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Resumen

La pérdida de viabilidad en el almacenamiento de las semillas es un inconveniente para la
conservacién de la biodiversidad en los bancos de germoplasma, asi como para el almacenamiento
de semillas de uso agrondmico. El estudio de los procesos implicados en la longevidad de las
semillas podria aportar soluciones a este problema. En concreto, la composicidn de la cubierta de
la semilla es de gran importancia, puesto que supone una barrera natural de proteccion a agentes
externos dafiinos y contiene moléculas antioxidantes que reparan el dafio oxidativo causado
durante el almacenamiento.

En este proyecto se ha iniciado el estudio del papel que juegan los flavonoides de la cubierta de la
semilla en la viabilidad de la misma. Para ello, se ha trabajado con una coleccién de semillas
mutantes de Arabidopsis thaliana con distinta composicidn de flavonoides. Mediante tratamientos
de envejecimiento acelerado se ha investigado si la composicién de determinados tipos de
flavonoides es clave para el aumento de la longevidad de las semillas. Ademas, se ha evaluado la
capacidad de estos mutantes para germinar en ambientes oxidantes. De algunos de ellos se ha
aproximado el dafo oxidativo producido tras los tratamientos de envejecimiento acelerado y de
otros mutantes se ha medido la permeabilidad de la cubierta a sales de tetrazolio y se ha
observado su capa de suberina puesto un mayor grosor de esta capa implica mayor
impermeabilidad.

Los experimentos sugieren que la composicién en flavonoides tiene un papel en la longevidad de
las semillas, aunque no son esenciales, y que un aumento de los mismos no supone un incremento
de la longevidad en la semilla.
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Title: Study of the role of flavonoids in the longevity of Arabidopsis thaliana seed

Abstract

The loss of viability in the storage of seeds has been a disadvantage for the conservation of
biodiversity in germplasm banks, as well as for the storage of seeds for agronomic use. The study of
the processes involved in seed longevity could provide solutions to this problem. In particular, the
composition of the seed coat is important, since it supposes a natural barrier of protection against
harmful external agents and because it contains antioxidant molecules that repair the oxidative
damage caused during storage.

In this project, the study of the role played by seed coat flavonoids in the viability of the seed has
been initiated. For this, we have worked with a mutant seed collection of Arabidopsis thaliana with
different flavonoid composition. Through accelerated aging treatments, it has been investigated
whether the presence of certain types of flavonoids increases seed longevity. In addition, the
ability of these mutants to germinate in oxidant environments has been evaluated. The oxidative
damage produced after accelerated aging treatments has been approximated in some of these
mutants. Moreover, the permeability of tetrazolium salts intake has been measured and the layer
of suberin has been observed as a greater thickness of this layer implies greater impermeability.

The experiments suggested that flavonoids composition has a role in seed longevity, although they
are not essential and their increase does not mean an increment in seed longevity.
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ABREVIATURAS

aa: acelerated aging (envejecimiento
acelerado)

ABA: Acido Abscisico
Abs: Absorbancia
ANR: Antocianidina reductasa

CDT: Controlled deterioration treatment
(envejecimiento acelerado)

CHI: Chalcona isomerasa
CHS: Chalcona sintasa
DFR: Dihidroflavonol 4-reductasa

F3’H: Flavonoide 3‘-hidroxilasa

FLS/ fis: Flavonol sintasa (ENZIMA)/(gen que
codifica a esa enzima, mutante con ese gen

truncado)
HSP: Heat Shock Protein

ii: Integumento interno

LEA: Late Embryogenesis Abundant protein

LDOX: Leucoanthocyanidin dioxygenase

Ler: Landsberg erecta

MDA: Malondialdehido
mM: milimolar

mg: miligramo

Mg: microgramo

ms: milisegundos

nm: nandmetros

oi: Integumento externo
PA(s): Proantocianidina(s)
PEG: Polietilenglicol

PPO: Polifenol oxidasa

PQ: Paraquat

(p/v): Peso / volumen
Redox: Reduccién-oxidacion
ROS: Especies reactivas de oxigeno
TBA: Acido tiobarbitdrico

tt: transparent testa

(v/v): volumen/volumen

Ws: Wassilewskija



1. INTRODUCCION

1.1. Longevidad de semillas: concepto e importancia

La semilla es el principal vector de propagacién que tiene la planta. Este 6rgano determina la
persistencia y dispersidn de las poblaciones de plantas y, por tanto, se ha especializado en perdurar
en condiciones Odptimas durante largos periodos de tiempo. Sin embargo, durante su
almacenamiento, las semillas van perdiendo progresivamente viabilidad, se vuelven mas sensibles
a estreses durante su germinacién hasta que son incapaces de germinar. Habitualmente este
proceso recibe el nombre de envejecimiento natural (natural aging) y, en general, es necesario el
transcurso de varios meses o incluso anos. Este descenso en la viabilidad de la semilla queda
representado graficamente en la Figura 1 y es debido a una serie de factores externos a la semilla
de tipo bidtico (patégenos y depredadores) o abidtico (humedad, temperatura, oxigeno, luz
ultravioleta, etc.) (Cuadrado con bordes redondos en la Figura 1). Uno de los efectos que causan
estos factores responsables del envejecimiento es la produccidn de moléculas perjudiciales en el
interior celular conocidas como especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS oxidan el ADN, los
lipidos y las proteinas causando lo que se denomina estrés oxidativo. Estas moléculas pueden ser
de distintos tipos como aniones superdxidos (O; °), perdxido de hidrégeno, radicales hidroxilos
(OH*) y oxigeno singlete (0,).0tros). En concreto, los investigadores Donohue et al., (2005),
determinaron que para conservar la viabilidad durante largos periodos las condiciones ideales de
almacenamiento son una baja humedad relativa y una baja temperatura. En los bancos de semillas,
Ilamados bancos de germoplasma, se mantienen estas condiciones para conservar la biodiversidad
de las especies de plantas silvestres existentes asi como disponer de una fuente de recursos
agricolas permanente (Long et al., 2014).

La longevidad de la semilla podria definirse como el tiempo total durante el cual la semilla
permanece viable. Este tiempo varia entre especies y poblaciones y depende de las caracteristicas
genéticas de la semilla y de cdmo le afectan los entornos bidticos y abidticos en los que se
encuentra (Long et al., 2014). En un extremo estarian las semillas de Phoenix dactylifera que son
capaces de germinar tras el paso de mas de dos mil afios (Sallon et al., 2008).

En un contexto de cambio climdtico, es importante preservar especies que podrian desaparecer
debido a las condiciones adversas, por su interés agronémico y, por ejemplo, con el fin de poder
realizar cruces entre una especie longeva y especies con otras caracteristicas. Asi mismo, después
de algun desastre natural, interesa disponer de semillas de las plantas de la zona afectada para
reforestarla. Por ello, incrementar el tiempo durante el cual la semilla es capaz de mantenerse
viable es fundamental. Esto supone una ventaja para los agricultores y para las empresas
distribuidoras de semillas que llevan a cabo dichas tareas de conservacién de especies vegetales.
Asi habra disponibles durante mas tiempo el mismo lote de semillas y el coste de produccion se
reducird abaratandose asi la venta de estas semillas. Ademads, para reponer las semillas de los
bancos de germoplasma, es importante conocer la duracidn de esta viabilidad en cada especie. Si
no se tiene una estimacién correcta de ese periodo de viabilidad, se puede definir un tiempo
demasiado largo de almacenamiento y perder la especie o se puede estimar un tiempo demasiado
corto y malgastar semillas. De esta manera, este conocimiento supone una ventaja econdémica
ademas de medioambiental (Long et al., 2011b).
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Figura 1. Esquema de la descendente viabilidad de la semilla durante el tiempo de almacenamiento y las posibles
causas (encuadradas con bordes redondos) y consecuencias (dentro de una forma octogonal) asi como los
mecanismos que dispone para afrontar ese descenso en la capacidad de germinacion (encuadrados en la parte
inferior de la figura). Extraido de Rajjou et al., (2008).

Debido a la importancia de alargar la viabilidad de la semilla, existe un interés en investigar cudles
son los procesos que se dan para tratar de suprimirlos o ralentizarlos. Generalmente el
envejecimiento dura meses e incluso afios por eso en el laboratorio existen tratamientos conocidos
como controlled deterioration treatment (CDT) o también acelerated aging (aa) que consisten en
someter a las semillas a unas condiciones de alta temperatura y alta humedad relativa para que
envejezcan en tan solo unos pocos dias. Asi se pueden evaluar con mayor facilidad y comodidad los
mecanismos complejos del envejecimiento de las semillas y los componentes que intervienen en
éste (Tesnier et al., 2002).

1.2. Mecanismos involucrados en la longevidad de la semilla

Tal y como se ha indicado en el apartado anterior, la semilla es el drgano de la planta que
determina su persistencia y dispersion, por ello posee mecanismos para conservar su capacidad de
germinacion tras periodos largos de almacenamiento. Dichos procesos hacen que la semilla sea un
buen modelo para estudiar qué moléculas estan implicadas en un aumento en la longevidad de la
misma.

Uno de los mecanismos consiste en reducir su actividad metabdlica reemplazando el agua del
citoplasma por azlcares y confiriéndole, asi, un estado vidrioso (Walters et al., 2005). Asi se limita
la movilidad de las moléculas ademds de proporcionar energia en la germinacién posterior. Estos
azucares también estabilizan proteinas y mantienen los lipidos de las membranas en correcto
funcionamiento (Crowe et al., 1987).

Otra estrategia la llevan a cabo las proteinas llamadas late embryogenesis abundant (LEA). La
acumulacién de estas proteinas proporciona tolerancia a la desecacidn inhibiendo una serie de
reacciones perjudiciales (Wu et al., 2011).



Eliminar las ROS generadas durante el envejecimiento seria otro mecanismo frente al
envejecimiento. Para ello, se distinguen dos mecanismos: enzimaticos y no-enzimaticos. Por un
lado, en los mecanismos enzimaticos, las enzimas que eliminan las ROS son las que participan en el
llamado sistema detoxificador. Algunos ejemplos son las superdxido dismutasas (SOD), las
catalasas (CAT), ascorbato peroxidasas (APX), glutatién reductasas, etc. Una de las funciones de
estas enzimas es mantener el ambiente intracelular de reduccién-oxidacidon adecuado. Si estas
enzimas son danadas, la viabilidad de la semilla se veria reducida (Goel et al., 2003). Por otro lado,
en los mecanismos no enzimdticos o pasivos participan moléculas no-enzimdticas como los
tocoferoles, el glutation y los flavonoides. Los tocoferoles como la vitamina E previenen la
peroxidacioén de los lipidos y, por tanto, aumentan la longevidad de la semilla (Sattler et al., 2004).
Al igual que las enzimas antioxidantes, el glutation se encarga de mantener un equilibrio de
reduccidn-oxidacidon en la semilla adecuado para su conservacion. Por ultimo, los flavonoides,
antioxidantes presentes en la cubierta de la semilla, se trataran con mayor profundidad en el
siguiente apartado.

Ademads, la tolerancia a la desecacién y el mantenimiento de un estado quiescente, estan
relacionados con la presencia de otra clase de proteinas llamadas chaperonas conocidas también
como proteinas HSP (Heat Shock Protein). Un experimento con sobreexpresion de HSP101 en
semillas resulté en un aumento de su longevidad (Prieto-Dapena et al., 2006). Estas enzimas
protegen las proteinas contra el dafio oxidativo ademas de asistir a la estabilidad y al plegamiento
correcto de las proteinas.

Como se ha mencionado anteriormente, los acidos nucleicos (ADN, ARN) pueden ser dafiados y su
reparacion constituiria otra manera de conservar la viabilidad de la semilla durante el
almacenamiento. Las bases nitrogenadas pueden sufrir modificaciones durante el envejecimiento
de la semilla, debido a la presencia de ROS, lo que puede generar apareamientos incorrectos.
Existe un conjunto de enzimas reparadoras que se encargan de eliminar la base modificada (ADN
glicosilasas), sintetizar la base correcta (ADN polimerasa) y juntar la nueva base a las bases
adyacentes (ADN ligasa) (Balestrazzi, 2011). La modificacidén mayoritaria es la hidroxilacién de un
carbono de la base nitrogenada guanidina. De esta manera la guanidina en vez de aparearse solo
con la citosina puede aparearse también con la adenina dando lugar a apareamientos erréneos
(Biedermann, 2011).

Una via de reparacidn alternativa es aquella que llevan a cabo las fitohormonas como el acido
abscisico y las giberelinas. El acido abscisico (ABA) tiene un papel importante en la longevidad
como se demostro con la reduccion de la viabilidad de la semilla al suprimir el gen aba1-5 (Clerkx et
al., 2004). Esta fitohormona regula la actividad de proteinas, por ejemplo inactiva fosfatasas o
ayuda a las proteinas llamadas acuoporinas a expulsar el agua oxigenada () téxica que se acumula
en el interior celular. Asi mismo, las plantas tratadas con la hormona giberelina produjeron semillas
mas resistentes a tratamientos de envejecimiento acelerado (CDT) que las que no se habian
tratado (Bueso et al., 2014a).

Por ultimo, de todas las estructuras de la semilla, la cubierta juega un papel muy importante en la
longevidad de la misma ya que supone una barrera natural que proporciona sobre todo proteccién
e impermeabilidad a agentes externos dafiinos (Finkelstein et al., 2008). Por esta razén se
considera una parte determinante en la viabilidad de la semilla a largo plazo. De hecho se ha
demostrado que el grosor de su capa de suberina (ver apartado siguiente, 1.3.) influye de forma
directa sobre la tolerancia de la semilla de Arabidopsis a los tratamientos de envejecimiento
acelerado (Bueso et al., 2014b).



1.3. Estructura y composicidn de la cubierta de la semilla

En angiospermas, como lo es nuestra planta de estudio Arabidopsis thaliana, la fertilizacién o
fecundacion del évulo tiene como resultado la formacidn de la semilla. Se distinguen tres partes en
la semilla: el embridn, el endospermo y la cubierta de la semilla (Figura 2A e, pe y t). El embridn es
la parte de la semilla que dard lugar a la futura planta y el endospermo es aquella que contiene las
sustancias necesarias para nutrir al embrién. Como se ha introducido en el apartado anterior, la
cubierta es muy importante ya que es una barrera natural que confiere proteccién a la semilla.

En Arabidopsis, la cubierta (testa) de la semilla tiene diversas capas, dos en el integumento exterior
y tres en el integumento interior. En el integumento interior (ii), la capa mas interna llamada
endotelio (Figura 2B, capa iil) estd compuesta por células que acumulan en sus vacuolas
proantocianidinas (PA) también Ilamadas taninos condensados y que, cuando se oxidan,
proporcionan un color pardo a las semillas (Debeaujon et al., 2003). Las siguientes capas del
integumento interno (Figura 2B, capas iil’ ii2) no se diferencian mucho entre si y se fusionan
cuando la semilla se desarrolla. Las células de las capas del integumento exterior (oi) llamadas
palizada y epidermis (Figura 2B, capas oi) acumulan almiddn en los amiloplastos durante la fase de
crecimiento. Asimismo, por un lado, las células de la epidermis (Figura 2B, capa 0i2) sintetizan y
secretan al apoplasto o espacio intercelular grandes cantidades de un polisacarido pectinoso
llamado mucilago. El mucilago estd relacionado con la imbibiciéon y desecacion de la semilla,
también es considerado una barrera adicional de proteccidn de estas capas celulares y se relaciona
con otras muchas funciones por lo que se dice que es una molécula multifuncional (Sano et al.,
2015). Por otro lado, las células de la palizada (Figura 2B, capa o0il) forman la llamada capa de
suberina, un tipo de lipido poliéster insoluble formado a partir de la ruta de los 4cidos grasos en
plantas (Molina et al., 2008). Esta capa actla como principal barrera impermeable contra el agua,
flujo de gases, patdogenos y la entrada de nutrientes (Pollard et al., 2008).

En las ultimas etapas del desarrollo de la semilla, las células de la cubierta mueren y se aplastan
entre ellas. La estructura de la semilla se conserva gracias al mucilago. Finalmente, las PA son
liberadas de la capa del endotelio e impregnan el resto de células (Haughn and Chaudhury, 2005).
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Figura 2. Representacion esquemdtica de la semilla de Arabidopsis y sus diferentes capas. A) Vision global de la semilla
entera. B) Seccion transversal en detalle de las capas de la cubierta de la semilla. e=embrion, pe=endospermo de la
periferia, t=cubierta (testa), ii=integumento interno, iil=endotelio (PAs), oi=integumento externo, oil=capa de suberina,
oi2=epidermis, mu=mucilago. Barra de 100 um. Modificado de Rajjou and Debeaujoun, (2008).



1.4. Antioxidantes presentes en la cubierta de la semilla: Flavonoides

Como se ha dicho anteriormente, la accién de los antioxidantes es imprescindible para eliminar o
prevenir la formacidn de las ROS que puedan danar el embridon, afectando la germinacion de la
semilla y reduciendo, por tanto, su longevidad. En este trabajo se han estudiado concretamente los
flavonoides, moléculas con capacidad antioxidante presentes en la cubierta de la semilla.

En el reino de las plantas, los flavonoides forman un grupo representativo de productos de su
metabolismo secundario (Saito et al.,, 2013). En cada especie vegetal existen diferentes tipos de
flavonoides, pero en este trabajo se va a tratar solo los flavonoides presentes en las semillas de
Arabidopsis thaliana L. por ser una planta modelo para analisis genéticos y moleculares. Entre las
subclases mayoritarias de flavonoides en la semilla de Arabidopsis se pueden encontrar los
flavonoles y las proantocianidinas (PAs) (encuadrados en negro en la Figura 3). Los flavonoles
(pigmentos amarillos) se localizan en la cubierta de la semilla y en el embrién (Figura 2A, t y e)
(Routaboul et al., 2005). Las PAs son polimeros incoloros de la unidad flavan-3-ol que, como se ha
dicho en el apartado 1.3, se acumulan exclusivamente en el integumento interno, concretamente
en las células del endotelio. Los polimeros de PAs pueden sufrir modificaciones secundarias para
oxidarse adquiriendo una coloracién parda responsable del color de la cubierta de la semilla
(Marles et al., 2003). La biosintesis de flavonoides en Arabidopsis se ha caracterizado
principalmente usando mutantes llamados transparent testa (tt) que tienen afectada la
pigmentacion de la cubierta y es posible diferenciarlos del genotipo silvestre o wild type a simple
vista (Abrahams et al., 2003).

En Arabidopsis, los flavonoides se sintetizan mediante un complejo multienzimatico localizado en el
reticulo endoplasmatico (Kitamura, 2006) como se observa en la Figura 3. Todos los flavonoides en
su biosintesis tienen como precursores al coumaril-CoA y el malonil-CoA; dichos compuestos se
condensan en intermediarios de chalconas por la accién de las enzimas chalconas sintasas (CHS)
hasta llegar al compuesto dihidrokaempferol. Este es un punto de inflexidon en la ruta ya que, si
actua la enzima flavonolsintasa (FLS), se formara el precursor kaempferol (Figura 3 encuadrado en
verde) que sufrird modificaciones para dar lugar a los flavonoles derivados de kaemferol; mientras
que, si actua la enzima flavonoide-3’-hidroxilasa (F3’H), se formard el intermediario
dihidroquercetina. Este intermediario supone otro punto de inflexidon; Por un lado, si actua la
enzima FLS se formara el precursor quercetina que sufrird modificaciones para dar lugar a los
flavonoles derivados de quercetina. En el genotipo silvestre o wild type, los flavonoles derivados de
quercetina son mucho mas abundantes que los derivados de kaempferol (Lepiniec et al., 2006).A
partir de modificaciones del precursor quercetina se puede sintetizar el precursor isoramnetina
aunque este tipo de flavonoles son mucho menos abundantes como se observa en la Figura 4
(colores de la leyenda: amarillo, naranja y rojo vivo). Por otro lado, si sobre la molécula
dihidroquercetina actlan consecutivamente otras enzimas como la DFR, la LDOX y la ANR, se
formard la epicatequina (Figura 3 encuadrado en verde), mondémero comun de las
proantocianidinas (PAs). Cuando debido a una mutacion, la ruta anteriormente descrita no es
posible, la enzima ANR puede formar un precursor alternativo llamado epiafzelequina (Figura 4
encuadrado en morado). Las PA construidas con este mondmero alternativo tendran una
composicion diferente respecto a las construidas con el mondmero habitual, la epicatequina.

La Figura 4 muestra la composicion en flavonoides propia de la semilla silvestre de Arabidopsis
thaliana con fondo genético Wassilewskija (Ws). Puede observarse que la cantidad de flavonoles
total es similar a la cantidad total de proantocianidinas (PAs). Por otra parte, los flavonoles
derivados de quercetina son mucho mas abundantes que los derivados de kaemferol o
isoramnetina
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Hay evidencias que afirman que los flavonoides estan relacionados con la longevidad. Como se ha
descrito anteriormente, la cubierta de la semilla juega un papel importante en la longevidad ya que
protege durante el almacenamiento contra estreses bidticos y abidticos (patégenos, radiaciones
ultravioletas, humedad, elevadas temperaturas, entrada de oxigeno o ROS, etc.). Por esta razdn,
resulta interesante estudiar la relacion de los flavonoides presentes en la cubierta de la semilla con
la longevidad. En este caso, se sabe que los mutantes como los tt tienen una germinacion reducida
respecto a su wild type tras un tratamiento de envejecimiento acelerado o un periodo prolongado
de almacenamiento conocido como envejecimiento natural o natural aging (Debeaujon et al.,
(2000). Como cada mutante tt tiene una composicién diferente en flavonoides, se pretende realizar
experimentos con estos mutantes y poder asociar su composicién a su capacidad de respuesta al
tratamiento del experimento.



2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivo general

Investigar la posible implicacién de los flavonoides en la longevidad de la semilla de Arabidopsis
thaliana vy si existe relacion con su capacidad antioxidante.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Determinar si la cantidad o composicidon especifica de determinados tipos de
flavonoides es clave para la longevidad de la semilla.

2.2.2. Evaluar si la variacion en la cantidad o composicion de flavonoides en semilla
afecta a su comportamiento en ambientes oxidantes.

2.2.3. Analizar la permeabilidad de la semilla en mutantes en la ruta de biosintesis de
flavonoides y su relacion con la longevidad de sus semillas.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Las semillas empleadas pertenecen a la planta Arabidopsis thaliana L. de los ecotipos Wassilewskija
(Ws) y Landsberg erecta (Ler). Los mutantes se obtienen mediante la insercién de un T-DNA para
truncar la secuencia de un gen que codifica una enzima especifica de la ruta de biosintesis de las
proantocianidinas (Figura 3). El material fue donado previamente por la investigadora Isabelle
Debeaujon del Laboratorie de Biologie des Semences, UMR 204 INRA-INAPG, Versailles Cedex,
Francia. Por un lado, con el fondo genético o ecotipo Ws los mutantes empleados son tt3-4, tt4-8,
tt7-4, tt10-2, banl y fls1-3. Por otro lado, con el ecotipo Ler el mutante aportado es tt5-1. Cada
mutante tiene una composicién diferente de los distintos tipos de flavonoides que se recoge en la
Tabla 1.

3.2. Manipulacién y crecimiento de Arabidopsis thaliana

3.2.1. Esterilizacion de semillas

Se abordan dos estrategias de esterilizacién, en seco y en himedo.

Las semillas depositadas en un microtubo abierto se introducen dentro de un desecador sellado
con parafilm que contiene un vaso de precipitados con una solucion de 100 mL de hipoclorito
soédico (menos de 5% (v/v)) a la que se le afiade lentamente 3 mL de acido clorhidrico al 37% (v/v)
creandose el gas cloro que esteriliza las semillas. El desecador debe estar en una campana de
extraccion de gases para evitar la intoxicacidon por dicho gas cloro. Todo material que esta en
contacto con el cloro se desecha en el contenedor de residuos halogenados correspondiente.
Transcurridas 4 horas, se trasladan los tubos con recipientes estériles a una cabina de flujo laminar
donde se airean durante 30 minutos. A continuacidn, se afiade a los tubos 500 uL de agua MilliQ
estéril y se depositan a 42C durante 2 dias con el fin de estratificar las semillas y favorecer su
germinacion.

La esterilizacién en hiumedo se realiza afiadiendo aproximadamente 700 pL de una solucién de
etanol al 70% (v/v) y triton X-100 al 0,1% (v/v) durante 25 minutos en agitacién. El triton es un
detergente que facilita el recubrimiento de la semilla para mejorar su esterilizacién. Transcurridos
los minutos se realizan tres lavados con agua MilliQ estéril en cabina de flujo laminar y se depositan
las semillas embebidas en agua a 42C para su estratificacion.

3.2.2. Cultivo de semillas

Cultivo en medio sdlido
Para cultivar y germinar in vitro las semillas de Arabidopsis se emplean placas Petri de 9 cm de
didametro con una solucidon de medio de cultivo Murashige-Skoog (MS) que contiene las sales MS
(Duchefa Biochemie) al 0,4% (p/v); 10 mM de tampdn MES (4cido 2-N-morfolino etanosulfénico)
pH=6; sacarosa al 1% (p/v); phytoagar (Duchefa Biochemie) al 0,9% (p/v) y ajustando el pH a 5,7
con KOH 5M o HCl al 37%.

El medio se autoclava a 1212C durante 20 minutos a una presion de 1,2 bares y se espera a que
tenga una temperatura de 40-502C para verter 25mL por placa en cabina de flujo laminar. Se
espera a que se solidifique el medio y se siembra una a una con micropipeta alrededor de 25



semillas por genotipo. Después de la siembra se sellan las placas con cinta porosa (Micropore) y se
incuban en una cdmara a 242C y un fotoperiodo controlado de dia largo (16 horas de luz y 8 horas
de oscuridad) a una intensidad de luz de 100 pE-m2-s™,

Cultivo en invernadero

Para la obtencidn de semillas de los diferentes mutantes, plantulas de aproximadamente 7 dias
crecidas en medio MS, se pasan a unas macetas con un sustrato compuesto de turba:virmiculita al
2:1 y se cultivan en una cabina de invernadero a 232C con una humedad relativa de 70% y una
intensidad luminica de 130 pE-m™%s, Las macetas se colocan en bandejas rectangulares y se irrigan
2 veces por semana con una solucidn nutritiva preparada por el personal del invernadero del
IBMCP. La solucidn nutritiva estd compuesta por 4 mM KNOs, 4 mM Ca(NOs),, 1,5 mM MgSQO,, 0,75
mM KH,POQ4, 0,035% (p/v) EDTA-FeSQ,4, 70 uM H3BOs, 14 uM MnCl,, 0,5 uM CuSOs, 1 uM ZnS0O,, 0,2
UM Naz;MoO4, 10 uM NacCl, 0,01 uM CoCl,. El pH de la solucién es 6,5.

Las plantas son periédicamente entutoradas, para evitar contaminar con las semillas a bandejas o
plantas adyacentes. Al cabo de 2 o 3 meses se recogen las semillas para proceder con los
experimentos.

3.3. Caracterizacion fenotipica de los mutantes en la biosintesis de flavonoides

3.3.1. Envejecimiento de semillas embebidas

Semillas esterilizadas y estratificadas se envejecen embebidas en agua dentro de un microtubo
durante 48h en un bafio de agua a 37,52C. Posteriormente se siembra en medio MS y se observa el
establecimiento de la plantula. Concretamente se cuentan aquellas semillas que presentan los dos
cotiledones verdes abiertos a los 5, 7 y 9 dias post-siembra, sobre el total de semillas sembradas.

3.3.2. Envejecimiento en presencia de alta humedad relativa

Para medir el contenido de MDA y simular un envejecimiento mas parecido al real, las semillas son
envejecidas en presencia de alta humedad relativa. Para ello se emplea un desecador con una
solucién de agua saturada con sales de cloruro de sodio creando una atmésfera de 75% de
humedad relativa. En este caso las semillas no estan embebidas y el microtubo se coloca abierto en
el interior del desecador y se mantiene durante 7-20 dias. Finalizado el tratamiento, las semillas se
esterilizan, estratifican y se siembran en medio MS para cuantificar la aparicion de cotiledones
verdes.

3.3.3. Ensayo de aparicién de cotiledones verdes en condiciones oxidantes

En este caso las semillas esterilizadas y estratificadas se siembran de una en una en cabina de flujo
laminar en medio MS con un agente oxidante, como paraquat (con una concentracion de 0,6 uM) o
agua oxigenada (con una concentracion de 8 mM). Se cuentan aquellas que presentan los dos
cotiledones verdes abiertos a los 5 dias para y a los 7 dias para paraquat.
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3.4. Medida del dafio oxidativo en semilla
Una de las maneras de medir el dafio oxidativo dentro de la semilla es observar el estado de las
macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos o lipidos.

En este caso se mide el nivel de peroxidacidn de los lipidos. Estos lipidos peroxidados tienen como
producto final el malondialdehido (MDA) que forma un complejo con el acido tiobarbiturico (TBA)
que absorbe a una longitud de onda de 532 nandmetros (nm) y se puede cuantificar en un
espectrofotémetro.

Para este experimento se pesan 5 réplicas bioldgicas de 25 mg de semillas de cada genotipo y se
muelen con mortero y mazo con ayuda de nitrégeno liquido. A todas ellas se les afade 1 mL del
tampon TRIS pH8 con 175mM NaCl (Devaiah et al.,, 2007).A continuacién, se afiade 1 mL de una
solucién al 0,5% de TBA y 20% de 4acido tricloracético (TCA) a las réplicas con TBA (3 réplicas) y 1 mL
de una solucidn al 20% de TCA a las réplicas sin TBA (2 réplicas). Las réplicas sin TBA sirven para
detectar todo aquello que absorbe a 532 nm y no es el complejo MDA-TBA. Acto seguido se
incuban los microtubos30 minutos a 952C para favorecer la formacion del complejo MDA-TBA.
Luego se enfrian los microtubos sumergiéndolos en hielo para parar la reaccion y se centrifugan a
4°C durante 30 minutos a 12.000 rpm.

Finalmente se recoge el sobrenadante y se mide la absorbancia a 532 y 600 nm. La absorbancia a
600 nm sirve como medida de la turbidez del fondo de cada extracto, por lo que se resta a todas las
medidas para calcular los equivalentes de MDA. A partir de la absorbancia es posible saber la
concentracién de una sustancia gracias a la ecuacion de Lambert-Beer (Abs = € - | - C). Por tanto, se
calcularon los equivalentes de MDA utilizando las siguientes ecuaciones:

[(Absg3,TBAY) — (AbsgooTBAY) — (Absg3,TBA™ — AbsggoTBA™)] = Valor A
Abs = €-1-C 6 Equivalentes de MDA

) Valor A
Equivalentes de MDA = (T) - 10°

Donde:

Abs: Absorbancia

C: concentracién

&: coeficiente molar del MDA con valor 155000
|: camino dptico de la cubeta de 1 cm
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3.5. Medida de la permeabilidad de la cubierta de la semilla

3.5.1.Tincidn de la capa de suberina

Una manera de analizar la permeabilidad de la cubierta de la semilla es mediante la tincién de la
capa de suberina con el reactivo de Sudan Red 7B para su observacién al microscopio.

Para llevar a cabo el experimento se prepara una solucidn de triton:lejia al 1:1000 y se afiade unos
800 pL a cada tubo con las semillas dejandolos en agitacion durante 20-30 minutos. Este
tratamiento elimina la pigmentacién de la semilla por lo que facilita la observacién posterior de la
tincién.

A continuacién, se quita la lejia y se lava con agua MilliQ y después con etanol absoluto.
Posteriormente se anade 1 mL de Colorformo:Metanol al 2:1 y se mantiene durantel5 minutos
agitando cada 5 minutos. Este tratamiento elimina los lipidos propios de la semilla que podrian
tefiirse con el Sudan. Transcurrido ese tiempo se lava con etanol absoluto y se afiade 200 puL de una
solucién previamente preparada de Sudan Red 7B al 0,2% (p/v) con Polietilenglicol (PEG) y glicerol
al 90% (v/v). La solucidén se deja durante dos horas a temperatura ambiente lavandose finalmente
con agua MilliQ.

Por udltimo las semillas tefiidas se depositan sobre un portaobjetos para su observacion en el
microscopio Eclipse con el objetivo 20X y una exposicién de 20 ms. Las fotografias se toman con el
programa informatico.

3.5.2.Medida de la permeabilidad a sales de tetrazolio

Una manera de cuantificar la permeabilidad de la cubierta de la semilla es mediante las sales de
tetrazolio. Estos compuestos son transparentes y en el interior de la semilla se reducen a sales de
formazano, de color rojizo, por la accién de reductasas NADH dependientes.

Para realizar el experimento se pesan tres réplicas bioldgicas de 25 mg de semillas de cada
genotipo y se prepara una solucion de tetrazolio al 1% (p/v). Se afiade 500 uL de la solucion al
microtubo con las semillas y se incuba a 302C durante 48 o 96 horas. Transcurrido ese tiempo se
hacen 2 lavados con agua MilliQ y se filtran las semillas concheese-cloth. A continuacidn, se
procede a moler completamente las semillas con un mazo empleando nitrégeno liquido. Una vez
molido el material, se afiade 2 mL de etanol absoluto 962. Acto seguido se centrifugan los tubos
durante 7 minutos a 42C a 15000 rpm. Se recoge el sobrenadante y se realizan dos réplicas técnicas
a partir de cada réplica bioldgica. Todas ellas se miden en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 485 nm.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Seleccidn de los mutantes a emplear

En este trabajo, se ha seguido una aproximacion genética, basada en el empleo de mutantes en la
ruta de biosintesis de los flavonoides (Figura 3), para investigar el papel de estos compuestos en la
longevidad de la semilla y su posible relaciéon con su poder antioxidante. Esto ha sido posible
gracias a que no existe redundancia génica lo que permite estudiar el efecto de pérdidas de funcién
de genes individuales. Ademads, como se ha dicho en el apartado 1.4., estos mutantes se
denominan tt: transparent testa y sus semillas poseen diferentes colores como consecuencia de los
distintos tipos de flavonoides que acumulan.

Por ello, en primer lugar se realizé un trabajo bibliografico con el objetivo de determinar qué
mutantes podrian resultar los mejores candidatos para abordar el problema planteado. Es
importante mencionar que de entre los distintos alelos disponibles para cada uno de estos
mutantes, se seleccionaron aquellos de los que se tenian datos de su metaboldmica, por lo que su
composicion exacta en flavonoides era conocida. La Tabla 1 resume la informacidn extraida de los
trabajos de Routaboul, et al., 2006; Pourcel, et al., 2005 y Bowerman, et al. 2012 referente a los
flavonoides presentes en cada mutante seleccionado. A continuacién se detallan los mutantes
seleccionados y el motivo de su eleccién en cada caso (circulos amarillos en Figura 3).

Por un lado, se consideré interesante analizar el efecto de la ausencia total de flavonoides sobre la
longevidad de la semilla. Para ello, se eligieron los genotipos mutantes tt4-8 y tt-5-1 (Routaboul et
al., 2006) cuyas semillas no tienen flavonoides de ningun tipo (Tabla 1). Esto es debido a que tienen
truncado el gen que codifica para la primera y segunda enzima de la ruta de biosintesis comun a
todos los flavonoides (chalcona sintasa, CHS y chalcona isomerasa, CHI respectivamente, Figura 3).
El empleo de estos mutantes se considerd una herramienta muy Gtil para estudiar hasta qué punto
es relevante el papel de los flavonoides para la longevidad de las semillas.

Por otro lado, se quiso investigar si un aumento en la cantidad de flavonoides tiene alguna
respuesta positiva frente al envejecimiento acelerado de semillas. Para ello, se escogio el mutante
tt10-2 (Pourcel et al., 2005) que presenta tanto un aumento de proantocianidinas como de
flavonoles (derivados de quercetina) respecto al genotipo silvestre o sin mutacidn (Tabla 1). Esto
ocurre porque estas semillas tienen truncado el gen de la enzima polifenol oxidasa (PPO) (Figura 3)
gue cataliza el Ultimo paso de oxidacidén necesario para formar las proantocianidinas.

Con el objetivo de evaluar si un cambio en la composicion de flavonoides influye en la longevidad
de la semilla, se seleccioné el mutante tt7-4. Este mutante tiene truncado el gen de la enzima
flavonoide 3‘-hidroxilasa (F3'H) por lo que no se llega a formar dihidroquercetina (Routaboul et al.,
2006), precursor directo de la quercetina y necesario para la sintesis de epicatequina, monémero
habitual de las PAs (Figura 3). Por este motivo todos los flavonoles que contiene son derivados de
kaempferol (Tabla 1) y las proantocianidinas (PAs) se acumulan en menor medida y se construyen
con un mondémero distinto al habitual Ilamado epiafzelequina (Figura 3 encuadrado en morado).

Para tratar de determinar qué compuesto de entre los multiples flavonoides puede tener mas
relevancia en la longevidad de las semillas, se seleccionaron los mutantes fls1-3, tt3-4 'y ban1:

Por un lado fls1-3 (Bowerman et al., 2012), es un mutante que tiene truncado el gen que codifica a
la enzima flavonol sintasa (FLS) lo que provoca un aumento en sus proantocianidinas (PAs) y una
ausencia de flavonoles (Tabla 1). Este mutante se selecciond para analizar si los flavonoles son
esenciales para soportar tratamientos de envejecimiento acelerado ademas de un incremento en
PA.
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Por otro lado, el mutante tt3-4 (Routaboul et al., 2006) fue seleccionado. Contrariamente al
mutante anterior, contiene mas flavonoles y ninguna PA respecto a su genotipo silvestre (Tabla 1).
Esto ocurre porque el gen de la enzima DFR, dihidroflavonol 4-reductasa, estd truncado. Este
genotipo se utilizé para evaluar si un aumento en los flavonoles junto con la ausencia de PA es
perjudicial o beneficioso para el envejecimiento de la semilla.

Por ultimo, el mutante banl (Routaboul et al., 2006) tiene los mismos niveles de kaempferol que el
genotipo wild type pero ningln contenido en PAs (Tabla 1). Esto es posible gracias a que el gen de
la enzima ANR, antocianidina reductasa, estd truncado (Figura 3). Este mutante fue empleado para
analizar si las PAs son esenciales para el envejecimiento de la semilla.

Tabla 1.Contenido de los diferentes flavonoides en cada mutante de la ruta biosintética. 0: 0% de contenido en ese tipo de
flavonoide; = : igual contenido que el wild type; - : menor contenido que el wild type; + : mayor contenido que el wild type.
*Los mondmeros de las PAs de tt7-4 son de epiafzelequina a diferencia del wild type que son de epicatequina (Fig. 3).

Composicidn en flavonoides
Enzima afectada Flavonoles
PA
Alelos Quercetina Kaempferol
mutantes
tt4-8 CHS (chalcona sintasa) 0 0 0
tt5-1 CHI (chalcona isomerasa) 0 0 0
tt10-2 PPO (polifenol oxidasa) + + =
tt7-4 F3’H (flavonoide 3'-hidroxilasa) -* 0 +
tt3-4 DFR (dihidroflavonol 4-reductasa) 0 + =
fls1-3 FLS (flavonol sintasa) + 0 0
banl ANR (antocianidina reductasa) 0 = =

4.2. Fenotipo de las semillas mutantes tras tratamientos de envejecimiento acelerado

En primer lugar, se quiso analizar la longevidad de las semillas de los mutantes seleccionados.
Como se ha explicado en la introduccion, en los laboratorios se llevan a cabo tratamientos de
envejecimiento acelerado (accelerating aging, aa) para tratar de mimetizar el envejecimiento
natural. Estos tratamientos consisten en someter a las semillas a altas temperaturas y a elevada
humedad relativa para reducir el tiempo necesario para su envejecimiento sin tener que esperar a
qgue ocurra el lento envejecimiento natural. Concretamente, en este trabajo se siguieron dos
aproximaciones diferentes que se han denominado como envejecimiento de semillas embebidas y
envejecimiento en presencia de alta humedad relativa.
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Tras ambos tratamientos, se evalué la aparicién de cotiledones verdes de los diferentes mutantes
respecto a su control. Asi mismo, en cada ensayo se comprobd que la aparicién de cotiledones en
condiciones control (sin tratamiento) oscilaba entre el 90 y el 100% para todos los genotipos, por lo
que las diferencias observadas tras el tratamiento se deben a ese estrés y no a cambios en la
viabilidad inicial de las semillas empleadas.

4.2.1. Tratamiento de envejecimiento acelerado con semillas embebidas en agua a 37,52C
de temperatura durante 2 dias

En este tratamiento las semillas previamente esterilizadas y estratificadas se mantenian embebidas
en agua y se sometian a una temperatura de 37,52C durante 2 dias. Tras el tratamiento, se
sembraban en medio MS. Como se ha indicado anteriormente, al mismo tiempo, se sembraron
placas con semillas control, es decir, sin haberles aplicado el tratamiento de envejecimiento
acelerado y los resultados fueron que la aparicidn de cotiledones oscilé entre el 90-100% a 9 dias
post siembra para todos los genotipos excepto para tt10-2 que germind peor en condiciones
normales (Figura 5A) pero sin embargo mostré tolerancia al tratamiento de envejecimiento
acelerado (Figura 5B). Esto demuestra un buen estado de las semillas, del medio de siembra y de
las condiciones en las que se sembré.

En la Figura 5B se representa el porcentaje de cotiledones verdes de semillas tratadas 10 dias
después de su siembra en medio MS. En primer lugar, se puede observar que las semillas wild type
(Ws y Ler) se ven claramente afectadas por el tratamiento, ya que presentan un porcentaje de
cotiledones verdes del 35 y el 40% respectivamente, frente al 100% mostrado sin tratamiento
(Figura 5A). Sorprendentemente, los mutantes tt4-8 y tt5-1 no muestran sensibilidad en estas
condiciones. Este resultado concuerda con el obtenido previamente por Clerkx et al., 2004, e indica
que la eliminacién total de flavonoides (Tabla 1) no tiene un efecto directo sobre la longevidad de
las semillas. Del mismo modo, el incremento en la cantidad de flavonoides propio del mutante
tt10-2 no mejora su comportamiento tras el envejecimiento. Este dato contrasta con el que publicé
Debeaujon en el 2000 ya que en su caso este mutante si mostraba cierta sensibilidad, aunque las
condiciones del ensayo no coinciden con las de este trabajo. A diferencia de estos mutantes, el
porcentaje de cotiledones verdes del mutante tt7-4 si es significativamente menor que el de su
wild type (Ws), lo que en un principio sugiere que un cambio en la composicién de flavonoides
(Tabla 1) disminuye la longevidad de las semillas.

Como se observa en la Figura 5, el mutante tt3-4 que carece de PA, no muestra mayor sensibilidad
al envejecimiento, al igual que el mutante fls1-3, sin flavonoles. En ambos casos, este fenotipo
podria deberse a un mecanismo de compensacién, ya que presentan mas flavonoles y PA,
respectivamente (Tabla 1). Es decir, el mutante tt3-4 supliria la ausencia de PAs con un aumento en
flavonoles mientras que el mutante fls1-3 compensaria su carencia en flavonoles aumentando las
PAs. Finalmente, la sensibilidad del mutante banl, con menor contenido en PAs pero similar
contenido en flavonoles, podria indicar que una reduccion en el contenido de PAs en la semilla si
gue afecta a su longevidad siempre que no pueda compensarse con un aumento de flavonoles.
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Figura 5.Porcentaje de cotiledones verdes de semillas germinadas en placa de medio MS a 10 dias post siembra A)
semillas sin tratamiento o control. B) Semillas de Ws y mutantes con ese fondo genético tras 48 horas embebidas en agua
a 37,59C. C) Semillas de Ler y mutantes con ese fondo genético tras 48 horas embebidas en agua a 37,52C. * representa
que existe una diferencia significativa entre la media de ese mutante respecto a la de su wild type con un p-valor menor al
0,05 en la prueba t-Student.

4.2.2. Tratamiento de envejecimiento acelerado con semillas en seco a 75% de humedad
relativa y 372C de temperatura

En este tratamiento las semillas se mantenian en seco y se sometian a una temperatura de 379C.
En un recipiente hermético, una solucidon de cloruro de sodio saturada era responsable de
proporcionar una atmdsfera interior de 75% de humedad relativa. Tras el tratamiento, se
esterilizaron y estratificaron para su posterior siembra en medio MS.

Este método no habia sido empleado con anterioridad en el laboratorio por lo que en primer lugar
se realizd una puesta a punto para determinar las condiciones apropiadas para cada genotipo. La
Figura 6 representa el decreciente porcentaje de cotiledones verdes a medida que se aumentan los
dias de envejecimiento. Se observa que sin envejecimiento las semillas tienen entre 80 y 100% de
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cotiledones verdes y a medida que se envejecen ese porcentaje va disminuyendo. El genotipo Ws
resiste mejor el tratamiento que el genotipo Ler, es decir el genotipo Ler es mas sensible al
tratamiento. Por esta razdén, se eligieron un tratamiento menos severo de sélo 7 dias de
envejecimiento para Ler y un tratamiento un poco mds severo de 10 dias para Ws, cada uno con
sus mutantes.
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Figura 6. Puesta a punto del tratamiento de envejecimiento acelerado a 75% de
humedad relativa y 37°C. % de cotiledones verdes de semillas de los wild type Ws
y Ler a 7 dias de la siembra de izquierda a derecha en semillas sin tratar, semillas
tratadas durante 7, 10, 13 y 17 dias.

Como se ha indicado anteriormente, al mismo tiempo, se sembraron placas con semillas control, es
decir, sin haberles aplicado el tratamiento de envejecimiento acelerado y los resultados fueron que
la aparicién de cotiledones oscilé entre el 90-100% a 9 dias post siembra para todos los genotipos
excepto banl que estaba sobre el 70% y siempre ha tenido ese defecto en su germinaciéon Figura
8A. Esto demuestra un buen estado de las semillas, del medio de siembra y de las condiciones en
las que se sembrd. En la Figura 7 se puede observar una placa sembrada con semillas sometidas al
tratamiento y otra con semillas control o sin tratamiento (Figura 7A y Figura 7B, respectivamente).

La Figura 8B y 8C muestra que tras este tratamiento de envejecimiento acelerado el porcentaje de
cotiledones verdes se ve reducido a una media de 70% en Ws y un 80% para Ler. En primer lugar,
estos resultados no coinciden con la puesta a punto. Esto es debido a que estas semillas
pertenecen a un lote mas nuevo que el de la puesta a punto y por eso resisten mejor el
tratamiento y tienen los porcentajes de cotiledones verdes ligeramente superiores. Por otro lado,
se puede observar que el tratamiento resulta menos agresivo que el de semillas embebidas
(apartado 4.2.1). Sin embargo, al igual que en el apartado anterior, los mutantes banl y tt7-4 son
los Unicos significativamente mas sensibles al tratamiento.
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Figura 7. Placa Petri sembrada para el andlisis del porcentaje de germinacion a los 7 dias postsiembra. A) Semillas
tratadas durante 10 dias a 75% humedad relativa y 37°C, de izq. a derecha mutantes tt7-4, tt4-8 y genotipo
silvestre Ws. B) Semillas control sin tratar, de izq. a derecha tt7-4, tt4-8 y Ws.
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Figura 8. % de cotiledones verdes tras 7 dias de la siembra A) Condiciones sin tratamiento o control. B) Tras
el tratamiento de 10 dia a 75% humedad relativa y 37°C para Ws y sus mutantes C) Tras el tratamiento de 7
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entre ese mutante y su wild type con un p-valor menor a 0,05 en la prueba t-Student.
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Por lo tanto, los resultados obtenidos con ambos tratamientos coinciden en sefialar a los mutantes
tt7-4 y ban1 como los Unicos mas sensibles al envejecimiento. Como se recoge en la Tabla 1, tt7-4
posee menos PA y estan formadas con mondmeros diferentes al wild type (epiafzelequina en vez
de epicatequina). Ademds, no posee flavonoles derivados de quercetina, sino Unicamente de
kaempferol. Por lo tanto, estos resultados parecen indicar que un cambio en la composicion de
flavonoides si afecta a la longevidad de semillas.

Por otro lado, como se ha indicado anteriormente el mutante banl no contiene PA, y su contenido
en flavonoles no varia respecto al genotipo silvestre Ws (Tabla 1), lo que sugiere que las PA pueden
tener un papel en la longevidad de semillas.

4.3. Fenotipo en presencia de estrés oxidativo
Como se ha explicado en la introduccidon, estudios previos relacionan a los flavonoides con la
longevidad de semillas y sugieren que su efecto se debe a la capacidad antioxidante de estos
compuestos (Debeaujon, 2000). Ademas, Clerck y colaboradores en su trabajo publicado en 2004
indican que "seria esperable que los mutantes con una funcién antioxidante defectuosa fueran mas
sensibles a un compuesto generador de ROS como el agua oxigenada".

Por ello, se planted realizar tratamientos de estrés oxidativo consistentes en sembrar las semillas
en un medio MS con sustancias oxidantes (paraquat y agua oxigenada) para evaluar la capacidad
antioxidante inherente de cada semilla. La hipétesis es que los mutantes empleados, al carecer de
algun o algunos flavonoides (Tablal) sean mas sensibles que el wild type en estas condiciones.

4.3.1. Fenotipo en presencia de paraquat (PQ)
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Figura 9. Porcentaje de cotiledones a los 5y 7 dias postsiembra en un medio con una concentracion de paraquat del 0,6 uM. A)
Mutantes con fondo genético Ws. B) Mutantes con fondo genético Ler.* indica que hay diferencias significativas entre el
porcentaje de cotiledones verdes de ese mutante y el de su wild type con un p-valor menor a 0,05 en la prueba t-Student.
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El paraquat (PQ) es un agente oxidante que produce un radical superéxido que es muy reactivo y
téxico para la semilla. Este compuesto fue afiadido al medio y después de 5 y 7 dias desde la
siembra, se midieron los cotiledones verdes de cada genotipo.

En primer lugar, es importante mencionar que la gran diferencia en el porcentaje de cotiledones
verdes del genotipo Ler entre 5y 7 dias post siembra (Figura 9) se debid a que muchos cotiledones
verdes a dia 5, habian blanqueado a dia 7. Por otro lado, los resultados obtenidos tras el
tratamiento con paraquat muestran que, como cabria esperar, todos los mutantes excepto fls1-3y
tt10-2 son mas sensibles al tratamiento que su correspondiente wild type. Esta excepcion coincide
con que se trata de dos mutantes con el contenido de PAs incrementado respecto a su wild type
(Tabla 1). Por tanto estos resultados sugieren que el contenido en PAs parece ser esencial para la
tolerancia al paraquat durante el establecimiento de la plantula. Estos datos concuerdan con lo
observado por Jia et al., (2012) quien sugiere que las PAs protegen frente al radical superéxido del
paraquat.

Comparando los resultados obtenidos tras tratamientos de envejecimiento acelerado con los de
estrés oxidativo con paraquat, se observa una falta de correlacidn entre ellos, ya que en el caso del
paraquat hay mds mutantes sensibles al tratamiento. De hecho mutantes como tt3-4, tt4-8 o tt5-1,
gue muestran sensibilidad al paraquat, no son mas susceptibles al envejecimiento. Estos datos
sugieren que la tolerancia al radical superdxido (PQ) no resulta esencial para la longevidad de la
semilla. No obstante, se observa que fls1-3 y tt10-2 se comportan de manera similar a su wild type
Ws tanto en los tratamientos de envejecimiento acelerado como en el tratamiento con paraquat, y
gue los mutantes sensibles a un tratamiento lo son también al otro como el caso de tt7-4y banl.

4.3.2. Fenotipo en presencia de agua oxigenada
El agua oxigenada es un agente oxidante que resulta toxico para la germinacion de la semilla. Este
compuesto fue afiadido al medio donde se sembraron las semillas y después de 5y 7 dias desde la
siembra se midieron los porcentajes de cotiledones verdes como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Porcentaje de cotiledones verdes a los 5y 7 dias postsiembra en un medio con una concentracion de 8mM. A)
Mutantes con fondo genético Ws. B) Mutantes con fondo genético Ler. * indica que hay diferencias significativas entre el
porcentaje de cotiledones verdes de ese mutante y el de su wild type con un p-valor menor a 0,05 en la prueba t-Student.
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Los resultados obtenidos tras el tratamiento con agua oxigenada parecen indicar que todos los
mutantes, excepto banl, tienen un porcentaje de cotiledones verdes igual al de su wild type tras el
tratamiento. Este resultado parece indicar que de forma general, a diferencia de lo observado en el
caso del paraquat (PQ), la alteracidon del contenido en flavonoides no es importante para la
tolerancia a agua oxigenada.

Sin embargo, como ya se ha comentado, banl es un mutante con el contenido de PA reducido y un
igual contenido en flavonoles respecto a su wild type (Tabla 1). Por ello, su sensibilidad a agua
oxigenada (y paraquat) sugiere que una reduccidon de PA supone una menor tolerancia a estrés
oxidativo, que, en este caso, se correlaciona con su sensibilidad a envejecimiento acelerado. A
diferencia de banl, el mutante tt7-4, que también presenta menor longevidad de semilla, es
sensible a PQ pero no a agua oxigenada. Por tanto, no puede afirmarse que los mutantes sensibles
a envejecimiento lo son también a estrés oxidativo (PQ y agua oxigenada).

4.4. Medida del dafio oxidativo (MDA) en semilla

Los tratamientos de envejecimiento acelerado provocan dafio oxidativo a las moléculas bioldgicas
de la célula. Uno de los fendmenos que ocurren es la peroxidacion de los lipidos, en la que se forma
un producto llamado malondialdehido (MDA). EI MDA forma un complejo con el &cido
tiobarbiturico (TBA), MDA-TBA, y es posible cuantificarlo mediante la mayor o menor absorbancia a
532nm en un espectrofotémetro.

El objetivo de este ensayo es cuantificar el MDA presente en muestras control sin tratamiento
alguno y en muestras que han sufrido el tratamiento de envejecimiento acelerado en presencia de
alta humedad relativa descrito en el apartado 3.3.2. Se espera que la muestra control contenga
menos MDA que la muestra que ha sufrido el envejecimiento.

4.4.1. Puesta a punto del método

En primer lugar, se quiso comprobar si los espectros obtenidos tras la extraccion de MDA eran los
esperados. Tal y como se indicé en el apartado 3.4. de materiales y métodos, para cada genotipo se
realizaron medidas con TBA (el MDA se extrae de la semilla con una solucidn que contiene TBA); y
sin TBA (el MDA se extrae con una solucién que no contiene TBA). Las medidas sin TBA serviran
para mostrar las posibles interferencias de compuestos que absorban a 532nm, ya que es de
suponer que no se va a formar el complejo MDA-TBA. En la Figura 11 muestra un espectro tipico
obtenido para el genotipo silvestre (Ws) en presencia de TBA (A) o sin TBA (B). En el primer caso, se
observa el pico esperado a 532nm, propio de la formacién del complejo MDA-TBA. Asi mismo,
aparece un pico a 440nm. Este pico lo forman los azlcares presentes en la semilla con el TBA
(Hodges et al., 1999). En la Figura 11B se observa el espectro propio de una muestra sin TBA que se
asemeja a una linea horizontal. En este caso, no se forman complejos, por lo que no aparecen picos
de absorbancia. Por lo tanto, parece que efectivamente, se esta produciendo la formacién del
complejo MDA-TBA, que se traduce en un pico de absorbancia a 532 nm que no se observa en las
muestras sin TBA.
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Figura 11. Espectros de absorbancia de muestras del control WS. Las barras en vertical amarillas sefialan los picos de
absorbancia a 440nm 'y a 532nm. A) Extracto con TBA, se observan dos picos. B) Extracto sin TBA, no se observan picos
definidos.

Por otro lado, se hizo un primer ensayo con plantas en un ecotipo silvestre equivalente a Ws como
lo es Col 0 (Columbia), para comprobar si el tratamiento de envejecimiento acelerado en presencia
de alta humedad relativa aumentaba la produccién de MDA, tal y como se muestra en el trabajo de
Devaiah et al., 2007.

La figura 12 muestra cdmo en Col 0, en las condiciones ensayadas, no fue posible observar un
incremento en los equivalentes de MDA entre la muestra tratada y la muestra sin tratar. Esta
discordancia con el trabajo previo de Devaiah et al., 2007 podria explicarse porque en su caso sdélo
un 25% de las semillas envejecidas eran capaces de formar cotiledones verdes mientras que en
nuestro caso lo hacia un 70%. Sugerimos, por tanto, que es necesario realizar tratamientos mas
fuertes para poder observar el incremento en los equivalentes de MDA.
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Figura 12. A) Porcentaje de cotiledones verdes sin envejecer y envejeciendo 17 dias a 75% de humedad. B)
Equivalentes de MDA sin envejecimiento y tras 17 dias a 75% de humedad relativa y 37°C
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4.4.2. Prueba de concepto
Como prueba de concepto, se decidié realizar el ensayo de medida de MDA con uno de los
mutantes mas sensibles al envejecimiento: banl.

La Figura 13A muestra el porcentaje de cotiledones verdes tras 0, 13 y 20 dias de envejecimiento
acelerado. Puede observarse que tras 13 dias sélo el 20% de las semillas del mutante banl
expanden sus cotiledones verdes, mientras que el genotipo silvestre Ws mantiene un 80% de
formacion de cotiledones verdes. En esas condiciones, no se observa un aumento en el contenido
de MDA del genotipo silvestre (Figura 13B), y si una tendencia a aumentar en el mutante banl1 (si
bien no resulta significativa). Tras 20 dias de envejecimiento acelerado, tanto el control como el
mutante poseen menos de un 20% de cotiledones verdes. Ese descenso en germinacidn y aparicidn
de cotiledones se corresponde con un aumento del contenido en MDA del mutante, pero,
sorprendentemente, no del genotipo silvestre (Ws) a pesar de estar igualmente afectado por el
tratamiento.

Estos resultados no concuerdan con los resultados obtenidos por Devaiah et al., 2007,
probablemente debido a que en su caso el tratamiento de envejecimiento eran dos dias de
envejecimiento acelerado a 432Cy 100% de humedad relativa a diferencia del tratamiento aplicado
en este trabajo descrito en el apartado 3.3.2. Por este motivo, es posible que no observemos
cambios en el genotipo silvestre Ws.

Sin embargo, en el mutante banl que es mas sensible (Figura 7), si se observa un aumento de sus
equivalentes de MDA tras el envejecimiento. Probablemente, estas semillas mutantes sufren un
mayor dafo oxidativo con el paso del tiempo por lo que se forma mas MDA en su interior y, por
ello, tienen menor longevidad.
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Figura 13. Ensayo MDA. A) % de cotiledones verdes de las semillas Ws (azul) y banl (naranja) a los 0, 13 y 20 dias de
envejecimiento acelerado a 75% de humedad relativa y 37°C. B) Equivalentes de MDA a los 0, 13 y 20 dias de
envejecimiento acelerado.
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4.5. Estudio de la permeabilidad de la cubierta de la semilla

Se ha descrito en Finkelstein et al., (2008) que uno de los factores que determinan la longevidad de
las semillas es la permeabilidad de su cubierta a factores externos como oxigeno o agua, que
pueden provocar ROS y dafiar el embrién. Para estudiar la importancia de este componente en el
fenotipo de los mutantes tras envejecimiento acelerado, se emplearon dos aproximaciones
complementarias: por un lado, se observé al microscopio la capa de suberina (uno de los
componentes principales de la cubierta que determina su permeabilidad) y, por otro lado, se
hicieron mediciones cuantitativas de la toma de tetrazolio tal y como se explica a continuacién.

4.5.1. Tincion de la capa de suberina
Como se ha indicado anteriormente, un mayor grosor de la capa de suberina confiere mayor
impermeabilidad a la cubierta de la semilla y, por tanto, mayor proteccidn contra agentes externos
daiinos. Para observar dicha capa en el microscopio, se escogié un genotipo sensible a
envejecimiento acelerado (tt7-4) y un genotipo de los mas tolerantes (tt10-2).

A B

100 pm

Figura 14. Imagen obtenida con el microscopio Eclipse tras la tincion de las semillas de Ws (A) y del mutante tt10-2 (B).
Objetivo empleado: 20X. Tiempo de exposicion: 20ms.
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100 pm

Figura 15. Imagen obtenida con el microscopio Eclipse tras la tincién de las semillas de Ws (A) y del mutante tt7-4
(B). Objetivo empleado: 20X. Tiempo de exposicion: 20ms.

En la Figura 14 se puede apreciar que tanto Ws como el mutante tt10-2 presentan una capa de
suberina en sus cubiertas. Sin embargo, no es posible establecer diferencias entre ellas. Este
resultado es esperable dado que este mutante no es mas sensible que el control al tratamiento de
envejecimiento acelerado.

En cambio, la Figura 15 parece sefialar que no hay presencia de capa de suberina en el mutante tt7-
4 lo que podria explicar su alta sensibilidad a los dos tratamientos de envejecimiento acelerado. Un
dato curioso es que las semillas del mutante tt7-4 son mas pequeias que las de Ws como se
aprecia en la Figura 15.

4.5.2. Medida de la permeabilidad a sales de tetrazolio
Con el objetivo de evaluar la permeabilidad de manera cuantitativa se realizd la medida de la
entrada de sales de tetrazolio al interior de la semilla. Para ello, se decidid incluir en este caso dos
genotipos sensibles (banl y tt7-4) y el mismo mutante como ejemplo de los mas tolerantes (tt10-
2).

Las sales de tetrazolio en disolucidn son incoloras, pero cuando penetran en el interior de la semilla
se reducen a formazano de color rojizo (Figura 16) (Debeaujon et al., 2000). Es posible realizar una
extraccion con etanol (Figura 16B) y medir la absorbancia de este producto final colorimétrico en
un espectofotometro (Figura 17). Una mayor absorbancia significa una mayor concentracién de
tetrazolio que ha entrado en la semilla tras un periodo de incubacién de 48 o 96 horas vy, por tanto,
una mayor permeabilidad de la cubierta de la semilla.
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Figura 16. Etapas del proceso de medicion del tetrazolio. A) Semillas incubadas en la solucién de tetrazolio en
microtubos. B) Extracto de las semillas en cubetas para medir en el espectrofotometro.
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Figura 17. Grdfica de la absorbancia a 485 nm de los distintos genotipos tras 48h y 96h de incubacidon con una solucion de
tetrazolio al 1%. A) Ws y banl. B) Ws, tt10-2 y tt7-4. * representa que existe una diferencia significativa entre la absorbancia
de ese mutante respecto a la de su wild type con un p-valor menor al 0,05 en la prueba t-Student.

Asi, los datos representados en la Figura 17 sugieren que las semillas de los mutantes banl vy tt7-4
son mas permeables que la de su

wild type Ws, puesto que los extractos de sus semillas tienen mayor absorbancia, es decir, mayor
tetrazolio ha penetrado en la semilla comparado con su wild type. Estos resultados concuerdan con
lo descrito previamente por Debeaujon et al., 2000, si bien en ese trabajo no se obtuvieron datos
cuantitativos. Por ello, resulta interesante comentar que la permeabilidad de tt7-4 es mayor que la
de banl ya que tras 48h de incubacién, la absorbancia de banl es 3,5 veces mayor que la de su
wild type, mientras que la absorbancia de tt7-4 es 5 veces mayor. Por otro lado, el mutante tt10-2
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es menos permeable ya que la absorbancia de su extracto es significativamente menor que la de su
wild type Ws.

Comparando estos resultados obtenidos con los obtenidos en la tincidon de la capa de suberina, se
podria concluir que la mayor entrada de tetrazolio en la semilla de tt7-4 podria deberse a que este
mutante no presenta capa de suberina. Sin embargo, no se observé un mayor grosor de la capa de
suberina que explique la reduccion en la entrada de tetrazolio observada en el mutante tt10-2.
Esto podria deberse a la falta de sensibilidad del método empleado o a que son otros componentes
de la cubierta, y no la suberina, los que determinan la mayor impermeabilidad en el mutante tt10-
2.

Finalmente, resulta coherente que los mutantes banly tt7-4 sean mds sensibles al envejecimiento
acelerado, dado que son mas permeables a la entrada de posibles agentes oxidantes. Por el
contrario, el mutante tt10-2 es menos permeable y estaria mas protegido frente a este posible
dafio oxidativo, lo que se traduce en una mayor longevidad de la semilla.
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5. CONCLUSIONES

e Sianalizamos los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir:

O

Los flavonoides no son componentes esenciales para la longevidad de la semilla ya que
los mutantes tt4-8 y tt5-1 (sin flavonoides) no son sensibles a los tratamientos de
envejecimiento acelerado. Probablemente estos mutantes suplen esta carencia con
otros mecanismos de detoxificacion como, por ejemplo, enzimas antioxidantes.

Un aumento del contenido en flavonoides de la semilla no mejora su longevidad,
como se muestra con el mutante tt10-2. Esto sugiere que el wild type ya contiene
los niveles éptimos de flavonoides.

Un adecuado contenido en proantocianidinas parece ser esencial para la tolerancia
al agente oxidante paraquat durante el establecimiento de la plantula, ya que
todos los mutantes con menor contenido en PA son susceptibles a este compuesto
independientemente de su contenido en flavonoles.

La alteracidon del contenido en flavonoides no parece importante para la tolerancia
a agua oxigenada, ya que sdélo el mutante banl muestra sensibilidad a este
compuesto oxidante.

Algunos mutantes en la biosintesis de flavonoides tienen alterada la permeabilidad
de la cubierta de la semilla. En los mutantes analizados, se ha observado que los
mds permeables resultan mas sensibles al envejecimiento de semillas y viceversa,
tal y como ha sido descrito previamente para otros mutantes.

La susceptibilidad del mutante tt7-4 al envejecimiento acelerado podria deberse al
cambio en la composicion de flavonoides de su semilla y/o a la mayor
permeabilidad de su cubierta (y ausencia de capa de suberina). Serdn necesarios
futuros estudios para determinar cudl de estos componentes juega un papel mas
importante.

La sensibilidad del mutante banl a envejecimiento acelerado podria deberse a su
menor contenido en PA (sin aumento de flavonoles), a su sensibilidad a estrés
oxidativo (agua oxigenada y PQ) y/o a la mayor permeabilidad de la cubierta de su
semilla. Todo ello se traduce en un mayor dafo oxidativo durante el
envejecimiento. Al igual que en el caso anterior, seran necesarios futuros estudios
para determinar cudl de estos componentes juega un papel mas importante.

e Como conclusidn general, en este trabajo no se ha podido demostrar que la sensibilidad de
los mutantes al envejecimiento se deba Unicamente a su falta de poder antioxidante. De
hecho, queda patente que la longevidad de semillas es un cardcter al que contribuyen
numerosos factores como el contenido en flavonoides, la tolerancia a estrés oxidativo o la
permeabilidad de la cubierta. Por tanto, es necesario continuar estudiando los mecanismos
implicados en este caracter para poder determinar el componente mas relevante y asi llegar
a obtener semillas mas longevas.
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