, solo 16 ecotipos dieron semillas, por lo que el ensayo de envejecimiento
acelerado de semillas se realizd con estos ecotipos, segun las condiciones descritas por
Bueso et al., (2014). Las evaluaciones del porcentaje de germinacion se han realizado a los

3, 5, 7y 9 dias después de la siembra (Figura 17).
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Figura 17. Tratamiento de envejecimiento acelerado de semillas de 16 ecotipos.
Valores del porcentaje de germinacion de 16 ecotipos, después del tratamiento de
envejecimiento acelerado de semillas después de 24 horas. Las medias y error estandar
corresponden a tres repeticiones independientes de 52 semillas cada uno.

Después, como control se ha sembrado in vitro semillas de los distintos ecotipos (sin ningun
tratamiento), con el objetivo de verificar la viabilidad de los diferentes ecotipos y de que los
resultados sean confiables. Se realiz6 la evaluacion del porcentaje de la germinacion 9 dias
después de la siembra. En algunos ecotipos el porcentaje de germinacién que se logro fue
proximo al 100%. En tres ecotipos (Cen-0, Cvi-0 y Enk-T) (Figura 18) que tienen la cubierta
de color marrén por la elevada oxidacion de las proantocianidinas y el bajo contenido de

suberina, el porcentaje de germinacién fue préximo al 50%.
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Figura 18. Germinacién en ecotipos de
Arabidopsis.

Germinacion de ecotipos que tienen elevada
oxidacion de proantocianidinas y bajo contenido
de suberina Cen-0, Cvi-0 y Enk-T.

Luego de obtener los resultados y ser analizados, se seleccionaron los ecotipos mas y menos
longevos, (ecotipos con el nombre y porcentaje de germinacion en color rojo (Figura 19 y
Figura 20). Con los 10 ecotipos se realizaron ensayos posteriores relacionados a la

longevidad de semillas.
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Figura 19. Germinacién de ecotipos, después del tratamiento de envejecimiento acelerado.
El tratamiento de envejecimiento acelerado de semillas se realizo por 24 horas. La germinacién
de los distintos ecotipos corresponde a 9 dias después de la siembra. Junto al nombre del
ecotipo se encuentra el porcentaje de germinacion.
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Figura 20. Germinacién al dia 9 y después de tratamiento de envejecimiento acelerado (24 Hrs).
Los ecotipos de la Fila | corresponden a los ecotipos mas longevos situados a la izquierda de la
Figura 19 y tienen el nombre del ecotipo en color rojo. Los ecotipos de la Fila Il corresponden a

los ecotipos menos longevos situados a la derecha de la Figura 18. Los graficos corresponden

a experimentos independientes de 52 semillas.
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5.3. Ensayo con rojo de rutenio para determinar el contenido de mucilago en la
cubierta de la semilla en Arabidopsis thaliana.

Los resultados del ensayo con rojo de rutenio se han dividido en 3 grupos, segun el contenido
de mucilago en la cubierta. Los ecotipos que tienen mayor cantidad de mucilago en la
cubierta de la semilla se encuentran en la Fila | (Figura 21), y de estos cuatro ecotipos Can-0
es el que tiene mayor contenido de mucilago en la cubierta. En todos los ecotipos, el
tratamiento de envejecimiento acelerado se realizé por 24 horas y a 42°C.

En la fila Il, agrupa a los ecotipos que tienen un contenido intermedio de mucilago (Figura
21). A este grupo corresponden los siguientes ecotipos: Van-0, Kin-0, Nw-1 y Li-2:1, sus
porcentajes de germinacion son 9, 2, 43 y 36 porciento respectivamente. Al realizar una
comparacion visual entre estos dos grupos de ecotipos (Van-0, Kin-0) y (Nw-1, Li-2:1), no
existen diferencia en la distribucién ni en la cantidad de mucilago en la cubierta de la semilla.
Observando la Figura 21, se puede evidenciar que es el contenido de suberina es el que
produce diferencias en la longevidad en los ecotipos de los dos subgrupos descritos en el
parrafo anterior.

En la fila Ill se encuentran los ecotipos con ausencia de mucilago y/o con poca cantidad de
mucilago, que también corresponden a los ecotipos que mayor longevidad tienen, (porcentaje
de germinacion, Figura 18.) después del tratamiento de envejecimiento acelerado. Estos
ecotipos son: Er-0 (41% de germinacion) y Sha (60% de germinacion), este ultimo ecotipo
tiene una ausencia total de mucilago en la cubierta de la semilla. Ambos ecotipos tienen
elevada cantidad de mucilago.

Hasta ahora no hay reportes que demuestren la importancia del mucilago en la longevidad de
semillas. Previamente se conocia de que mutantes con reducido mucilago tienen una menor
capacidad para germinar (en relacion con el tipo silvestre), en condiciones de disponibilidad
limitada de agua (Nesi et al., 2002). En arabidopsis el mutante glabra 2 (g/2) que es afectada
especificamente la diferenciacion de las células epidérmicas de la testa (Haughn &
Chaudhury 2005). No se observd ninguna diferencia en la permeabilidad de la testa en
mutantes g/2 a sales de tetrazolio. (Debeaujon et al., 2000), lo que indica que el mucilago no
afecta a la permeabilidad.

También se habia determinado que él mucilago juega un papel importante en la germinacion
acelerada de las semilla, ya que permite absorber mas agua y acelerar los procesos de
germinacion en comparacion a los ecotipos deficientes de mucilago (Nguyen et al., 2015).

Por todos los resultados obtenidos por otros investigadores y los obtenidos en este trabajo, al
parecer la longevidad y la baja capacidad de germinacion tienen cierta relacion con la
ausencia de mucilago en la cubierta de la semilla. Como describe Saez-Aguayo et al., (2014)
el mucilago no aumento la tasa de absorcion de agua por los tejidos internos, por lo que es
mas probable que desempene un papel en la retencién de agua alrededor de la semilla, Esto

es mucho mas evidente en el ecotipo Sha en la que hay ausencia total de mucilago y donde

37


http://pcp.oxfordjournals.org/content/early/2015/12/28/pcp.pcv186.long
http://pcp.oxfordjournals.org/content/early/2015/12/28/pcp.pcv186.long
http://pcp.oxfordjournals.org/content/early/2015/12/28/pcp.pcv186.long

UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DE PLANTAS-IBMCP

el porcentaje de germinacion (longevidad) se incrementa aproximadamente en un 20% mas
respecto al segundo ecotipo mas longevo (Nw-1, 43% germinacion) que tiene un poco de
mucilago.

Es necesario mencionar que aparte de que se demuestra la hipétesis de Saez et al., (2014)
sobre la funcidon del mucilago hay otros factores que tienen mucha importancia en la
longevidad de semillas como la suberina presente en la empalizada y de PAs en la aleurona,
micropilo y la chalaza. Su importancia ha sido comprobada con diferentes mutantes de

perdida y de ganancia de funcion.

Cvi-0 Cen-0 Enk-T

Kin-0 Nw-1 Li-2:1
2 43 36

Er-0 Sha

41 60
Figura 21. Clasificacion de ecotipos, segtin el contenido de mucilago en la cubierta de la semilla

en Arabidopsis.

Los ecotipos con el nombre y el valor del porcentaje de germinacion en color rojo,
corresponden a los ecotipos con mayor longevidad después del tratamiento de envejecimiento
acelerado de semillas. En la fila | y de izquierda a derecha, se agrupan los ecotipos con alto
contenido de mucilago. En la fila Il se encuentran los ecotipos que tienen contenido intermedio
de mucilago y en la fila lll los ecotipos con bajo contenido de mucilago.

5.4. Ensayo con rojo de sudan de la suberina en la cubierta de la semilla.

La capa de suberina es insoluble e impermeable al agua. Los mutantes de suberina tienen un
aumento de la permeabilidad en la cubierta de la semilla, (Beisson et al., 2007; Ranathunge
et al., 2011). Especificamente el mutante gpat5, que es un mutante de la ruta de la suberina,
tuvo un fuerte aumento en la permeabilidad de la cubierta (Beisson et al., 2007). Estos
trabajos muestran la importancia de la suberina en la permeabilidad de las semillas.

Hasta ahora no se habian realizado ensayos de permeabilidad y longevidad de semillas con
ecotipos. En el presente trabajo se ha determinado que la cantidad de suberina es

directamente proporcional a la longevidad en todos los ecotipos. Esto se ha demostrado el
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ensayo con rojo de sudan que muestra la cantidad de suberina que se encuentran en las
células de la empalizada.

Para hacer claras las diferencias, se han ordenado los ecotipos en tres grupos segun el
contenido de suberina en células de la empalizada. En el primer grupo se encuentran los
ecotipos con mayor cantidad de suberina que también son los ecotipos que tienen mayor
longevidad y son los siguientes: Nw-1 43%, Li 2:1 36%, Sha 60%, Er-0 41% (el valor al lado
derecho del ecotipo corresponde al porcentaje de germinacién después del tratamiento de
envejecimiento acelerado) (Figura 22).

Al grupo Il se afadieron los ecotipos con contenido medio de suberina, a este grupo
corresponden los siguientes ecotipos Enk-0 (2%), Kin-0 (9%), Can-0 (9%) y Cvi-0 (5%)
(Figura 22).

Y en el grupo lll se encuentran los ecotipos con bajo contenido de suberina, a este grupo
corresponden los ecotipos: Cen-0 4%, Van-0 3% (Figura 22). En estos dos ultimos grupos,
hay diferencias en la cantidad de suberina en la capa de la empalizada. Pero solo es posible
que la suberina confiera longevidad a las semillas a partir de cierta cantidad.

La permeabilidad en la cubierta de las semillas que desempefia un papel importante en la

latencia, longevidad y germinacion.

Cen-0 Van-0
4 9

Figura 22. Visualizacion de la capa de suberina de la cubierta de la semilla de Arabidopsis.
Se visualizd el contenido de suberina en la empalizada empleando una tincién con rojo de
sudan. Las imagenes fueron tomadas en el microscopio 6ptico. En la fila | se encuentran
fotografias de los ecotipos con mayor cantidad de suberina. En la fila Il se encuentran los
ecotipos con un cantidad media de suberina. En la fila lll se encuentran los ecotipos con bajo
contenido de suberina. Las imagenes demuestran una que existe una correlacion entre el
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contenido de suberina y la longevidad. A medida que el porcentaje de germinaciéon se
incrementa, mayor es la deposicion de suberina en la empalizada de la cubierta.

5.5. Ensayo de permeabilidad de semillas.
Para el ensayo de permeabilidad de la cubierta se realizé utilizando sales de tetrazolio. La
permeabilidad de la cubierta de las semillas se midi6 indirectamente a través del contenido de

formazan de coloracion rojiza que es el producto de la conversion de las sales de tetrazolio.

Las semillas de Arabidopsis han sido incubadas en una solucion de sales de tetrazolio
durante 96 horas (4 dias). Después de haber obtenido los resultados se analizaron, y se
determiné que existian ciertas incoherencias en los resultados (relacion tratamiento de
envejecimiento acelerado y contenido de suberina). Al intentar determinar la causa de que los
resultados no coincidan, se vio como una posibilidad que las semillas de algunos ecotipos
hayan perdido su viabilidad. Esta podria haber sido la causa de los resultados erréneos. En
las zonas de necrosis o0 de tejidos muertos en semillas, el tetrazolio conserva su color blanco
o incoloro, debido a que las enzimas que reducen el tetrazolio han sido desnaturalizadas o
degradadas. Por lo tanto lo siguiente que hicimos fue realizar la siembra (in vitro) de todos los
ecotipos sin ningun tratamiento y se pudo determinar que en semillas los ecotipos Cen-0, Cvi-
0 y Enk-T el porcentaje de germinacion era inferior al 50% (Figura 23). Llegando a la
conclusion de que el origen de las incoherencias de los resultados ha sido la perdida de la
viabilidad.

Se esperaba que los resultados de los ecotipos con mayor longevidad fuesen los ecotipos
con los valores mas bajos en el ensayo de espectrofotometria. Considerando que la
abundante cantidad de suberina en la cubierta, era la que otorgaba la impermeabilidad y por
lo tanto mayor longevidad a la cubierta de la semilla. En los resultados los ecotipos Sha
(absorbancia 1,424 MM y germinacion 60%) y el ecotipo Nw-1 (absorbancia 1,206 MM vy
porcentaje de germinacion 43%) (Figura 23). Estos resultados no concuerdan con los
resultados del ensayo de permeabilidad ni longevidad. Al parecer en estos ecotipos la
suberina no es el principal responsable de la longevidad. Las proantocianidinas, y los factores
que se describen en la introduccion de este trabajo, como también podria haber muchos otros
relacionados con la longevidad de las semillas como ser el contenido de antioxidantes, RNA
polimerasa, proteinas de almacenamiento de semillas y proteinas de choque térmico entre
otras.

En los ecotipos Li 2:1 (absorbancia 0,144 MM vy porcentaje de germinacion 34%) y Er-0
(0,288 MM de absorbancia y 41% de germinacion), los resultados obtenidos en los ensayo de

suberina y longevidad si corresponden (Figura 23).
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'

Ecotipo Sha Nw-1  Van-0 Kin-0 Cen-0* Cvi-0* Er-0 Enk-T* Li 2:1
%Germin 60 43 3 9 4 5 41 2 34
Abs. 490 MM 1,424 1,206 1,031 0,954 0,318 0,286 0, 288 0,270 0,144

Figura 23. Absorcion a 490MM de sales de tetrazolio reducidos a formazan.

Resultados obtenidos del tratamiento de permeabilidad de la cubierta de la semilla con sales de
tetrazolio. Ecotipos con el nombre en color rojo, corresponden a los ecotipos con mayor longevidad.
Ecotipos con el nombre en color verde, corresponden a los ecotipos que perdieron viabilidad de las
semillas. A la derecha los ecotipos con mayor permeabilidad después de 96 horas (4 dias de
tratamiento).

5.6. Nivel de expresion de los genes ATHB25y COG1.

En lineas transgénicas que tienen la sobreexpresién de los genes ATHB25 y COG1, fue
posible obtener semillas mas longevas. Ambas lineas transgénicas tienen un mayor refuerzo
en la cubierta de la semilla, por lo que consideramos como una posibilidad de que el elevado
nivel de expresion de estos genes fueran los responsables de la longevidad de los ecotipos
mas longevos, por lo que se ha procedido a medir el nivel de expresién de estos dos genes
en los distintos ecotipos en estudio. Segun los resultados para el gen ATHB25 solo en el
ecotipo Nw-1 que pertenece al grupo de los cuatro ecotipos mas longevos, se encontré un
nivel de expresion 4 veces superior, que podia estar relacionado con la longevidad (Figura
24). En el resto de los ecotipos los niveles de expresion de estos dos genes no fueron
relevantes (Figura 24 y Figura 25), por lo que los genes ATHB25 y COG1 no estan

implicados con la longevidad en los ecotipos de estudio.
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Figura 24. Nivel de expresion relativa del gen ATHB25 en ecotipos de Arabidopsis thaliana.
Los ecotipos y porcentajes de germinacion (en la parte inferior) en rojo corresponden a los
ecotipos con mayor porcentaje de germinacion después del tratamiento de envejecimiento
acelerado de semillas en Arabidopsis.
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Figura 25. Nivel de expresion relativa del gen COG17 en ecotipos de Arabidopsis thaliana.
Los ecotipos y porcentajes de germinacion en color rojo corresponden a los ecotipos con mayor
porcentaje de germinacion, después del tratamiento de envejecimiento acelerado de semillas.
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6. CONCLUSIONES:
- Se ha clonado el promotor del gen pTT19 junto con los genes reportero GUS-GFP, en el

plasmido pMDC32. Y se determind que el gen TT19 se expresa en la capa del endotelio en la

chalaza y de la cubierta de la semilla, y durante las etapas pre-globular, globular y corazén.

- Los resultados demuestran que existe una fuerte variacion natural en la longevidad en
ecotipos de Arabidopsis thaliana, 1o que demuestran una fuerte variabilidad en todos los
ecotipos de estudio. También se determind que el ecotipo con mayor longevidad fue el
ecotipo Sha que obtuvo el 60% de germinacién y que tiene ausencia de mucilago en la
cubierta, el ecotipo Enk-T logro el 2% de germinacién después del tratamiento de

envejecimiento acelerado.

- Segun los resultados obtenidos en el ensayo con rojo de rutenio, existe cierta relacion
directa entre la ausencia de mucilago y la longevidad de semillas. El ecotipo Shakdara (sin
mucilago) tiene un porcentaje de germinacion de 17% mas alto, en relacion al ecotipo Nw-1
(poco mucilago). Por lo que es muy probable que desempeie un papel en la retencién de

agua alrededor de la semilla, pero que aun falta demostrarlo.

- En los distintos ecotipos evaluados se pudo corroborar la relacion directa de la
permeabilidad con el contenido de suberina. Es probable que la permeabilidad al tetrazolio
venga determinada por factores distintos a la permeabilidad al oxigeno. Esta ultima

dependeria de la suberina y determinaria la longevidad.

- Se determind el nivel de mensajero mediante gqRT-PCR de ATHB25y COG1 en los distintos
ecotipos seleccionados. Los niveles de expresion no correlacionaron con la longevidad de los

ecotipos evaluados.
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