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RESUMENES

Analisis funcional de los factores de transcripcion TOWER OF PISA 1 y TOWER
OF PISA 2 y su implicacion en el desarrollo del gineceo de Arabidopsis.

Los carpelos, organizados en un gineceo, presentan el mayor grado de
complejidad anatomica y funcional de entre los organos florales. El fruto deriva
fundamentalmente del gineceo y es un organo altamente especializado cuya funcion,
una vez se produce la polinizacion y fertilizacion, es asegurar la maduracion y la
posterior dispersion de las semillas.

A pesar del gran progreso que ha tenido lugar en los ultimos afios, ain quedan
por resolver numerosos interrogantes acerca de la morfogénesis del gineceo y la
fructificacion. Una manera obvia de contribuir al esclarecimiento de estas cuestiones es
desvelar la participacion de nuevos moduladores genéticos, cuyas alteraciones
provoquen perturbaciones morfologicas visibles en el desarrollo del gineceo.

En esta Tesis Doctoral se ha pretendido profundizar en la comprension de las
vias genéticas implicadas en el desarrollo del gineceo, asi como de la coordinaciéon de
dichas rutas. Para ello se ha realizado un esfuerzo para caracterizar funcionalmente dos
miembros de una familia de factores transcripcionales con dominio B3, TOPI y TOP2,
que parecian estar implicados en la diferenciacion del gineceo y ser un factor comun a
varias de las vias ya descritas. Se ha intentado establecer cudles son las relaciones
genéticas y moleculares de estos genes con otros identificados previamente, y que
actiian en distintos aspectos del desarrollo del gineceo y el fruto de Arabidopsis.

Para ello, se han caracterizado funcionalmente dichos genes mediante la
obtencion de lineas de pérdida y de ganancia de funcion de los mismos, y la
caracterizacion fenotipica de dichos mutantes. Asi, se ha comprobado que estan
implicados redundantemente en el desarrollo de las regiones apicales del gineceo,
promoviendo la diferenciacion de las células del estilo y el estigma. Se ha determinado
que el patron de expresion espacio-temporal de TOPI y TOP2 coincide con las regiones
afectadas en los mutantes de pérdida de funcion, es decir, el estilo y el estigma.
También se ha detectado expresion en otras regiones del gineceo y otros érganos
florales, asi como en las hojas y raices, en general coincidiendo con zonas de elongacion
y/o aparicién de nuevos Organos, y con regiones que se han relacionado con elevadas
concentraciones de auxinas.

Por otra parte, se han analizado las interacciones genéticas entre TOP1, TOP2 y
otros genes ya caracterizados implicados en el desarrollo del gineceo, mediante la
generacion de diversas combinaciones mutantes y la determinacion de los patrones de
expresion de TOPI en diferentes fondos mutantes. Asi mismo, se he determinado el
efecto que las mutaciones fopl y top2 tienen sobre la expresion de los otros genes
estudiados. Asi, se ha comprobado que actian junto a los genes STY y SPT en el
desarrollo de las regiones apicales del gineceo, donde no se ha detectado una regulacion
directa entre ellos. Si que se ha observado que TOP podria reprimir a SPT en otras
regiones, como los 6vulos y las semillas. Asimismo, se ha observado que E77 reprime
la expresion de TOPI en regiones apicales del ovario. También se han observado que
los genes TOP actian de forma sinérgica con LUG en el desarrollo de los tejidos
marginales, como el estilo, el estigma y el septum.

Por otra parte, se ha comprobado que los genes TOP podrian estar relacionados
con la sintesis de auxinas, y que estan implicados en el desarrollo del eje medio-lateral
del gineceo de Arabidopsis activando directa o indirectamente a IND.

Y por ultimo, mediante el escrutinio de una libreria de doble hibrido, se ha
determinado que los genes TOP interaccionan fisicamente con YAB3 y BRX-L4, dos
reguladores transcripcionales implicados en el establecimiento de la polaridad abaxial-
adaxial del gineceo y en el crecimiento de la raiz respectivamente.



RESUMENES

Functional analysis of TOWER OF PISA 1 and TOWER OF PISA 2 transcriptional
factors and their role in Arabidopsis gynoecium development.

Carpels, the female floral organs that form the gynoecium, show the highest
anatomical and functional complexity among the floral organs. The fruits are basically
derived from the gynoecium, being a highly especialized organ which main roles are to
ensure maduration and dispersal of the seeds.

In spite of the huge progress that has taken place in the last few years, there are
still open questions about gynoecium morphogenesis and fruit development. An obvious
way to contribute on unraveling these questions is to reveal new genetic modulators
which mutations affect carpel development.

In this Doctoral Thesis, our aim was to obtain further insights on the genetic
pathways involved in gynoecium development and how these different pathways are
coordinated. An effort has been made to functionally characterize two B3
transcriptional factors, TOPI and TOP2, potentially involved in gynoecium
development as a common factor to some of the pathways already described. We have
tried to identify the genetic and molecular interactions of TOPI and TOP2 with
previously described genes involved in different Arabidopsis gynoecium and fruit
development aspects.

For this purpose we have functionally characterized these genes obtaining loss-
and gain-of-function lines and phenotypically characterizing them. We have shown that
TOPI and TOP2 are redundantly involved in the development of apical gynoecium
tissues promoting style and stigma differentiation. We have analyzed TOPI and TOP2
spatial and temporal pattern of expression, which overlaps with those regions defective
in loss-of-function mutants, style and stigma. Expression has been also detected in other
gynoecium tissues, the rest of the floral organs and in leaves and roots, generally
associated with positions of primordia emergence or cell proliferation and with regions
which have been reported as auxin maxima.

In addition, we have analyzed the genetic interactions of TOPI and TOP2 with
previously characterized genes involved in gynoecium development through generation
and characterization of different mutant combinations, the determination of TOPI
expression patterns in different mutant backgrounds, and, conversely, analyzing the
effect of fopl and top2 mutations on the expression of different genes. Thus, we have
determined that TOP genes act with S7TY and SPT directing style and stigma
development, likely at the same level since no direct regulation has been observed
among them, at least in the apical gynoecium context. In contrast, we have also shown
that TOPI negatively regulates SPT in ovules and seeds. In addition, we have
determined that E7TT could restrict TOP1 expression to apical gynoecium tissues. In
addition, we have shown the TOP genes act synergistically with LUG in marginal tissue
development: style, stigma and septum.

Our results indicate that TOP genes could be involved in auxin synthesis
pathways, and that they could also be involved in medial-lateral gynoecium patterning
development positively regulating /ND direct or indirectly.

Finally, in a yeast two-hybrid assay we have determined that TOP genes
physically interact with YAB3 and BRX-L4, two transcriptional regulators with proposed
roles in abaxial-adaxial polarity specification and root growth respectively.
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INTRODUCCION

El desarrollo puede definirse esencialmente como la formacion de estructuras
organizadas a partir de un grupo de células inicialmente muy simple [Wolpert, 2002
#2083]. Implica procesos de diferenciacion (generacion de diversidad celular),
morfogénesis (organizacion espacial de las células en tejidos y 6rganos), crecimiento
(aumento de tamafio del organismo) y reproduccion (produccion de gametos). Estos
fendmenos ocurren de forma coordinada y estan sometidos en ultimo término a un
estrecho control genético para dar lugar a niveles de organizacién sucesivamente mas
complejos, desde el establecimiento de los ejes principales del embrion hasta la
formacion de organos muy especializados en la posicion precisa y en el momento
adecuado. Pese a la enorme diversidad existente entre los seres vivos, muchos de los
mecanismos que intervienen en el desarrollo son comunes a todos o a grandes grupos de
ellos. Esto permite que los conocimientos adquiridos a partir de la investigacion en unos
pocos organismos modelo puedan extrapolarse a procesos similares que ocurren en
otras especies aparentemente muy alejadas. En la actualidad los mayores esfuerzos en
este campo se centran en la identificacion y caracterizacion de las funciones génicas que

subyacen a los distintos procesos del desarrollo.

1. EL DESARROLLO VEGETAL.

Aunque los estudios en Biologia del Desarrollo se han estado historicamente al
reino animal, el desarrollo vegetal ha ido despertando un interés creciente debido, en
parte, a las aplicaciones biotecnoldgicas que pueden derivarse de las investigaciones de
su mejor conocimiento.

Debido a que las plantas son organismos sésiles, su desarrollo es
extremadamente plastico, caracteristica que les confiere una gran versatilidad adaptativa
frente a las condiciones cambiantes del ambiente. Sus patrones de crecimiento se ven
profundamente influenciados por sefales exdgenas como la luz y la gravedad,
informacion que se integra con los programas endogenos del desarrollo [Leyser, 2003
#2084]. Otro reflejo, y a la vez causa, de esta plasticidad es la totipotencia que
presentan casi todas las células vegetales, siendo capaces de desdiferenciarse y
regenerar una planta completa si se someten a los estimulos hormonales adecuados
[Lyndon, 1990 #2085].

La estructura de las plantas es relativamente simple, con unos 40 tipos celulares
diferentes frente a los méas de 100 que pueden aparecer en los tejidos animales. Las

células vegetales estan rodeadas por una pared celular rigida formada por polisacaridos
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y proteinas que impide las migraciones celulares. Sin embargo, la pared celular no aisla
a las células de su entorno, ya que es permeable a moléculas pequenas, incluso a
algunas fitohormonas; y ademas, existen canales intercelulares llamados plasmodesmos
que permiten el paso de otras mayores [Leyser, 2003 #2084]. Esta comunicacion
intercelular es critica durante el desarrollo vegetal ya que, en general, el destino celular
esta determinado por la posicién que ocupan las células y no por su linaje, por lo que
deben ser capaces de recibir informacion precisa acerca de su posicion espacial y las
caracteristicas de su entorno.

Por otra parte, el desarrollo vegetal es fundamentalmente postembrionario. En el
embrion se establece un esbozo basico del plan corporal de la planta, pero los 6rganos
que aparecen en el adulto se desarrollan a lo largo de su ciclo vital de forma continua e
iterativa a partir de los meristemos [Lyndon, 1990 #2085]. Los meristemos contienen
células que se mantienen en estado indiferenciado (células madre o stem cells) y se
dividen durante toda la vida del individuo, produciendo nuevas células que pueden
diferenciarse para dar lugar a las distintas estructuras de la planta en las posiciones
adecuadas. Son por tanto estructuras clave en el desarrollo, ya que van a generar todos
los 6rganos, determinando la morfologia final de éstos y la arquitectura general de la

planta [Bowman, 1994 #384].

1-1. Formacion del fruto a partir del meristemo.

Este apartado pretende resumir los procesos mediante los cuales el gineceo, un
organo altamente especializado, se determina a partir de un meristemo que contiene
células en estado indiferenciado.

Durante la embriogénesis se establecen los dos meristemos principales que van a
generar el eje apical-basal de la planta: el meristemo apical del tallo (Shoot Apical
Meristem o SAM), que daré lugar a las partes aéreas de la planta, y el meristemo apical
de la raiz (Root Apical Meristem o RAM), que originara las raices [Lyndon, 1990
#2085].

En el SAM se pueden distinguir tres dominios funcionales: la zona central,
formada por células indiferenciadas y totipotentes; la zona periférica, a partir de la cual
se forman los primordios de los distintos 6rganos; y la zona medular, que dara lugar al
tallo en crecimiento [Fletcher, 2002 #1630]. La zona periférica recibe un aporte
constante de células procedentes de la zona central, y puede considerarse una region de

transicion en la que la totipotencia de las células comienza a restringirse. Es necesaria
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una continua comunicacion entre las células vecinas de las distintas zonas para que las
divisiones celulares se produzcan de forma coordinada y se mantenga una poblacion

constante de c€lulas indiferenciadas (Fig. I-1; [Fletcher, 2000 #2100].

Fig. I-1. Representacion esquematica de las regiones funcionales del meristemo apical del tallo. ZC:
zona central; ZP: zona periférica; ZM: zona medular. Tomado de Fletcher y Meyerowitz (2000), con
modificaciones.

Tras la germinacién de la semilla y la emergencia de la plantula, se pueden
distinguir dos fases durante el desarrollo de las partes aéreas: la vegetativa y la
reproductiva. Durante el desarrollo vegetativo el SAM produce hojas y meristemos
axilares asociados, que se distribuyen formando un patrén radial caracteristico para cada
especie y que recibe el nombre de filotaxia. Posteriormente la integracion de sefales
ambientales como la luz, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes, junto con
sefales endogenas como el incremento de la produccion de algunas hormonas,
fundamentalmente giberelinas, dispara la transicion a la fase reproductiva [Chuck, 2005
#2086]. A partir de este momento, el SAM se convierte en meristemo de inflorescencia
y los meristemos laterales dan lugar a meristemos florales, a partir de los cuales se
desarrollan las flores.

Los meristemos florales son estructuralmente muy similares al SAM, pero se
diferencian de éste en dos aspectos fundamentales: por un lado, los 6rganos que se
producen a partir del meristemo floral se organizan generalmente en varios verticilos
concéntricos. Ademads, mientras que la actividad del SAM es indeterminada en muchas
especies y puede producir un nimero indefinido de érganos, la actividad del meristemo
floral es determinada y deja de generar nuevas estructuras cuando se ha completado la
formacion de todos los 6rganos florales [Steeves, 1989 #90].

El fruto se desarrolla a partir del gineceo, el cuarto verticilo de la flor, (y en
ocasiones de otros 6rganos de la flor) en un proceso denominado fructificacion, durante

el cual se produce un aumento general del tamafio del 6rgano y la diferenciacion de
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nuevas estructuras. Este crecimiento se alcanza mediante una fase inicial de divisiones
celulares y la posterior expansion de las células. El desarrollo del fruto y la formacion
de las semillas son procesos coordinados que se inician cuando llegan al ovario una
serie de senales desencadenadas por la polinizacion del gineceo y la posterior
fertilizacion de los 6vulos, como el aumento localizado de los niveles de auxinas y
giberelinas [Gillaspy, 1993 #1603] [Vivian-Smith, 1999 #1600]. De hecho, es posible
promover la fructificacion mediante la aplicacion exdgena de estas hormonas. Sin estos
estimulos el gineceo entra en fase de senescencia y degenera [Garcia-Martinez, 1980
#2087] [Vercher, 1991 #2088], aunque existen excepciones como las plantas que
producen frutos partenocarpicos, en las que los procesos de fertilizacion y fructificacion
estan desacoplados de forma que son capaces de producir frutos sin semillas en

ausencia de fertilizacion.

2. FACTORES HORMONALES QUE CONTROLAN EL DESARROLLO
VEGETAL.

2-1. Hormonas vegetales.

Desde el descubrimiento de las primeras hormonas vegetales, se han atribuido
muchas funciones a estos compuestos en la regulacion fisiologica, las respuestas a
estrés y el desarrollo de las plantas. Una de las diferencias principales frente a las
hormonas animales es que, a diferencia de éstas, las hormonas vegetales no se
sintetizan en un oOrgano particular y especializado y de ahi se transportan hacia los
organos de destino. Al contrario, en general todos los tejidos de las plantas son
capaces de sintetizar hormonas y la mayoria de veces éstas actuan en las mismas
células en las que se producen [Bishopp, 2006 #2109].

Las hormonas vegetales también se denominan reguladores vegetales del
crecimiento destacando que su funcion no se restringe sélo a determinados procesos
fisiologicos. Por ejemplo, las auxinas aumentan el nimero de divisiones celulares; las
giberelinas y los brasinoesteroides promueven la expansion celular; el acido abscisico
induce la dormancia; y el etileno es necesario para la maduracion de los frutos frescos.
Sin embargo, cada vez esta mas claro que las hormonas vegetales actian en muchos
casos como sefales “instructivas” en el desarrollo de las plantas, y esta funcion
particular es muy parecida al papel que ejercen las hormonas peptidicas y las proteinas
durante el desarrollo de los animales. La cuestion clave es, que en este papel

instructivo las hormonas vegetales no actian como simples traductores o mensajeros
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de sefiales ni promueven el crecimiento en general, sino que la informaciéon que
proporcionan es la base para decidir entre los programas de desarrollo o el
establecimiento de dominios de identidad en un tejido determinado [Alabadi, 2008
#2110].

A continuacion se describen las caracteristicas principales de algunos grupos
representativos de fitohormonas. Se ha destacado el papel de las auxinas ya que tienen
un papel instructivo fundamental durante los procesos de morfogénesis en las plantas y

en concreto en la organizacion del gineceo.

2-1-1. Las Auxinas.

La mas importante es el acido indolacético (IAA). Se sintetizan principalmente en
los primordios de las hojas, en las hojas jovenes y en las semillas en desarrollo, y son
transportadas hasta la raiz.

Las auxinas se han implicado en numerosos y diversos procesos de desarrollo en
las plantas por lo que el acronimo de la auxina IAA (Indole-3-Acetic Acid) podria servir
también para “ Influences Almost Anything” [Weijers, 2004 #2015]. Entre dichos
procesos se encuentran; el desarrollo del embridon (embriogénesis), siendo las auxinas
importantes en la especificacion de las células apicales del mismo, la iniciacion de la
raiz y la formacion de los cotiledones [Friml, 2003 #1666]; el desarrollo del patron de la
raiz, siendo un regulador principal en el desarrollo de las raices laterales [Casimiro,
2001 #1959]; el desarrollo del patron del tallo y los procesos de crecimiento; los
procesos de organogénesis como la aparicion de nuevas hojas, flores, 6rganos florales y
raices laterales; y las respuestas direccionales de crecimiento, (revisado en
[Michniewicz, 2007 #2101]). Las auxinas también estan implicadas en el
mantenimiento de la dominancia apical ya que la sintesis de auxinas desde el SAM
inhibe la formacion de meristemos laterales [Davies, 2004 #2076]. Ademas, estas
hormonas juegan un papel muy importante en la formacion de los haces vasculares de
los distintos o6rganos de la planta, como por ejemplo de los cotiledones y las hojas
[Mattsson, 1999 #1288] [Sieburth, 1999 #1744] [Turner, 2003 #2093 ]revisado por
[Berleth, 2000 #1339].

Las auxinas son necesarias para la iniciacion del primordio floral. La interrupcion
de la biosintesis de auxinas, su transporte polar o las vias de sefializacién mediadas por
las mismas provoca que no se formen flores, mientras que su aplicacion local es

suficiente para desencadenar la formacion de una flor en el 4pice del tallo o una nueva
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hoja [Laskowski, 1995 #2075]. Ademas, las auxinas juegan un papel esencial en la
especificacion del numero e identidad de los organos florales [Cheng, 2007 #2055;
Cheng, 2007 #2054][Cheng, 2006 #1962]. Estas fitohormonas también tienen una
funcion determinante en el establecimiento del eje apical-basal del fruto asi como, en el
desarrollo de las estructuras que conforman el mismo ( estilo, estigma y ovario)
[Dinneny, 2005 #1848] [Nemhauser, 2000 #1289], e inducen la fructificacién y

estimulan el crecimiento del fruto [Davies, 2004 #2076].

La distribucion de las auxinas en las plantas se produce a través de dos tipos de
transporte distintos, un transporte rapido (no polar) a través del floema y un transporte
polar (PAT, Polar Auxin Transport), mas lento (célula-célula), en varios tejidos. E1 PAT
ocurre principalmente a través de los transportadores polares de entrada de auxinas
pertenecientes a la familia AUXI, y a los transportadores de salida pertenecientes a la
familia PIN [Bennett, 1996 #1994] [Gilweiler, 1998 #1465] [Luschnig, 1998 #2074]. El
PAT es necesario para la formacion y el mantenimiento de gradientes locales de
distribucién de auxinas, muy importantes en procesos de organogénesis, desarrollo de
patrones y respuestas diferenciales de crecimiento de las plantas (revisado en [Tanaka,
2006 #2077]. Por ejemplo, en las raices las auxinas se acumulan debido a su transporte
en las cé€lulas fundadoras de los primordios laterales de la raiz, aunque todavia no se
conoce la regulacion exacta de estos eventos [Benkova, 2003 #1943]. Cuando el
primordio comienza a formarse, la localizacion polar de PINI cambia, generando una
nueva direccion de flujo auxinico que definird el crecimiento axial del 6rgano en
desarrollo. La creacion y mantenimiento del gradiente de auxinas con su maximo en el
extremo distal del nuevo 6rgano es crucial para el correcto crecimiento del primordio
[Benkova, 2003 #1943]. En las raices laterales, el transporte de auxinas hacia el
extremo distal de las mismas se dirige a través de las células internas y luego se
distribuye hacia afuera a través de la superficie del primordio [Benkova, 2003 #1943].
En cambio, en los érganos aéreos, las auxinas se transportan a través de las capas
externas hacia el extremo de los primordios en desarrollo y después hacia la parte
interior del 6rgano.

Los inhibidores del PAT se han utilizado durante décadas para interferir en el flujo
polar de auxinas, compitiendo directamente con las auxinas en la unién con sus
transportadores, o provocando que las células sean incapaces de transportarlas. La

aplicacion de dichos inhibidores resulta en la acumulacion de las auxinas cerca de la
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fuente de las mismas y su disminucion en las células localizadas a cierta distancia
[Nemhauser, 2000 #1289].
2-1-2. Otras hormonas vegetales.

* | as Giberelinas.

Las giberelinas son un grupo de diterpenos que se sintetizan en tejidos jovenes del
tallo y en las semillas en desarrollo [Davies, 2004 #2076]. Estan involucradas en el
crecimiento del tallo a través del estimulo de la divisién y el crecimiento celular, asi
como en la induccion de la germinacion de las semillas. Al igual que las auxinas
participan en la iniciacion de la fructificacion y el crecimiento del fruto. Existe una
comunicacion entre las vias de sefiales de ambas hormonas, y se ha demostrado que las
giberelinas pueden afectar a la biosintesis y al transporte de las auxinas [Ogawa, 2003
#2094]. Sin embargo, al contrario que las auxinas, que parecen tener un papel critico en
el desarrollo del patron temprano del gineceo, las giberelinas parece que tienen un papel
mas tardio durante la elongacion del fruto tras la fertilizacién [Roeder, 2006 #2095].

¢ | as Citoquininas.

La mayoria de las citoquininas son derivados de bases puricas que se sintetizan en
el apice de la raiz y en las semillas en desarrollo. Estimulan la division celular en
presencia de auxinas, y promueven la iniciacion del tallo, el crecimiento de meristemos
laterales y la expansion de las hojas mediante el aumento del tamafio celular. También
inducen la fructificacion, aunque en menor medida que las auxinas y las giberelinas
[Kieber, 2002 #2071] [Mok, 2001 #2070] [Davies, 2004 #2076].

* El Etileno.

El etileno es un gas que se sintetiza en casi todos los tejidos en respuesta a
situaciones de estrés, estimulando distintos mecanismos defensivos y alterando el
crecimiento de la planta. Interviene también en la maduracion del fruto (en frutos
climatéricos como el tomate, el aguacate, la manzana y el platano) y en la abscision de
las hojas y de los 6rganos florales [Davies, 2004 #2076] [White, 2002 #2036]. También
juega un papel, aunque muy minoritario, en la dehiscencia del fruto [Ferrandiz, 2002
#1394].

¢ Los Brasinoesteroides.

Los brasinoesteroides han sido las ultimas fitohormonas identificadas.
Estructuralmente son las hormonas més parecidas a las hormonas esteroides de los

animales. Regulan la expresion de numerosos genes, contribuyendo a la regulacion de la
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division celular y a la diferenciacion, y ayudando en el control de todos los programas
de desarrollo que permitiran la morfogénesis. También regulan procesos especificos
como la fotomorfogénesis, la escotomorfogénesis y la expansion celular en presencia de
una pared celular potencialmente limitadora del crecimiento [Clouse, 2002 #2072].
Diversos estudios han puesto de manifiesto la relacion sinérgica entre las auxinas y los

brasinoesteroides, revisado en [Hardtke, 2007 #2038; Hardtke, 2007 #2039].

3- EL DESARROLLO FLORAL. LAS FLORES COMO EXITO EVOLUTIVO.
En las Gimnospermas, el grupo mas antiguo de plantas con semillas, los 6vulos
se presentan la mayoria de las veces como estructuras desnudas que se desarrollan en
las axilas de organos tipo hoja. Por el contrario, en las mas recientemente evolucionadas
plantas con flores o Angiospermas, los 6vulos se encuentran encerrados y protegidos
por un organo femenino especializado denominado carpelo. El término Angiosperma
deriva del griego y significa semillas encerradas en un barco (angion, barco y sperma,
semilla). Aparte de proteger a los ovulos, el carpelo confiere muchas ventajas a las
plantas con flores. Los tejidos estigmaticos que se encuentran en el apice del carpelo, se
han adaptado en diferentes especies, para capturar eficientemente el polen transportado
por los distintos vectores, incluyendo insectos, mamiferos, aves y el viento. Ademas, el
carpelo supone una localizacion para los mecanismos selectivos que operan sobre el
polen, como la auto-incompatibilidad que promueve la variabilidad genética en las
nuevas generaciones. Tras la polinizacion, los tejidos del carpelo sufrirdn una serie de
cambios para convertirse en un fruto, que protegera a las semillas y posteriormente
contribuira a la diseminacion de las mismas, mediante una gran variedad de
mecanismos especializados en las diferentes especies. Por todas estas razones, el
carpelo es sin duda, uno de los principales factores en el éxito evolutivo de las
Angiospermas, que se refleja en las aproximadamente 300 000 especies descritas que

viven en la actualidad [Scutt, 2006 #1861].

3-1.El carpelo como hoja modificada.

La hipotesis propuesta por Goethe en 1790, en la que los o6rganos florales eran
hojas modificadas, ha sido demostrada ampliamente durante las ultimas dos décadas.
Una de las evidencias que apoyan esta hipotesis es la completa transformacion de los
organos florales en hojas en el cuadruple mutante sepallatal (sepl) sep2 sep3 sep4 o

la conversion ectopica de las hojas vegetativas en oOrganos florales mediante la
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expresion de los genes SEP y los genes florales homeoticos [Honma, 2001 #1803]
[Pelaz, 2001 #1953]. Sin embargo, todavia no estd claro a partir de que hojas
modificadas derivan los carpelos, aunque diversas hipdtesis apuntan hacia los

esporofilos, es decir, las hojas portadoras de gametofitos [Scutt, 2006 #1861].

4. EL DESARROLLO DEL FRUTO.

La diversidad morfologica de las flores se relaciona consecuentemente con la
gran diversidad morfologica de los frutos. Una funcién muy importante de los frutos es
la dispersion de las semillas que tienen en su interior, para garantizar la continuacion de
la especie [Lohmann, 2004 #1986].

Existe un gran rango de texturas en los frutos, que van desde los frutos blandos y
frescos, hasta los secos y duros en funcion de su estrategia de dispersion. Los frutos
frescos normalmente son dulces, con colores brillantes y generalmente estdn adaptados
para ser ingeridos por vertebrados que llevaran las semillas a una nueva localizacion
antes de depositarlos en una pila de fertilizante. Por contra, el viento, el agua y la fuerza
generada por la apertura de las semillas contribuye comunmente a la distribucion de las
semillas de los frutos secos. Aunque por supuesto existen muchas excepciones, como
los frutos secos con pinchos que se adhieren al pelo de los animales que pasan cerca
para depositarse en otras localizaciones. Los frutos secos se clasifican en dehiscentes
(del latin dehiscere, abrirse), en los que las paredes del ovario se abren para dispersar
las semillas al medio; e indehiscentes, en los que las semillas se mantienen encerradas
dentro del fruto y éste se separa de la planta. Muchos de los cultivos importantes como
el guisante, las judias, lentejas, soja y la colza desarrollan frutos dehiscentes.

Tanto las cosechas de frutos frescos como las de frutos secos dehiscentes son de
gran importancia agronomica, lo que ha propulsado que en los ultimos afios se halla
incrementado la investigacion en torno a los mismos. El estudio de los frutos
dehiscentes se ha basado en Arabidopsis thaliana (ver revisiones [Dinneny, 2005
#1848][Ferrandiz, 1999 #1230][Bowman, 1999 #1232].

Comprender el proceso de dehiscencia no solo es importante a nivel académico,
ya que supone el entendimiento del origen del desarrollo de patrones complejos, como
los mecanismos mediante los que se especializan los distintos tipos celulares para llevar
a cabo distintas funciones [Liljegren, 2004 #1843]. Sino también porque el proceso de

apertura del fruto tiene una considerable importancia agrondémica como en el caso de
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distintas leguminosas como la soja y algunas especies relacionadas con Arabidopsis
como la colza.

No es deseable que los frutos de las especies cultivadas se abran precozmente,
pero una vez cosechados debe ser facil separar las semillas [Lohmann, 2004 #1986].
Cada afo los agricultores de colza pierden un 20% de la cosecha cuando los frutos se
abren prematuramente [Child, 1998 #1411]. Ademas, las semillas que se “escapan”
contaminan los campos adyacentes donde crecen otras plantas.

Gracias al enorme conocimiento de la especie modelo Arabidopsis thaliana
muchos de los trabajos realizados con el fin de conocer el proceso de dehiscencia se han
llevado a cabo con esta planta. Ademas, como ya se ha mencionado, los frutos de
Arabidopsis thaliana son secos y dehiscentes, al igual que se ha propuesto que era el
fruto ancestral [Scutt, 2006 #1861], lo que puede proporcionar mucha informacion

acerca de los procesos clave en las vias morfogenéticas a lo largo de la evolucion.

5. Arabidopsis thaliana COMO ORGANISMO MODELO PARA EL ESTUDIO
DEL DESARROLLO VEGETAL.

5-1. Aspectos generales.

Hasta bien entrado el siglo XX, la mayoria de los estudios en plantas se
realizaron utilizando especies de interés econdmico como el maiz, el tomate y el
guisante, con el fin de mejorar sus cultivos. Sin embargo, estas plantas presentan
muchos inconvenientes que dificultan su andlisis y su manipulacién en el laboratorio.
Por este motivo, desde mediados de los afios 80 se ha generalizado la utilizacion de
Arabidopsis thaliana para la investigacion del desarrollo vegetal [Somerville, 2002
#2089]. Arabidopsis es una angiosperma dicotiledonea perteneciente a la familia de las
cruciferas o brasicaceas, a la que también pertenecen especies como la col (Brassica
oleracea), el rdbano (Raphanus sativus) y las mostazas (Sinapis sp.; [Strasburger, 1994
#2090] ). Aunque no tiene valor econdémico, sus caracteristicas la convierten en un
organismo modelo muy apropiado para su estudio en el laboratorio. Presenta un tamafio
pequefio, con alrededor de treinta centimetros de altura maxima, lo que permite
siembras de alta densidad; su arquitectura es relativamente simple, y su ciclo vital, de
unos dos meses, resulta corto para una planta con flores. Ademas es autdogama, es decir,
se autopoliniza sin intervencion externa, y produce un gran namero de semillas, lo que
facilita la propagacion de las diversas lineas. También resulta relativamente facil

realizar cruzamientos entre distintas plantas [Somerville, 2002 #2089].
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Arabidopsis es una planta diploide cuyo genoma, que ha sido totalmente
secuenciado [The Arabidopsis Genome Initiative, 2000 #2091], se organiza en cinco
cromosomas y es muy apropiado para los estudios moleculares por su pequefio tamafo
(125 Mb) y su escaso contenido en DNA repetitivo. Su uso intensivo en investigacion
ha propiciado la creacion de bases de datos de dominio publico en las que se ofrecen
gran cantidad de herramientas informaticas, asi como informacion acerca de mutantes,
polimorfismos de DNA, protocolos de laboratorio, etc. Una de las mas importantes es el
TAIR (The Arabidopsis Information Resource, http://www.arabidopsis.org).

Existen numerosas estirpes de Arabidopsis aisladas en localizaciones concretas y
que presentan algunas diferencias morfologicas entre si, que reciben el nombre de
ecotipos o accesos y son tomados como referencia para definir la morfologia normal
(silvestre o wild type) de las plantas [ Alonso-Blanco, 2000 #2092]. Los mas utilizados
son Columbia-0 (Col-0) y Landsberg erecta (Ler), pese a que este ultimo es
homocigoético para la mutacion erecta, que afecta de forma notable a la arquitectura

general de la planta [ Tsukaya, 1995 #613; Tsukaya, 1993 #612].

5-2. Morfologia v ciclo vital.

La embriogénesis establece finalmente un esbozo de la estructura corporal de la
planta, con los dos meristemos principales establecidos, una radicula y dos cotiledones
u hojas embrionarias cuya funcion principal es servir de érganos de reserva durante las
primeras etapas tras la germinacion (Figs. [-2A y 1-3; [Bowman, 1994 #384; Wolpert,
2002 #2083]).

Fig. I-2. Diferentes estadios del
desarrollo  de  Arabidopsis.
Embriéon maduro (A), roseta
vegetativa (B), planta adulta
(C), detalle de la inflorescencia

(D).

11



INTRODUCCION

Durante toda la fase vegetativa, el SAM produce hojas separadas por entrenudos
muy cortos, lo que da como resultado una roseta compacta (Figs. [-2B y 1-3). La
duracion de esta etapa es, en general, proporcional al numero final de hojas de la roseta
y depende de las condiciones de cultivo y del ecotipo [Bowman, 1994 #384].

Durante la fase reproductiva, a partir del meristemo de la inflorescencia se forma
el tallo principal debido a un incremento de la longitud de los entrenudos (Figs. [-2C y
I-3). Los meristemos laterales, asociados a las axilas de las hojas caulinares, generan
ramificaciones del tallo. En los extremos del tallo principal se forman las
inflorescencias, con las flores dispuestas en racimo (Figs. [-2D y I-3). La flor alcanza la
madurez en el denominado estadio de antesis (Tabla I-1), en el que tiene lugar la
autopolinizacion y la fertilizacion de los 6vulos, que desencadenan el desarrollo de las
semillas y la fructificacion. Al final de la fase reproductiva, la planta se seca
permitiendo la liberacion de las semillas contenidas en sus frutos [Bowman, 1994 #384;

Wolpert, 2002 #2083].

Fig. I-3. Ciclo vital de Arabidopsis. Se indican los principales eventos y las estructuras mas relevantes
de cada estadio. Modificado a partir de Wolpert ef al. (2002).
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El fruto seco y dehiscente de Arabidopsis thaliana, denominado silicua es el
tipico fruto de mas de 3000 especies de la familia Brassicaceae [Rollins, 1993 #1234]
por lo que mucho del conocimiento sobre Arabidopsis podria extrapolarse a otras
especies dentro de esta familia u otras ya que, como se ha mencionado, el fruto de

Arabidopsis recuerda al fruto ancestral.

6. Arabidopsis thaliana COMO ORGANISMO MODELO PARA EL ESTUDIO
DEL DESARROLLO DEL GINECEO.

6-1.El gineceo de Arabidopsis.

La flor de Arabidopsis mide unos 2 mm. y consta de cuatro verticilos
concéntricos de drganos que presentan la organizacion tipica de las cruciferas (Fig. 1-4;
Bowman, 1994). Los dos primeros verticilos estin compuestos por cuatro sépalos y
cuatro pétalos respectivamente. El tercero esta formado por seis estambres, cada uno de
los cuales comprende un filamento y la antera, en la que se forma y madura el polen.
Por ultimo, en el cuarto verticilo dos carpelos fusionados dan lugar al gineceo, el

organo reproductor femenino.

Fig. I-4. Micrografia electornica de barrido
coloreada de una flor de Arabidopsis. Se sehalan
los 4 tipos de 6rganos principales. Tomado de
Science Phote Library (www.sciencephoto.com)
con modificaciones.

El gineceo alcanza la madurez en el estadio de antesis, cuando ocurre la
dehiscencia de las anteras y la flor estd completamente abierta. En este estadio, todos
los tejidos necesarios para la fertilizacion estan desarrollados y los tejidos necesarios
para la maduracion y la posterior dehiscencia estan presentes, aunque se desarrollaran

completamente tras la formacion del fruto.
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En el gineceo en antesis, se pueden distinguir en un eje apical-basal, de arriba
hacia abajo, el estigma, el estilo, el ovario y el gin6foro basal que une el ovario a la base

de la flor (Fig. I-5 izquierda).

Fig.I-5: Micrografia
electrénica de
barrido del gineceo
de Arabidopsis en
antesis (izquierda) y
seccion  transversal
del ovario (derecha).
Se indican los ejes
de polaridad y los
distintos tejidos.
Modificado a partir
de Balanza et al (06)

El estigma estd compuesto de numerosas c€lulas epidérmicas alargadas que se
denominan papilas estigmaticas [Sessions, 1995 #857]. Estas células estan
especializadas en la adherencia de los granos de polen y sélo pueden inducir la
germinacion del mismo en la fase de antesis [Nasrallah, 1994 #1971]. El estigma
también representa el comienzo del tracto de transmision, un tejido rico en polisacaridos
especializado en dirigir el crecimiento del tubo polinico hacia los 6vulos.

El tracto de transmision esta organizado en filas verticales de células conectadas
por los extremos a través de plasmodesmos y secreta una matriz extracelular
mucilaginosa. El tracto de transmision continua a lo largo del estilo y del septum del
ovario para facilitar la fertilizacion de los 6vulos [Sessions, 1995 #857].

El estilo aparece como un cilindro corto y sélido con una morfologia epidérmica
distintiva [Bowman, 1994 #384]. Las células epidérmicas se disponen en filas cortas y
tienen depositos estriados de ceras. El centro del estilo estd formado por células
elongadas axialmente de tejido del tracto de transmision rodeadas por un anillo de tejido
vascular. Entre el centro y la capa tnica de epidermis se encuentran tres capas de tejido
clorenquimatico [Sessions, 1995 #857]. En antesis existen estomas funcionales en el
estilo [Sessions, 1995 #857].

El ovario estd compuesto por dos valvas conectadas externamente por los repla.

Internamente esta dividido en el plano medio por el septum, formando una camara

14
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bilocular dentro de la cual se posicionan los 6vulos. La pared externa de la valva
muestra una clara diferencia entre las dos valvas y el replum [Bowman, 1994 #384].

En una seccion transversal del ovario se puede observar la distribucion en un eje
medio-lateral (Fig. I-5 derecha). Las valvas corresponden a las dos paredes del carpelo y
se encuentran en las posiciones laterales. Dentro de la valva se pueden distinguir varias
capas de células: el exocarpo o epidermis externa, que comprende una linea Unica de
células intercalada con estomas inmaduros y sin abrir; tres capas de células del
clorénquima que forman el mesocarpo; y por ultimo el endocarpo, que consiste en dos
capas de células diferenciadas: una capa de epidermis interna formada por células
isodiamétricas con pared celular fina (ena) y una capa de pequenas células
subepidérmicas estrechamente alineadas que se elongan longitudinalmente (enb)
[Sessions, 1995 #857] [Spence, 1996 #1204]. Las valvas acaban en una columna de
células pequefias, que forman una depresion longitudinal, denominada margen de valva.

En las posiciones mediales del ovario se encuentran el replum (lado abaxial del
septum), el septum, la placenta y los 6vulos que de ella derivan. Todos estos tejidos
mediales, junto con el estilo y estigma apicales se denominan en conjunto tejidos
marginales ya que derivan de los margenes del carpelo fusionado. Los tejidos
marginales muestran polaridad abaxial/adaxial. Las posiciones abaxiales estan ocupadas
por el replum, y las adaxiales por el septum, el tracto de transmision, la placenta y los
ovulos [Balanza, 2006 #1954] (Fig. I-6).

Los 6vulos son estructuras complejas que consisten en un nucelo central que
contiene el saco embrionario, dos integumentos que engloban al nucelo, y un funiculo
que los conecta al tejido de la placenta [Robinson-Beers, 1992 #271][Bowman, 1994
#384].

Fig. I-6: Micrografia electronica de barrido del gineceo de Arabidopsis en estadio 7 (A). Los
dominios mediales se ha coloreado en amarillo y los dominios laterales en verde. Seccion transversal
del ovario de Arabidopsis en antesis (B). Los diferentes tejidos se han coloreado para distinguir el
tejido medial (o marginal) en amarillo/naranja y los tejidos laterales en verde/azul. Modificado a
partir de Balanza et al (06).

15



INTRODUCCION

En los frutos maduros los diferentes tejidos se desarrollan para asegurar la
dehiscencia, es decir, el proceso mediante el cual el fruto se abrird para dispersar las
semillas (Fig. I-7). Durante la maduracion del fruto, en las valvas, las células del
endocarpob (enb) forman depdsitos de lignina, un polimero fenolico que anade rigidez a
la pared celular. En los margenes de la valva se diferencia la zona de dehiscencia, donde
las valvas se separaran del replum. En el margen de la valva se distinguen dos capas de
tejido. La zona lignificada (LL, Lignified Layer) se encuentra dentro del margen de
valva, en la zona més cercana a la misma y estd formada por una o dos capas de células
estrechas que se lignifican. Esta zona se continia con la capa enb, y junto a ésta
provocara los mecanismos de tension que separaran el replum de la valva en la
dehiscencia del fruto [Spence, 1996 #1204]. En la zona del margen de valva cercana al
replum se localiza la zona de separacion (SL, Separation Layer), formada por células
isodiamétricas. Las células de esta zona, durante la dehiscencia degeneran la lamela
existente entre las paredes celulares y se separan unas de otras [Dinneny, 2005 #1834]

[Jenkins, 1999 #1265] [Petersen, 1996 #1203].

Fig. I-7: Secciéon transversal de un fruto de
Arabidopsis. Se muestran los distintos tejidos que
forman la zona de dehiscencia. El margen de
valva, formado por la zona lignificada (LL) y la
zona de separacion (SL). Las valvas se han
coloreado en verde y el replum en amarillo. Las
células lignificadas se han coloreado en rojo.

El gineceo estd recorrido longitudinalmente por cuatro haces vasculares
principales, dos mediales y dos laterales. Los haces vasculares mediales corren
longitudinalmente a lo largo de los repla suministrando nutrientes al tejido placentario y
ramificandose hacia los 6vulos. Estos haces vasculares se bifurcan al final del ovario
para formar los vasos de xilema que se encuentran en el estilo. Las venas mediales se
encuentran altamente lignificadas y puede que contribuyan también al proceso de
dehiscencia [Balanza, 2006 #1954]. Los haces laterales discurren por el centro de cada
valva y terminan en el apice, debajo del estilo [Sessions, 1995 #857], y estan

ontogénicamente relacionados con la vena media de la hoja.
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6-2.Desarrollo floral en Arabidopsis.

La morfogénesis floral y el desarrollo del gineceo han sido descritos en detalle.
Smyth et al [Smyth, 1990 #88] dividieron el desarrollo temprano de la flor desde su
inicio hasta antesis en 13 estadios. Este estudio ha sido usado como referencia en la
descripcién de numerosos mutantes y para la caracterizacion de numerosos genes de
Arabidopsis. En Ferrandiz et al, 1999 se utiliza esta division para detallar los
principales eventos del desarrollo floral junto a observaciones adicionales de diversos
autores. En la Tabla I-1 se describen los principales eventos del desarrollo floral con los

marcadores que caracterizan el inicio de cada estadio y el progreso del desarrollo del

gineceo.

Tabla I-1. Etapas del desarrollo floral en Arabidopsis, con los marcadores morfolégicos que caracterizan
el inicio de cada estadio y el progreso del desarrollo del gineceo. Modificado a partir de Ferrandiz et al.

(99).
Estadio Marcador morfolégico Desarrollo del gineceo
1 Aparicion del meristemo floral.
5 Formacion del primordio de la flor y separacion
del meristemo de inflorescencia.
3 Aparicion de los primordios de los sépalos.
4 Los sépalos sobrepasan el meristemo floral.
5 Aparicion de los primordios de los pétalos y los
estambres.
6 Los sépalos envuelven la yema floral. Aparicion del primordio del gineceo.
7 Los estambres desarrollan un pedinculo basal. C@mmmntp del primordio del gineceo como un
cilindro abierto.
L . icid . Dift iacio 1
8 Aparicion de loculos en los estambres. Aparicion de la p ] ac§nta iferenciacion de los
haces vasculares principales
Aparicion de los primordios de los o&vulos.
9 Los pétalos desarrollan un pedunculo basal. Diferenciaciéon de las capas de los carpelos.
Aparicion de los haces vasculares laterales
10 Los pétalos se igualan con los estambres cortos. | Cierre del gineceo. Formacion del septo.
Diferenciacion de la epidermis del estilo y las dos
. . L capas del endocarpo. Ramificacion del haz
11 Aparicion de las papilas estigmaticas. . .
vascular principal en el extremo del gineceo. Los
ovulos desarrollan el funiculo.
12 Los pétalos se igualan con los estambres largos. Crec1m1ento general. Diferenciacién del - tracto
transmisor.
13 Antesis. Polinizacion.
. Fertilizacion. Suturas visibles a ambos lados del
14 Los estambres largos sobrepasan el estigma.
replum.
15 El estigma sobrepasa los estambres largos. Lignificacion del xilema.
16 Degeneracion de pétalos y sépalos. Expansion general.
Formacion de la zona de separacion (SL).
Caen los organos de los tres verticilos externos | Desarrollo de la cuticula externa del exocarpo; las
17A .
de Ia flor. células del endocarpo b (end) forman el
esclerénquima.
17B | Lasilicua alcanza su tamaifio final. Lignificacién del enb y la LL.
18 La silicua amarillea. Degeneracion del ena y lignificacion total del enb.
Secado del mesocarpo.
19 Dehiscencia de las valvas.
20 Las semillas caen.
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En la figura I-8 se muestran los distintos estadios de desarrollo del gineceo.

Adaptado de [Roeder, 2005 #2108].

Fig. I-8: Se muestran micrografias electronicas de barrido, cortes histologicos, fotografias in vivo y
fotografias en campo oscuro de los distintos estadios de desarrollo del gineceo de Arabidopsis con los
marcadores morfologicos que caracterizan el inicio de cada estadio. Modificado a partir de Roeder (05).
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7. FACTORES GENETICOS QUE CONTROLAN EL DESARROLLO DEL
GINECEO EN Arabidopsis.

Gran parte del conocimiento actual sobre la genética molecular del desarrollo
del gineceo deriva de la investigacion en la planta modelo Arabidopsis thaliana.
Recientemente se han publicado revisiones muy completas describiendo la
morfogénesis del carpelo y el desarrollo del fruto [Dinneny, 2005 #1848] [Roeder,
2005 #1863]. En [Balanza, 2006 #1954] se ha pretendido completar dichas revisiones
resumiendo los ultimos progresos en este campo en el que se han descrito nuevos
genes con un papel en el desarrollo del carpelo y nuevas funciones de genes ya
conocidos. Se ha realizado un intento de estudiar el carpelo como la hoja modificada
que es, estrechando los paralelismos en el desarrollo de las hojas y los carpelos y
puntualizando el papel hormonal en el desarrollo del patron del gineceo.

A continuacion se ha realizado un resumen de dicha revision intentado

completarla con los nuevos avances surgidos a partir de la publicacion de la misma.

7-1. Plan basico en los organos laterales.

Si las hojas pueden transformarse en 6rganos florales expresando los genes de
identidad de los mismos, la distribucion de los tejidos en el 6rgano floral, es decir la
formacion de un patron, debe seguir el plan basico de la hoja refinado por la accidon de
dichos genes. De acuerdo con esto, la mayoria de las mutaciones que afecten al patrén
de los oOrganos florales también afectaran al desarrollo basico de las hojas y los
organos laterales.

En los ultimos afos, se ha realizado un gran esfuerzo en determinar las
interacciones genéticas que subyacen a la iniciacion de la hoja y a su desarrollo.
Recientemente se han publicado varias revisiones que tratan en gran profundidad este
campo del desarrollo de las plantas [Tsukaya, 2003 #1950][Tsukaya, 2006 #1949]
[Byrne, 2005 #1877][Fleming, 2005 #1947]. En este apartado se pretende dar un
esquema del plan basico del desarrollo de las hojas y todos los o6rganos laterales para
utilizarlo posteriormente en la construccion del gineceo.

Los primordios de los organos laterales se producen en la periferia del
meristemo apical de tallo (SAM). El mantenimiento del SAM estd controlado
principalmente por varios factores de transcripcion homeoticos KNOX de la clase |
relacionados [Hake, 2004 #1868]. En la posicion de iniciacion de los primordios de los

organos laterales, los genes KNOX estan regulados negativamente, principalmente por
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las auxinas. En el SAM, la localizacion del primordio emergente concuerda con niveles
elevados de auxinas. Las auxinas son transportadas hacia dicha posicion sumidero
gracias a los facilitadores de flujo de salida de auxinas como PINFORMED (PIN)
[Reinhardt, 2000 #1873]. En esta zona de picos de auxinas los genes KNOX son
excluidos y los bordes del primordio estan delimitados por los genes CUP-SHAPED
COTYLEDON (CUC) también denominados “de frontera”. Esta frontera separa el
SAM y los primordios de los o6rganos laterales. Al mismo tiempo, los transportadores
de auxinas parece que cambian su localizacidon polar intracelular redirigiendo el flujo
de auxinas a una nueva posicion en el meristemo [Heisler, 2005 #1875]. La represion
de los genes KNOX en el primordio emergente se mantiene por el heterodimero
formado por los factores de transcripcion ASYMMETRIC LEAVES 1(ASI), miembro
de la familia Myb [Byrne, 2000 #1402], y ASYMMETRIC LEAVES 2 (AS2), que
codifica una proteina con dominio LOB [Iwakawa, 2002 #2037]. Reciprocamente AS/
y AS2 son excluidos del SAM mediante las proteinas KNOX (revisado por [Byrne,
2005 #1877] .

Ademds de las auxinas, otras hormonas vegetales son importantes en la
induccion de la diferenciacion del primordio. Asi, niveles bajos de citoquininas (CK)
y elevados niveles de giberelinas (GA) son necesarios para inducir un estado
diferenciado [Jasinski, 2005 #1879]. Las proteinas KNOX parece que controlan un
balance hormonal en el SAM para mantener un estado indiferenciado induciendo la
biosintesis de CK y reduciendo el nivel de GA activas [Frugis, 2001 #1881] [Hay,
2002 #1644] [Yanai, 2005 #1880].

Ademas de la determinacion de la iniciacion del primordio, la distribucion de
las auxinas en las hojas en desarrollo parece ser un factor importante en el control del
tamano y la forma final de las mismas, al igual que en el patrén de las venas. Se ha
propuesto que el transporte dirigido de auxinas establece el extremo distal del
primordio de la hoja como un sumidero de las mismas [Reinhardt, 2003 #1871],
generando un gradiente proximodistal de auxinas con su maximo en el extremo del
primordio en desarrollo [Benkova, 2003 #1943], lo que proporcionara la informacion
posicional para el desarrollo de la vena media [Zgurski, 2005 #1885]. Conforme se
desarrollan las hojas, el primordio se convertira en fuente de auxinas y la biosintesis
de auxinas tendrd lugar primero en el extremo distal y luego en los margenes

(hidatodos). Esta transicion de sumidero a fuente coincide con el crecimiento lateral
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del primordio y la formacion de las venas secundarias [Avsian-Kretchmer, 2002
#1884] [Aloni, 2003 #1883] [Zgurski, 2005 #1885].

El desarrollo a lo largo del eje abaxial-adaxial, es decir la dorsoventralidad, se
especifica inmediatamente en el primordio emergente. Se ha propuesto que esta
polaridad requiere una sefial proporcionada por el SAM, de naturaleza todavia
desconocida, ya que el primordio separado de manera microquirurgica del SAM se
desarrolla como una estructura radial abaxializada [Reinhardt, 2005 #1906]. Los genes
involucrados en el establecimiento de esta polaridad se expresan en los dominios
adaxiales o abaxiales correspondientes del primordio, aunque todavia no estd claro
como se establece por primera vez esta expresion polar. La identidad adaxial se
confiere primariamente por los factores de transcripcion miembros de la clase HD-
Ziplll ( class III homeodomain-leucine zipper), que ademads tienen un papel en la
iniciacion del SAM y en su mantenimiento [Emery, 2003 #1886][Green, 2005
#1888][Prigge, 2005 #1889], con la ayuda parcialmente redundante de A4S/ y 4S2. La
especificacion abaxial se lleva a cabo principalmente por dos grupos de genes que se
expresan en las posiciones abaxiales: los genes KANADI, que codifican factores de
transcripcion de la familia GARP [Eshed, 1999 #1259] [Kerstetter, 2001 #1525], y
varios genes YABBY [Eshed, 1999 #1259] [Eshed, 2004 #1893] [Sawa, 1999 #1900]
[Siegfried, 1999 #1898]. Los genes YABBY estan implicados en la represion de los
genes KNOX en los 6rganos laterales [Kumaran, 2002 #1681] [Bowman, 2000 #1244].

Posteriormente, en el primordio en desarrollo, la accion antagonista de los
genes adaxiales y abaxiales y el papel de la regulacion transcripcional dependiente de
micro-RNA, definen ambos dominios y estrechan el mantenimiento de la polaridad en
la hoja en desarrollo. Por lo tanto, los genes KAN regulan negativamente a los genes
HD-Ziplll, que ademés son diana de microRNAs (miRNAs) [Engstrom, 2004 #1904]
[Williams, 2005 #1905]. Se ha propuesto que los genes que codifican los factores de
respuesta a auxinas ETTIN (ETT) y ARF4 promueven el crecimiento abaxial en
paralelo con los genes KAN [Pekker, 2005 #1858]. El papel de los Factores de
Respuesta a Auxinas (ARF) en la especificacion abaxial sugiere un posible papel de
las auxinas en el proceso de desarrollo del patron adaxial/abaxial. Esta hipotesis se
sustenta por la elevada presencia de AUXI, un facilitador del flujo de entrada de
auxinas en la epidermis abaxial de la hoja [Reinhardt, 2005 #1906] que puede resultar
en la formacion de un gradiente abaxial-adaxial de concentracion de auxinas en la

hoja.
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Ademas del eje adaxial-abaxial, las hojas también tienen asimetria en el eje
proximodistal. En una hoja de Arabidopis las posiciones proximales estan ocupadas
por un peciolo estrecho mientras que la ldmina de la hoja se desarrolla en el extremo
distal. El crecimiento del primordio de la hoja para formar una estructura plana y
expandida depende inicialmente de la actividad del meristemo marginal efimero
[Donnelly, 1999 #1907]. Se ha propuesto que la yuxtaposicion de los dominios
adaxiales y abaxiales pueden dirigir la especificacion de este meristemo marginal
[Waites, 1995 #553]. Posteriormente, el crecimiento de la hoja depende de una
proliferacion celular difusa, y la forma final se adquiere por la coordinacion de la
division celular y la orientacion de la elongacion de las células. En contraste con la
comprension cada vez mayor, de los mecanismos que especifican los dominios
adaxial/abaxial, la red genética implicada en el control del desarrollo proximodistal
todavia debe de emerger. Se han obtenido algunos avances al describir mutaciones que
afectan especificamente a los dominios del peciolo o de la estructura plana de la hoja.
El gen JAGGED (JAG) codifica un factor de transcripcion C,H, zing-finger
involucrado en el mantenimiento de la division celular en la hoja en crecimiento
[Dinneny, 2004 #1767][Ohno, 2004 #1911]. En los mutantes de pérdida de funcion
jag, el crecimiento distal de todos los organos laterales esta suprimido, produciendo
organos cortos y aserrados. La expresion constitutiva de JAG produce la formacion de
una estructura plana ectopica en el extremo proximal de la hoja, un fenotipo parecido
es causado por la pérdida de funcion de los genes BLADE PETIOLE (BOPI y BOP2)
[Norberg, 2005 #1908] .

Fig. I-9: (A) Esquema de las interacciones entre los factores de transcripcion y las hormonas que
median el mantenimiento del SAM, la especificacion de los organos laterales y la ppolaridad
abaxial-adaxial en la hoja de Arabidopsis. (B) Dibujo de una hoja de Arabidopis indicando los
térmonos utilizados para la descripcion de la polaridad. Modificado a partir de Balanza et al (06)
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En resumen, las dicotomias adaxial-abaxial y proximodistal diferenciadas a
partir del meristemo, estdn aseguradas por una red genética robusta y compleja. Los
reguladores comunes y la interaccion entre ellos en estas rutas son multiples al igual
que la coordinacion general provista por el balance hormonal, con las auxinas como

principal morfogeno.

7-2. Genes que intervienen en el desarrollo del gineceo.

Durante los tltimos afios se han identificado varias mutaciones que afectan al
desarrollo del gineceo. Algunas de ellas producen una pérdida de la identidad del
carpelo mientras que otras afectan a la diferenciaciéon de tejidos especificos del
gineceo. La clonacion de los genes correspondientes y la determinaciéon de sus
patrones de expresion mostr6 que en general, la pérdida de funcion afectaba
principalmente a aquellos dominios en los que el gen se expresaba. A pesar de que en
un principio diversos estudios sugerian que la mayoria de los tejidos se desarrollan de
forma bastante independiente [Bowman, 1999 #1232], cada vez estd mas claro que las
conexiones funcionales entre ellos son mas fuertes de lo que se anticipaba y que el
desarrollo de los diferentes compartimentos a lo largo de los ejes de desarrollo
implican a muchos reguladores comunes que estan altamente coordinados.

Muchos de los genes que afectan al desarrollo del gineceo también tienen un
papel en el desarrollo del patrén de las hojas. Por lo tanto, las redes genéticas que se
han resumido anteriormente para el desarrollo de los o6rganos laterales estarian en
esencia trabajando en la misma direccioén en los dos carpelos que forman el gineceo.
Curiosamente, la mayoria de los genes que tienen funcion tanto en el desarrollo del
patron de la hoja como del gineceo se identificaron en un principio por sus fenotipos
en este ultimo, sugiriendo que la redundancia debe ser mas robusta en las hojas y
reflejando probablemente una trayectoria evolutiva més corta de los papeles

adquiridos por esos genes en el desarrollo del carpelo.

7-2-1. De la hoja al carpelo : genes de identidad.

Una hoja puede ser transformada en un carpelo expresando los
correspondientes genes de identidad de organos florales, especificamente A GAMOUS
(AG) y uno o mas de los genes SEPALLATA (SEP) [Honma, 2001 #1803]. Al

contrario, la pérdida de funcion simultdnea de los genes redundantes SEP produce una
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completa ausencia de desarrollo del carpelo que en su lugar, se desarrolla como un
organo parecido a una hoja [Ditta, 2004 #1916] [Pelaz, 2000 #1248].

A pesar del papel principal de AG en la especificacion de la identidad del
carpelo, muchos de los tejidos tipicamente carpelares, a excepcion de los que se
encuentran en la valva, se siguen desarrollando en ausencia de AG, como por ejemplo
ocurre en el primer verticilo ectopico del doble mutante apetala? (ap2) ag [Bowman,
1991 #443]. Esta observacion llevd a proponer que factores adicionales pueden
especificar, al menos parcialmente, la identidad del carpelo en una ruta independiente
de AG. Estos factores han sido identificados como SHATTERPROOF 1y 2 (SHP), un
par de genes de la familia MADS, completamente redundantes y muy parecidos.
Ambos estan relacionados estrechamente con 4G e involucrados principalmente en la
especificacion del margen de valva (ver a continuacion) [Liljegren, 2000 #1229]. En el
cuadruple mutante ap2 ag shpl shp2 todas las estructuras carpeloides desaparecen.
Otros estudios complementarios han demostrado que las proteinas SHP y AG son
altamente equivalentes a nivel funcional y que sus funciones diferentes durante el
desarrollo derivan principalmente de sus distintos patrones de expresion [Pinyopich,
2003 #1981].

Otros dos factores adicionales involucrados en la via independiente de AG de
especificacion del carpelo son SPATULA (SPT) y CRABS CLAW (CRC). SPT codifica
un factor de transcripcion tipo bHLH y se expresa en diferentes tejidos durante el
desarrollo vegetativo y reproductivo [Heisler, 2001 #1281]. CRC pertenece a la
familia YABBY vy so6lo se expresa en los nectarios y en los carpelos [Bowman, 1999
#1270]. Los mutantes spt tienen defectos en el desarrollo de la mayoria de tejidos
marginales de gineceo, mientras que el gineceo crc es mas corto y ancho que el
silvestre y se encuentra parcialmente sin fusionar en el apice. El gineceo del doble
mutante crc spt se desarrolla como dos érganos no fusionados con una cantidad muy
reducida de ovulos y de tejido estilar y estigmatico. Ademas, la pérdida de funcion de
SPT y CRC en el doble mutante ap2 ag mimetiza el fenotipo mutante ap2 ag shpl
shp2 [Alvarez, 1999 #1269].

Recientemente se ha demostrado que FIL, YAB3 y JAG, presentes todos en
hojas y carpelos, activan conjuntamente a los genes SHP [Dinneny, 2005 #1848]. Por
lo tanto, los genes SHP deberian colocarse en la cima de la ruta de especificacion de
identidad del carpelo en paralelo con AG, y tanto AG como los SHP podrian activar

directa o indirectamente a SPT'y CRC de manera independientemente.
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7-2-2. Division de territorios.

Una vez se ha especificado la identidad del 6rgano, el primordio del gineceo se
divide en diferentes dominios. El patrén adaxial/abaxial se establece en los primeros
estadios de desarrollo. Al igual que en las hojas, los genes KAN se expresan
inicialmente en los dominios abaxiales junto a los factores de respuesta a auxinas E7T
y ARF4 [Sessions, 1997 #1102] [Kerstetter, 2001 #1525] [Pekker, 2005 #1858]. Asi
mismo, los genes abaxiales YABBY como FIL o YAB3, también se restringen a los
dominios abaxiales en el primordio del carpelo junto a CRC, otro miembro de la
familia que, en cambio, no se expresa en las hojas [Bowman, 1999 #1270] [Siegfried,
1999 #1898]. Los mutantes simples en cualquiera de estos loci tienen fenotipos débiles
de adaxializacion, pero la combinacién de mutaciones provoca defectos severos en la
polaridad, indicando que todas estas funciones actian juntas para especificar el destino
abaxial. De manera contraria, los genes HD-ZIP se expresan en posiciones adaxiales.
Aunque el efecto tanto de la pérdida como de la ganancia de funcion de estos genes
para el desarrollo del gineceo no se ha descrito en detalle, parece que es menos fuerte
que en las hojas, quizé indicando que otros factores adicionales pueden tener papeles
predominantes en la determinaciéon del destino adaxial [McConnell, 1998 #1917]
[Alvarez, 2006 #1982]. Un fuerte candidato para esta actividad es NUBBIN (NUB), un
factor de transcripcion C,H, zing finger, que ha sido descrito recientemente y que se
ha relacionado con JAG [Dinneny, 2006 #1846]. Los mutantes simples nub no tienen
fenotipo obvio, pero el doble mutante jag nub tiene alteraciones severas en el
crecimiento de los Organos y abaxializacion de los estambres y carpelos [Dinneny,
2006 #1846].

Una particularidad significativa en la morfogénesis del carpelo es la temprana
disposicion de los mecanismos que dirigen la polaridad en el eje medio-lateral y la
subsiguiente particion del primordio del gineceo en regiones laterales y mediales. Los
dominios laterales daran lugar a las valvas mientras que los dominios mediales daran
lugar a los tejidos marginales. La especificacion del eje medio-lateral se refleja
claramente en la expresion temprana y especifica de diferentes genes en estos dos
compartimentos. El dominio medial retiene cierta identidad meristematica, que se
refleja en su capacidad de generar otros tejidos posteriormente. Asi, varios de los
genes KNOX involucrados en el mantenimiento del SAM se expresan en estos
dominios, al igual que los genes “de frontera” CUCI y CUC2 [Long, 1996 #627]
[Aida, 1997 #1094] [Ori, 2000 #1897] [Pautot, 2001 #1361]. El papel de estos genes
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en el desarrollo del gineceo todavia no est4 claro. Los mutantes de genes involucrados
en el mantenimiento del meristemo tienen defectos muy severos en el desarrollo y
normalmente no producen flores. Sin embargo, mediante regeneracion de callo se han
conseguido flores de los mutantes cucl y cuc2, en los que el tejido marginal no se
desarrolla completamente, lo que sugiere la importancia de la actividad meristematica
en las regiones mediales [Ishida, 2000 #1918].

Cabe destacar que muchos de los genes que dirigen la polaridad adaxial/abaxial
también parece que actian en el establecimiento de los dominios medio-laterales. FIL,
YAB3 y CRC, los genes YABBY abaxiales, estdn excluidos de los dominios mediales
desde estadios tempranos del desarrollo del gineceo, aunque CRC se expresa
posteriormente en las regiones mediales abaxiales [Bowman, 1999 #1270] [Siegfried,
1999 #1898]. En los dominios laterales se ha observado también la expresion
especifica de JAG y NUB [Dinneny, 2004 #1767] [Dinneny, 2006 #1846]. Las
actividades CRC, JAG y NUB son importantes en los dominios laterales para
mantener el crecimiento en dichas regiones que luego daran lugar a la valvas.

El patron de expresion de KANI se inicia también en el lado abaxial del
primordio del gineceo. Sin embargo, cambia a las zonas mediales en estadios
posteriores de desarrollo al contrario que en el caso de los genes YAB [Kerstetter, 2001
#1525]. Los mutantes kanl kan2 tienen un fenotipo extremo, con tejidos marginales
adaxiales como los 6vulos y el tracto de transmision, a lo largo de toda la superficie
abaxial del gineceo, indicando que, ademas del fenotipo adaxializado, las fronteras
mediales-laterales se han perdido, lo que sugiere que la actividad KAN también puede
ser necesaria en el mantenimiento de la especificacion de los dominios laterales
[Eshed, 2001 #1896]. Sin embargo, a pesar de estos datos, todavia se estd lejos de
conocer como se especifican los dominios laterales. Una hipotesis emergente es que
las redes genéticas que mantienen las fronteras del SAM y de los primordios laterales
se pueden trasladar al contexto del gineceo, y ambas actividades antagonistas y
cooperativas fijaran la posicion de los territorios mediales y laterales. Varios trabajos
recientes sostienen esta hipotesis [Alonso-Cantabrana, 2007 #1983] [Dinneny, 2005
#1848]. El gen homeobox  REPLUMLESS (RPL, también conocido como
BELLRINGER, PENNYWISE y VAAMANA) pertenece a la familia BELL de factores
de transcripcion [Roeder, 2003 #1776]. RPL interacciona con los factores KNOX de la
clase I en el mantenimiento del estado meristematico indiferenciado del SAM [Byrne,

2003 #1733] [Smith, 2003 #1770] [Bhatt, 2004 #1769] . RPL también se expresa en
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los dominios mediales del gineceo desde estadios tempranos de desarrollo, donde se
ha visto que reprime las actividades FIL, YAB3 y JAG [Roeder, 2003 #1776]
[Dinneny, 2005 #1848]. Por otra parte, A4S/ se expresa en los dominios laterales del
gineceo, mientras que algunos genes KNOJX de la clase I se expresan en los dominios
mediales [Byrne, 2000 #1402]. Publicaciones recientes proponen que la actividad de
AS1 tiene un papel en la restriccion de la expresion de los genes de KNOX de clase 1
en los dominios laterales del gineceo, manteniendo la relacién antagonista observada

en el primordio lateral del SAM [ Alonso-Cantabrana, 2007 #1983].

7-2-3. Desarrollo de los dominios laterales o patron medio-lateral.

Los dominios laterales dardn lugar a las valvas, incluyendo los margenes de las
valvas donde aparecera eventualmente las zonas de dehiscencia. En los ultimos afios
se han estudiado los principales factores que dirigen la formaciéon del margen de valva
(revisado en [Dinneny, 2005 #1834] [Ferrandiz, 2002 #1394]). En los mutantes
shplshp2 no se diferencian las zonas de dehiscencia, por lo que los frutos mutantes no
se abren al madurar [Liljegren, 2000 #1229]. Fenotipos similares de indehiscencia se
encuentran en los mutantes de INDEHISCENT (IND) o ALCATRAZ (ALC), dos
factores de transcripcion de la familia bHLH [Rajani, 2001 #1312] [Liljegren, 2004
#1843]. En el mutante fruitfull (ful) se observan fenotipos de alguna forma opuestos,
en los que las células pequenas y lignificadas tipicas de la zona de dehiscencia se
encuentran ectopicamente en lugar de las células de la valva. Como consecuencia, los
frutos no elongan correctamente y se abren prematuramente por la presion interna de
las semillas en crecimiento [Gu, 1998 #1784]. SHP, IND y ALC, que en frutos
silvestre se expresan en el margen de la valva, se expanden ectopicamente en las
valvas de los mutantes ful [Ferrandiz, 2000 #1242] [Liljegren, 2004 #1843]. De forma
similar, en los mutantes 7p/ el replum (la region medial abaxial del ovario) desaparece,
adoptando identidad de margen de valva y expresando los correspondientes genes de
margen de valva [Roeder, 2003 #1776].

Recientemente [Dinneny, 2005 #1848] ha propuesto un modelo en el que se
explica el desarrollo inicial de las valvas y del margen de valva en el ovario a través de
las actividades de los genes que controlan la formacion ambos. En el modelo se propone
que las actividades de FIL, YAB3 y JAG cooperarian para regular positivamente a FUL
en la valva y a SHP en el margen de la valva. Cuantitativamente niveles altos de

FIL/JAG en las valvas activarian la expresion de FUL, mientras que bajos niveles
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activarian la transcripcion de los SHP que se encuentra en el margen de valva. FUL, por
su parte, reprime la expresion de los genes SHP, alli donde se expresa reforzando la
separacion de la valva y los margenes de la valva [Ferrandiz, 2000 #1242]. En el
replum, RPL bloquea la actividad de FIL/JAG, impidiendo la activacion de los SHP
[Roeder, 2003 #1776] [Dinneny, 2005 #1848]. Por lo tanto, mediante la accion de FUL
y RPL, la actividad SHP se restringe al margen de valva, en la que promueve la
expresion de IND y ALC. Estos ultimos son los factores principales responsables de la
correcta diferenciacion de los tejidos en la zona de dehiscencia [Rajani, 2001
#1312][Liljegren, 2000 #1229][Liljegren, 2004 #1843].

Este modelo se puede completar con el trabajo antes mencionado [Alonso-
Cantabrana, 2007 #1983] que implica a AS/ presumiblemente en colaboracion con 4S2,
en el desarrollo del patron medio-lateral del fruto de Arabidopsis reprimiendo a los
genes KNOX. ASI reprime al gen BREVIPEDICELLUS (BP) (también denominado
KNATTI) que se expresa en el replum y en el margen de valva. BP interacciona con RPL
en el replum y regula positivamente la expresion de éste. La sobreexpresion de BP en el
gineceo provoca un aumento del tamafio del replum mientras que se reduce el tamafo
de la valva, y ademéas aumenta los defectos de los mutantes ful. Todos estos datos

sugieren que BP juega un papel importante en el desarrollo del replum.

Fig. I-10: (A) Modelo de las interacciones genéticas que dirigen la especificacion de las valvas (verde),
el margen de valva (azal) y el replum (naranja) segun Dinneny et al (05). (B) Modelo de la
interacciones genéticas que dirigen la formacion del eje medio-lateral del ovario de Arabidopsis,
incluyendo a los genes KNOX'y a AS1 y AS2 segiin Alonso-Cantabrana et al (07). Los tres dominios se
especifican por gradientes opuestos de factores antagonistas; los factores de la valva (FIL/JAG, azal) y
los factores del replum (genes KNOX, amarillo). EI margen de valva se forma en la regiéon donde se
expresan tanto los factores del replum como de la valva. La funcién de AS (rojo) es reprimir a los genes
KNOX impidiendo que se expresen en las valvas y manteniendo su expresion bajo ciertos niveles en el
replum y en el margen de valva.
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7-2-4. Desarrollo del tejido marginal.

Los tejidos marginales, como el replum, el septum, el tracto de transmision, la
placenta, el estilo y el estigma, derivan de las regiones mediales del primordio del
gineceo. Varios genes estan involucrados en la especificacion de dichos tejidos, como
se deduce de los fenotipos asociados a las mutaciones en esos genes. Como se ha
mencionado anteriormente, los genes asociados al meristemo como los genes CUC se
expresan en esas regiones y parecen tener alguna funcion en el desarrollo del tejido
marginal ya que en los dobles mutantes cucl cuc2 el septum no se fusiona
correctamente [Ishida, 2000 #1918].

Sin embargo, todavia no se ha identificado todavia ninguna mutacion que
impida completamente la formacion de tejido marginal. Una de las disrupciones mas
severas corresponde a las mutaciones en el correpresor transcripcional LEUNIG
(LUG). En los mutantes /ug el gineceo estd parcialmente sin fusionar en las regiones
apicales, formando unos apéndices filamentosos en los extremos de las valvas. Los
mutantes /ug también tienen defectos en la fusion del septum y en el desarrollo de los
ovulos. Las mutaciones que afectan a AINTEGUMENTA (ANT) un gen que codifica un
factor de transcripcion de la familia AP2/ERF causan fenotipos similares aunque mas
débiles en el desarrollo del gineceo [Krizek, 2000 #1923]. De nuevo, el papel de LUG
y ANT no se restringe al desarrollo del carpelo, sino que también participan en la
expansion de la lamina de la hoja y en la regulacion negativa de AG en el primer y
segundo verticilo de las flores [Liu, 1995 #463] [Conner, 2000 #1418] [Cnops, 2004
#1920] [Krizek, 2000 #1923]. El desarrollo del tejido marginal es dependiente
totalmente de las actividades cooperativas de ANT y LUG, ya que en el doble mutante
ant lug no existe replum, estilo, septum ni tejidos placentarios [Liu, 2000 #1547]. Un
tercer factor que parece contribuir en esta via es SEUSS (SEU), que al igual que LUG
codifica un correpresor transcripcional. Los mutantes seu tienen fenotipos en el
gineceo parecidos aunque mas débiles que los mutantes /ug. Las proteinas LUG y
SEU son capaces de interaccionar fisicamente y se ha propuesto que actian
cooperativamente en la regulacion de sus dianas en el desarrollo de las plantas
[Franks, 2002 #1267] [Sridhar, 2004 #1927]. De hecho, el doble mutante presenta
fenotipos en el desarrollo mas severos, como una reduccion importante en el tamarfio
de las flores y en la altura de las plantas, una disminucién significativa en el nimero
de organos florales, y transformaciones homeoticas. Generalmente, el cuarto verticilo

de la flor no se desarrolla mientras que los Organos del primer verticilo son

29



INTRODUCCION

carpeloides, aunque aberrantes, desarrollando 6rganos filamentosos sin trazo de tejidos
marginales. Ademéas de ANT/LUG/SEU, otros trabajos apuntan a que los genes YABBY
también participan en esta via. Primero, los carpelos del doble mutante fi/ ant se
parecen tanto a los de ant lug como a los de /ug seu [Nole-Wilson, 2006 #1901].
Segundo, parece que FIL es un regulador negativo de AG en los verticilos externos de
la flor [Chen, 1999 #1930]. Tercero, el ortdlogo de LUG en Antirrhinum, STYLOSA,
interacciona fisicamente con las proteinas YABBY [Navarro, 2004 #1931]. Por altimo
ANT, LUG y SEU parecen estar involucrados en el mantenimiento de la polaridad
adaxial-abaxial regulando positivamente la expresion y/o actividad de FIL [Franks,
2006 #1925][Nole-Wilson, 2006 #1901]. Sin embargo, queda por explicar si los
fenotipos mencionados anteriormente reflejan un papel para ANT/LUG/SEU/YAB en
la especificacion de la identidad de los tejidos marginales o alternativamente pueden
ser la consecuencia de una disminucion en la capacidad de proliferacion de la region
medial, incapaz entonces de crecer y diferenciarse.

Posibles efectores aguas abajo de la via de ANT/LUG/SEU/YAB son los
miembros de la familia de genes STY/SHI, que codifican factores de transcripcion tipo
zinc-finger y que exhiben un nivel inusual de redundancia. STYLISH I (STY1) es el
unico miembro de la familia que tiene fenotipo observable como mutante simple. Estas
alteraciones afectan al desarrollo del estilo. Las mutaciones en los otros ocho miembros
de la familia SHI no tienen defectos fenotipicos pero aumentan el fenotipo de sty/ de
forma gradual [Kuusk, 2006 #1933]. Los mutantes multiples en st/ y otros genes
relacionados de la familia SHI tienen muy reducidos los tejidos del estilo y estigma, el
gineceo sin fusionar en el extremo apical y los septa incompletos, recordando a los
mutantes /ug y muy parecidos a lo que ocurre en los maultiples mutantes
ANT/LUG/SEU/YAB [Fridborg, 1999 #1937] [Kuusk, 2002 #1935] [Kuusk, 2006
#1933]. Ademas de estos defectos en el desarrollo del gineceo, los mutantes sty/shi
también presentan alteraciones en el desarrollo de las hojas, que tienen los margenes
aserrados y una pérdida parcial de la polaridad adaxial-abaxial. Las mutaciones /ug son
epistaticas sobre los fenotipos sty y ademds la sobreexpresion de STY! es capaz de
rescatar los fenotipos /ug, colocando los genes STY/SHI genéticamente aguas abajo de
LUG. Ademas, se ha propuesto que las proteinas STY/SHI median la sefalizacion por
auxinas (ver mas adelante), lo que proporcionaria un nexo funcional adicional entre STY
y el complejo ANT/LUG/SEU/YAB ya que LUG y SEU también han sido relacionados
con las respuestas de auxinas [Navarro, 2004 #1931] [Pfluger, 2004 #1859]. La
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sobreexpresion de STY/1 provoca ademas el desarrollo ectopico de células epidérmicas
del estilo y la proliferacion de los haces vasculares del mismo a lo largo de las valvas,
apoyando la idea de que los genes STY/SHI estan involucrados en la especificacion de la
identidad del estilo en vez de controlar simplemente la proliferacion celular. Sin
embargo, éstas posibilidades no son mutuamente excluyentes, ya que las plantas
358:STY1 tienen un fenotipo adicional en la hoja que desarrollan laminas adicionales en
los peciolos.

SPT, como ya se ha mencionado, es otro gen involucrado en el desarrollo del
carpelo. SPT se expresa en los dominios laterales durante el desarrollo del gineceo y es
otro factor principal involucrado en la diferenciacion de los tejidos marginales. En los
mutantes spt, el tracto de transmision no se forma y otros tejidos marginales como el
estilo, estigma y replum se encuentran reducidos [Alvarez, 1999 #1269]. SPT también
ha sido propuesto como mediador de la sefalizacion por auxinas ya que la inhibicion
quimica del transporte polar de auxinas restaura el desarrollo normal del gineceo en los
mutantes spt [Heisler, 2001 #1281]. Por otra parte, se ha observado una fuerte
interaccion sinérgica de las mutaciones spt y sty/shi [Kuusk, 2002 #1935][Kuusk, 2006
#1933]. Recientemente se han descrito tres nuevos factores de transcripcion tipo bHLH,
relacionados filogenéticamente con IND, y también involucrados en el desarrollo de los
tejidos marginales del gineceo de Arabidopsis, los genes HECATE (HEC) [Gremski,
2007 #1985]. HECI, HEC2 y HEC3 tienen funciones que solapan parcialmente.
Dependiendo de la cantidad de pérdida de funcidn de los genes HEC las plantas exhiben
un grado variable de infertilidad, defectos en el septum, en el tracto de transmision y en
el desarrollo del estigma y de los estambres. Se ha demostrado que las proteinas HEC
interaccionan fisicamente con SPT, indicando que los genes HEC en coordinacion con
SPT podrian regular el desarrollo de los tejidos marginales. Por otra parte, la expresion
ectopica de los genes HEC provoca el desarrollo de inflorescencias parecidas a las de
mutantes pinformed, sugiriendo un papel de los genes HEC en el control de patron del
gineceo mediado por auxinas.

En un estudio reciente se ha descrito el primer gen especificamente necesario
para el desarrollo del tracto de transmision en Arabidopsis, NTT (NO TRANSMITTING
TRACT) [Crawford, 2007 #2073], que codifica un factor de transcripcion zinc finger
tipo C2H2/C2HC. En los mutantes ntf los tubos polinicos crecen mas despacio que en el
silvestre y/o terminan de forma prematura provocando una reduccion de la fertilidad en

dichos mutantes. Este hecho parece ser debido a que en los mutantes n#f no se desarrolla
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correctamente la matriz extracelular, formada principalmente por polisacaridos, que
facilitan el movimiento de los tubos polinicos. Estos datos apoyan la hipdtesis de que el
tracto de transmision aumenta la eficiencia de la fertilizacion facilitando el crecimiento

de los tubos polinicos.

7-2-5. Patron apical-basal.

Muchos de los genes implicados en el desarrollo de los tejidos marginales,
descritos en el apartado anterior, también tienen un papel en la determinacion de las
regiones apicales del gineceo. Asi, SPT y STY/SHI se han considerado como los
principales factores implicados en dirigir el desarrollo de dichas regiones, quiza junto
a los HEC. Ademés de los mutantes spt o sty/shi, otros mutantes presentan una
distribucién alterada de los tejidos a los largo del eje apical-basal. Las mutaciones en
ETT, que codifica un factor de respuesta a auxinas (ARF), provocan defectos severos
en el patron del eje apical-basal del gineceo, con un aumento de las regiones apicales
(estilo/estigma) y basales (ginoforo) y un ovario muy reducido [Sessions, 1997
#1102][Sessions, 1995 #857]. El papel de ETT en la formacion del ovario estd en gran
medida mediado por la represion de la expresion de SPT en este dominio. Las
mutaciones spt son epistaticas a las de ett, suprimiendo el desarrollo ectdpico de los
tejidos apicales y adaxiales observado en los mutantes eff [Heisler, 2001 #1281].
Ademas, se ha demostrado que ETT regula negativamente la expresion de los genes
HEC en la zona abaxial del gineceo de forma parecida a lo que hace con SPT
[Gremski, 2007 #1985]. Otros mutantes afectados en el transporte o en la sefalizacion
de auxinas como pinoid o pinformed, también presentan regiones apicales y basales
alargadas y ovarios reducidos [Okada, 1991 #77][Bennett, 1995 #1211]. Ademas la
inhibicidén quimica del transporte polar de auxinas provoca defectos muy similares y
modifica, de forma diferente, los fenotipos de los mutantes afectados en el eje apical-
basal, por ejemplo aumenta las mutaciones ett débiles y suprime los fenotipos de spt
[Nemhauser, 2000 #1289]. Gracias a estas evidencias se ha propuesto que el patron
apical-basal del gineceo es dependiente de un gradiente de auxinas, a lo largo del
primordio del gineceo [Nemhauser, 2000 #1289]. Las auxinas se sintetizarian en el
extremo apical del gineceo y se transportarian basipétalamente formando un gradiente
decreciente. De acuerdo con esta hipotesis, niveles elevados de auxinas inducirian la
diferenciacion del estilo y estigma, niveles intermedios formarian el ovario y niveles

bajos el gindforo basal. La inhibicion del transporte en el gineceo provocaria la
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acumulacion de auxinas en las zonas de sintesis, hipotéticamente las zonas apicales, y
la disminucién de las mismas en las regiones basales [Nemhauser, 2000 #1289].

El modelo del gradiente de auxinas explicaria el patroén apical-basal del gineceo
pero todavia no estan claros ni los mecanismos de accion de los genes involucrados ni si
el gradiente existe realmente. Una aportacion importante a este modelo seria el reciente
descubrimiento de [Sohlberg, 2006 #1934] en el que se involucra a los genes STY1/SHI
en la regulacion de la sintesis de auxinas. En este trabajo se ha identificado a YUCCA4,
un gen que codifica un enzima clave en la ruta biosintética de las auxinas, como diana
primaria de la activacion de STY!. Los genes STY1 y STY2 se expresan en las regiones
apicales del gineceo en desarrollo, fuentes de auxinas segin el modelo propuesto por
[Nemhauser, 2000 #1289]. Ademas tanto los niveles de auxinas activas como los
metabolitos de las mismas se encuentran reducidos en las distintas combinaciones de
mutantes sty/shi. Un dato mas que apoya este modelo es que varios genes YUCCA se
expresan también en las regiones apicales del gineceo en desarrollo, y cuando se mutan
estos genes aparecen fenotipos severos en la morfogénesis del carpelo [Cheng, 2006
#1962].

Con todos estos datos en [Balanza, 2006 #1954] se ha especulado sobre un
modelo que colocaria la sintesis de auxinas dependiente de YUCCA directamente bajo el
control de los genes STY/SHI en el extremo apical del gineceo en desarrollo. SPT
mediaria las respuestas a elevados niveles de auxinas para dirigir la diferenciacion del
estilo, estigma y tracto de transmision y/o participar en la formacion de un gradiente de
auxinas regulando su transporte polar. Ambas hipdtesis derivan de la observacion de
que los fenotipos spt se suprimen mediante la inhibicién quimica del transporte polar de
auxinas, que aumenta su concentraciéon en las regiones apicales. ET7T, ademas de la
regulacion espacial de la expresion de SPT, responderia a niveles intermedios de
auxinas para establecer el tamafo de la region central en el gineceo, donde se
desarrollaria el ovario. ETT, miembro de la familia de ARFs, podria ser el factor que
interpretara los gradientes de auxinas durante el desarrollo del gineceo y la traduccion
de ellos en la activacidon/represion de los genes diana. La regulacion estrecha que se ha
encontrado a través del desarrollo floral tanto del mRNA de ETT como a nivel de
proteina sugiere la importancia de E77 como posible sensor fino de las instrucciones
morfogenéticas de las auxinas. ETT es diana de la degradacion directa por ta-siRNA
[Hunter, 2006 #2046] y ademads, aguas arriba de las secuencias lider del transcrito 5'de

ETT se han encontrado pequefias ORF (Open Reading Frame, pautas abiertas de
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lectura) que se ha demostrado que reducen tanto la estabilidad del mRNA como la tasa
de traduccion de la ORF principal de ETT que se encuentra aguas abajo [Nishimura,
2005 #1857]. Sin embargo, todavia se sabe poco sobre la naturaleza de las dianas de

ETT.

Fig. I-11: Modelo del desarrollo del eje apical-basal del
gineceo de Arabidopsis basado en la hipdtesis del gradiente
de auxinas de Nemhauser et a/ (02). Los niveles de auxinas
(representadas en rojo) serian mayores en las regiones
apicales, dirigiendo la formacion del estilo y del estigma; los
niveles intermedios promoverian el desarrollo del ovario; y
los niveles bajos dirigirian la formacion del ginéforo. La
sintesis de auxinas en las posiciones “fuente” se encontraria
bajo en control de los genes STY/SHI, mientras que la
traduccion de las instrucciones de las auxinas a
diferenciacion de tejidos podria estar mediada por la accidén
de SPT y ETT en sus respectivos dominios. Modificado a
partir de Balanza et al (06).

A partir de lo que se conoce hasta el momento acerca del desarrollo del patron
de gineceo se puede sacar una conclusion clara: las auxinas estan relacionadas con las
principales vias que dirigen la polaridad en el gineceo. Sin embargo todavia no se sabe
ni como se traduce la senal de las auxinas en la regulacion de los genes ni la naturaleza
especifica de sus dianas, que en ultimo caso dirigiran la diferenciacion especifica de
los tejidos. Incluso no esta resuelto del todo el patron preciso de la acumulacion de las
auxinas, aunque en los ultimos afios se han realizado diversos intentos para visualizar
la localizacion y concentracion de las auxinas durante el desarrollo del gineceo
[Avsian-Kretchmer, 2002 #1884][Aloni, 2003 #1883][Aloni, 2006 #1882][Benkova,
2003 #1943][Heisler, 2005 #1875].

En la figura I-12 se muestra los fenotipos de los mutantes de los principales genes
implicados en el desarrollo del gineceo de Arabidopsis.

En la tabla I-2 se detalla una lista de los principales genes que participan en el
desarrollo del gineceo, indicando la familia a la que pertenecen y las principales

funciones que realizan en el gineceo.
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Fig. I-12: Fenotipos de varios mutantes afectados en el desarrollo del gineceo.

(1) Silvestre (Wt), (2) crabs claw (crc), (8) tousled (tsl) y (10) ettin (ett) en estadiol 5. (7) spatula (spy),
(12) pinoid (pid) e n estadio 16. (9) leunig (lug) y (19) fruitfull (ful) en estadio 17B. agamous (ag) en
estadio 13 muestra el patron (sépalo, pétalo, pétalo)n sin estructuras carpeloides. Escala 0,5 mm. A partir
de Ferrandiz et al (99). La expresion constitutiva de FUL (35S::FUL) convierte las células del margen de
valva y las del replum en células de valva por lo que los frutos 35S::FUL aparentan radialmente uniformes
(20). Tomado de Ferrandiz et al (00).Escala 100 um.

Fenotipo de pérdida de funcion KANADI tomado de Eshed et al (01). kanl kan2 (3) desarrollan septum
externo y 6vulos alrededor de la circunferencia abaxial del ovario y en su extremo apical. ov: 6vulos, sm:
septum. Escala 0,5 mm.

Fenotipo de la flor fil-5 yab3-1 mutante (4). Se muestra la zona apical de los sépalos filamentosos (se,
izquierda) y de los estambres (st, derecha). Escala 200 mm. Tomado de Slegfried et al (99).

Gineceo de mutante ant-9 (5) en estadio 12 tomado de Liu et a/ (00). El mutante muestra papilas
estigmaticas en menor cantidad y mas cortas que el silvestre (flecha).

Morfologia tipica del gineceo del doble mutante eft-1 arf4-1 (11) tomado de Pekker et al (05).

Comparacion del margen de valva tomado de la tesis de A. Roeder (05). (13) Silvestre (wild type, Ler,
estadio 17), la punta de flecha indica el distinguible margen de valva. (B) Seccion transversal de un fruto
silvestre (estadio 17) teflido con azul de toluidina mostrando claras constricciones en los margenes, se
distinguen la células pequefias de la zona de separacion y la lignificacion de la zona lignificada del
margen de valva. (14) zona apical del fruto mutante ale-2 ,muestra un margen de valva distinguible a
pesar del fallo en la diferenciacion de la zona de separacion. (D)Seccion transversal del fruto ale-2. (15)
zona apical del fruto mutante shpl shp2, muestra definido el margen de valva aunque existe menor
diferenciacion en la zona basal del fruto. (F) seccion transversal del fruto shpl shp2 en la zona basal,
muestra especificacion reducida del margen de valva.(16) zona apical del fruto indI-2, muestra reduccion
moderada den la definicion del margen de valva. (H) seccion transversal del fruto indi-2.

Fruto rpl-1 (18) tomado de Roeder et al (03). La region del replum (flecha en 17 y delimitada en
micrografia) contiene células estrechas similares a las del margen de valva. Sélo estan afectadas las
células externas, los vasos internos esta presentes (vb en F).

Flor tipica yucl yuc4 (21). Tomado de Cheng et al (06).

Cuadruple mutante sty/shi (22). Tomado de Kuusk et al (06). La flecha indica el gin6foro que es mas
alargado que el silvestre. Escala 100 mm.

Gineceo del mutante HEC2-RNAi hecl hec3 en estadio 14 (23). Se observa la ausencia de desarrollo
estigmatico y estilo mas alargado que el silvestre. La flecha indica defectos en la fusion apical. Escala 100
mm. Tomado de Gremski et al (07)

Flor mutante seu-2 (24). La punta de flecha indica el primer verticilo en mosaico estambre/ carpelo y la
flecha el pétalo del segundo verticilo que es estaminoide y mas pequefio que el silvestre. La punta del
gineceo se encuentra sin fusionar exponiendo los 6vulos (0). Tomado de Franks et al (02)

Gineceo del doble mutante cucl cuc2 tomado de Ishida et al (00).(25) se observa la ausencia de replum
en la mitad apical del gineceo. (26) seccion transversal del gineceo cucl cuc2. sg: estigma, sty: estilo,
ov:ovario, v: valva, sp: septum, o : évulo.

Secciones transversales de distintos estadios de desarrollo del tracto de transmision tefiidas con alcian blue
y neutral red. Silvestre (27 y 29) y mutante n#f (28 y 30). Estadio 14 (27 y 28), estadio 17 (29 y 30). La
flecha en 28 indica la aparicion de espacios intercelulares entre el replum y el tracto de transmision.
Escala 50 mm. Tomado de Crawford et al (07).

Micrografia electronica de barrido del gineceo en estadio 12 del doble mutante jag nub (31). Se observan
defectos en el crecimiento de las valvas y 6vulos expuestos apicalmente. Tomado de Dinneny et al (06)
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Gen Locus ID Familia Funcion en el desarrollo del gineceo o el fruto
AGAMOUS (AG) At4g18960 MADS-box Especifica la identidad del carpelo
AINTEGUMENTA | At4g37750 Tipo AP2 Promueve el crecimiento de los tejidos mediales junto
(ANT) con LUG
ALCATRAZ (ALC) | At5g67110 hélice-giro-hélice basica Controla el desarrollo de la capa de separacion del
(bHLH) margen de valva. Promueve la lignificacion de la capa
enb
AUXIN RESPONSE | At5g60450 Factor de respuesta a Especifica identidad abaxial junto a ETT.
FACTOR 4 (ARF4) auxinas (ARF)
CRABSCLAW Atlg69180 Dedos de zinc tipo Trabaja junto con los genes KAN en la represion de la
(CRC) YABBY con motivo HMG | expansion del desarrollo del tejido interno-medial a las
regiones laterales del gineceo
CUP-SHAPED At3g15170 Factor de transcripcion de | Involucrado en separacion de 6rganos en tallo y
COTYLEDONSI la familia NAC meristemos florales. Junto a CUC2 involucrado en el
(CUC1) desarrollo de 6vulos, del septum y del replum.
CUP-SHAPED At5g53950 Factor de transcripcion de | Involucrado en separacion de 6rganos en tallo y
COTYLEDONS2 la familia NAC meristemos florales. Junto a CUC1 involucrado en el
(CUC2) desarrollo de dvulos, del septum y del replum.
ETTIN (ETT) / At2g33860 Factor de respuesta a Promueve la formacion del ovario inhibiendo la
ARF3 auxinas (ARF) expresion de SPT
FILAMENTOUS At2g45190 Dedos de zinc tipo Especifica identidad abaxial en el carpelo. Activa a FUL
FLOWER (FIL) YABBY con motivo HMG |y SHP junto a YAB3 y JAG
FRUITFULL (FUL) | At5g60910 MADS-box Reprime la expresion en la valva de los genes de
identidad del margen de valva. Promueve la lignificacion
de la capa enb
HECATE 1,2,3 At5g67060 / | hélice-giro-hélice basica Regulan conjuntamente el desarrollo del tracto
(HEC 1, 2,3) At3g50330/ | atipica (bHLH) reproductivo femenino (estigma, estilo, tracto de
At5g09750 transmision y septum)
INDEHISCENT At4g00120 hélice-giro-hélice basica Controla el desarrollo de la capa de separacion y la capa
(IND) atipica (bHLH) lignificada del margen de valva. Promueve la
lignificacion de la capa enb
JAGGED (JAG) Atlg68480 factor de transcripcion Activa a FUL y SHP junto a YAB3 y FIL. Promueve el
C,H, zinc finger crecimiento de las regiones laterales.
KANADI 1,2 At5g16560/ | Tipo GARP Reprime la expansion del desarrollo del tejido interno-
(KAN1,2) At1g32240 medial a las regiones laterales del gineceo
LEUNIG (LUG) At4g32551 Corepresor Tupl Promueve el crecimiento de los tejidos mediales junto
con ANT
NO At3g57670 factor de transcripcion Involucrado en el desarrollo del tracto de transmision
TRANSMITTING C,H,/C,HC zinc finger
TRACT (NTT)
NUBBIN (NUB) Atlg13400 factor de transcripcion Especifica identidad adaxial. Promueve el crecimiento de
C,H, zinc finger las regiones laterales.
PINOID (PID) At2g34650 Kinasa serina/treonina Controla la localizacion polar de las proteinas PIN
regulando el transporte polar de auxinas.
REPLUMLESS At5g02030 Homeodominio de la Reprime la expresion en el replum de genes de identidad
(RPL) subfamilia BEL de margen de valva
SEUSS (SEU) At1g43850 Corepresor LDB Promueve el desarrollo del tejido marginal junto a LUG
SHATTERPROOF At3g58780/ | MADS-box Promueve el desarrollo del margen de valva, en parte a
1,2 (SHP1,2) At2g42830 través de la activacion de la expresion de IND y ALC.
Promueve la lignificacién de la capa enb
SPATULA (SPT) At4g36930 hélice-giro-hélice basica Promueve el desarrollo del tejido apical incluyendo el
(bHLH) estilo, el estigma y el tracto de transmision
STYLISH 1,2 At3g51060 Dedos de zinc tipo SHI Promueve el desarrollo del estilo
(STY1,2) (error en
annotacion) /
At4g36260
TOUSLED (TSL) At5g20930 Kinasa serina/treonina Promueve las divisiones celulares durante la formacion
nuclear del estilo y durante la expansion a lo largo de los
margenes del carpelo
YABBY3 (YAB3) At4g00180 Dedos de zinc tipo Especifica identidad abaxial en el carpelo. Activa a FUL
YABBY con motivo HMG |y SHP junto a FIL y JAG
YUCCAlA4 At4g32540/ | Flavin monooxigenasa Implicados en la biosintesis de auxinas
(YUC1,4) At5g11320

Tabla I-2. Principales genes que participan en el desarrollo del gineceo.
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8. NUEVAS FUNCIONES GENICAS IMPLICADAS EN EL DESARROLLO
DEL GINECEQO. Los TOP, factores transcripcionales de la familia B3 implicados
en el desarrollo del gineceo.

A pesar del gran progreso que ha tenido lugar en los ultimos afios, aiin quedan
por resolver numerosos interrogantes acerca de la morfogénesis del gineceo y la
fructificacion. Una manera obvia de contribuir al esclarecimiento de estas cuestiones
es desvelar la participacion de nuevos moduladores genéticos, cuyas alteraciones
provoquen perturbaciones morfologicas visibles. En esta tesis se ha realizado un
esfuerzo para caracterizar funcionalmente dos miembros de una familia de factores
transcripcionales implicados en el desarrollo del gineceo, la familia TOP.

La familia TOP pertenece a la gran familia de proteinas con dominio B3, por lo
tanto a continuacion se hace un breve resumen de los principales miembros de la
misma.

El dominio B3 (nimero de acceso en Pfam, 02362) es un dominio de union a
DNA, descrito en un principio como exclusivo de plantas superiores [Bateman, 2004
#2010], aunque en un trabajo todavia no publicado se ha descrito que este dominio
también se encuentra en genes de Gimnospermas, musgos y algas verdes, indicando que
el dominio B3 evolucion6 en el linaje de las plantas antes de que existiera la
multicelularidad (Thomas Jack). Este motivo se ha caracterizado en un gran nimero de
factores de transcripcion de plantas. Los primeros dominios B3 se identificaron como
una region de unos 120 residuos aminoacidicos altamente conservada cercana al
extremo C-terminal en las proteinas Abscisic Acid-Insensitive 3 (ABI3) de Arabidopsis
y Viviparous 1 (VPI) del maiz [Giraudat, 1992 #218]. Desde entonces, muchas
proteinas que contienen dominios B3 se han clasificado funcionalmente como factores
de respuesta hormonales en concreto a acido abscisico y a auxinas, fitohormonas que
tienen papeles criticos en los procesos de desarrollo como el crecimiento de las plantas
y la maduracion de las semillas [McCarty, 1989 #2011; Ulmasov, 1997 #2012]. Los
dominios B3 se unen a secuencias especificas de DNA de seis pares de bases de
longitud [Kagaya, 1999 #1261; Suzuki, 1997 #950; Ulmasov, 1997 #2012].

La superfamilia B3 contiene 363 miembros (en la época de [Waltner, 2005
#2009] ) de varias especies de plantas, agrupados en 16 arquitecturas estructurales
distintas basadas en su asociacion con otros dominios conservados [Bateman, 2004
#2010]. En un trabajo ain no publicado Thomas Jack ha subdividido la superfamilia de

B3 de Arabidopsis, en 4 grupos; la familia LAV, la familia REM, la familia ARF y la
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familia RAV. Se utilizard esta subdivision para explicar los aspectos basicos de los
distintos miembros de la familia B3.

A pesar del gran nimero de genes con dominios B3 en el genoma de
Arabidopsis, 118 miembros, s6lo un nimero reducido de /oci ha podido relacionarse

con funciones determinadas.

Fig. I-13: Arbol filogenético de los miembros de la familia B3 agrupados en las distintas
familias. Se ha destacado en rojo los miembros de la subfamilia TOP que se encuentran
dentro de la familia RAV.

8-1. Familia LAV.
Dentro de la familia de LAV ( LEC2, ABI3, VAL) [Luerflen, 1998 #1262], formada por

6 miembros, podemos encontrar dos subgrupos; el subgrupo LEC2/ABI3 y el subgrupo
VAL. Asi, ABI3 (ABA INSENSITIVE 3), homologo en todos sus dominios al gen VPI
de maiz, y FUS3 (FUSCA3) [Luerflen, 1998 #1262] muy similar a ABI3 en la region
B3, aunque sin dominios adicionales, controlan diversos aspectos del desarrollo de la
semilla, como la expresion de genes relacionados con su maduracion, la adquisicion de
reservas, la dormancia y la resistencia a la desecacion [Parcy, 1997 #1263]. Otro factor
de transcripcion que contiene un motivo B3 perteneciente a esta familia es LEAFY
COTYLEDON 2 (LEC2), que también juega un papel importante durante el desarrollo
tanto temprano como tardio del embrion [Gaj, 2005 #2121]. Los dominios B3 de
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ABI3,FUS3 y LEC2 se unen a secuencias que contienen el denominado dominio RY
(CATGCA) [Tsukagoshi, 2005 #2119]. Por otra parte podemos encontrar a VALI(
VP1/ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 LIKE), también denominado HSI2 (HIGH-
LEVEL EXPRESSION OF SUGAR-INDUCIBLE GENE 2) que ademas del dominio B3
posee otro motivo muy parecido a los motivos EAR (ERF-associated amphiphilic
repression). Estos dominios estan involucrados en la represion activa de represores
transcripcionales y de proteinas zinc-finger [Ohta, 2001 #2120]. Por lo tanto, parece ser
que la proteina VALI1 y las proteinas relacionadas con dominio B3 y motivo EAR,
podrian actuar como represores transcripcionales [ Tsukagoshi, 2005 #2119]. Dentro del
subgrupo LAV, ademas de VAL, podemos encontrar a VAL2y VAL3.

8-2. Familia REM.

La familia REM esta formada por 76 miembros que pueden dividirse en 6 grupos (A-F)
en base a su relacion filogenética.

El subgrupo A incluye 6 genes en Arabidopsis. Entre ellos se encuentra VRNI que
es el unico miembro de la familia REM del que se conoce su funcion [Levy, 2002
#2111], el mantenimiento de la respuesta a vernalizacion en Arabidopsis.

El subgrupo C estd formado por 18 miembros. Los genes del subgrupo C tienen
tres caracteristicas inusuales que los distinguen del resto de genes B3 de Arabidopsis.
Primero, 9 de sus miembros estdn agrupados en el cromosoma 4 y otros 4 estdn
agrupados en el cromosoma 2. Segundo, todos los miembros del grupo C excepto
REM 18 contienen mas de una copia del dominio B3. Tercero, los genes del subgrupo C
que se han analizado se expresan en elevados niveles en el meristemo del tallo después
de la transicion floral [Franco-Zorrilla, 2002 #1464].

El miembro fundador de la familia REM, BoREM], se aislo en Brassica oleracea.
Posteriormente se caracterizd molecularmente REMI, el homdlogo en Arabidopsis
[Franco-Zorrilla, 2002 #1464]. La proteina REM1 posee un dominio B3 que se ha
denominado REM, un dominio acidico cercano al extremo n-terminal, que se a
propuesto que funciona como un dominio de activacion [Mitchell, 1989 #2079] y dos
motivos de residuos basicos parecidos a los NLSs [Raikhel, 1992 #2078] [Franco-
Zorrilla, 2002 #1464] de sefializacion nuclear lo que sugiere que REM podria actuar
como un regulador transcripcional. Ademas posee un dominio coiled-coil en el extremo
C-terminal que sugiere que puede interaccionar con otras proteinas [O'Shea, 1989
#2080]. El resto de los miembros de la familia se caracteriza por tener entre 1 y 6

motivos REM. Ademads, la mayoria tienen las regiones acidas y NLSs potenciales
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aunque la region coiled-coil solo aparece en los miembros que forman un grupo en el
cromosoma 4.

Todavia no se han descrito fenotipos mutantes de pérdida de funcién de los genes
del subgrupo C. El unico resultado publicado es del mutante rem I que no tiene fenotipo
obvio [Franco-Zorrilla, 2002 #1464]. Asi mismo, tampoco la expresion ectopica de
REMI,REM3, REM4 ni los mutantes rem3 ni rem4 parecen tener fenotipo (datos no
publicados de K. Swaminathan y T. Jack)

Los 52 miembros restantes de la familia REM no han sido caracterizados
funcionalmente.

8-3. Familia ARF.

La familia ARF esta formada por 23 miembros. Esta familia ha sido la mas
estudiada dentro de la gran familia B3. Existen un gran nimero de revisiones acerca de
la funcion de los ARFs [Guilfoyle, 2007 #2096] [Liscum, 2002 #2113] y de su filogénia
[Remington, 2005 #2098] [Wang, 2007 #2112] [Liscum, 2002 #2113].

Las proteinas ARF (Auxin Response Factors) son factores de transcripcion que
se unen a los elementos de respuesta a auxinas (AREs, Auxin-Response Elements),
localizados en los promotores de genes inducibles por auxinas [Ulmasov, 1997 #2012;
Ulmasov, 1999 #2013] [Guilfoyle, 1998 #1483]. La secuencia tipica de los AREs es
TGTCTC y se ha demostrado que para que la union sea eficiente in vitro ademas del
dominio B3 son necesarios otros aminoacidos de los extremos N y C terminal (revisado
en [Guilfoyle, 2007 #2096]).

La actividad de los ARFs esta controlada por los Aux/IAA, genes de respuesta
primaria a auxinas, que se unen a los ARFs bloqueando su capacidad de union a DNA.
En respuesta a las auxinas las proteinas AUX/IAA son degradadas mediante el
mecanismo del complejo SCFTIR [Gray, 2001 #2020] permitiendo que los ARFs se
unan a los AREs y medien la activacion o represion transcripcional de los mismos [Nag,
2007 #2053].

Algunos ARF de funcion conocida son: ARF2 (también conocido como HSS,
HLSI1 SUPPRESSOR) que actiia comunicando la ruta del etileno y de las auxinas para
regular la flexion del hipocotilo [Li, 2004 #2129]; ARF1, que junto a ARF?2 esta
implicado en controlar aspectos de maduracion y senescencia en la planta [Ellis, 2005
#2135]; MONOPTEROS (MP/ARFS5) que estd implicado en la formacion de los haces
vasculares y la iniciacion del eje del cuerpo en el embrion en estadios tempranos

[Hardtke, 1998 #2136]; NPH4 (NON PHOTOTROPHIC HYPOCOTYL, también
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conocido como ARF7), necesario para el crecimiento diferencial de los tejidos aéreos de
la planta [Harper, 2000 #1425] y que esta asociado con cambios en la sensibilidad a
auxina; ARF6 y ARFS8/FWF que regulan la maduracion de la flor [Nagpal, 2005 #2049]
y promueven la produccion de acido jasmonico estando regulados por micro RNAs
[Wu, 2006 #2050]. FWF ha sido implicado como regulador negativo de la iniciacién
del desarrollo del fruto, probablemente junto a ARF6, puesto que mutaciones en FWF
como en el mutante fwf (fruit without fertilization) [Vivian-Smith, 2001 #1298]
producen frutos partenocarpicos [Goetz, 2006 #2052]. Los tnicos ARF asociados con el
desarrollo del gineceo han sido ETT (ARF3) y ARF4 que junto a los KANADI
promueven la identidad abaxial [Pekker, 2005 #1858] en Arabidopsis. Generalmente los
dobles mutantes de genes ARF relacionados [Remington, 2005 #2098] tienen fenotipos
mucho maés severos que los mutantes simples indicando que dichos genes pueden tener
funciones redundantes en Arabidopsis [Guilfoyle, 2007 #2096].

8-4. Familia RAV.

La familia RAV esta formada por 13 miembros. El primer gen caracterizado
dentro de esta familia fue RAVI1 (Related to ABI3/VP1), factor de transcripcion
relacionado con la respuesta al frio [Yamasaki, 2004 #2048] que posee, a parte del
dominio B3, otro dominio de union a DNA tipo AP2 y que estd reprimido por
brasinoesteroides actuando como un regulador negativo durante el crecimiento de la
planta [Hu, 2004 #2047]. Se ha demostrado que los dominios de union B3 y AP2 de
RAV1 y RAV2 (otro miembro de la familia RAV) [Okamuro, 1997 #972 ; Kagaya,
1999 #1261] mantienen las actividades de union de forma autonoma a los diferentes
sitios de unién (CACCTG y CAACA respectivamente) [Kagaya, 1999 #1261]. También
se ha postulado que el dominio B3 de RAV1 y RAV2 se podria unir a secuencias
encontradas en los promotores de genes de respuesta a brasinoesteroides [Vert, 2005
#1968][Mouchel, 2006 #1965]. Ademds de estar involucrados en las repuestas a
brasinoesteroides, algunos miembros de la familia RAV han sido involucrado en las
respuestas a etileno [Alonso, 2003 #2099].

8-4-1. La subfamilia TOP.

Las proteinas TOP estarian dentro de la familia RAV por la similitud de los
dominios B3. Sin embargo, la familia 7TOP formaria un subgrupo dentro de la familia
RAYV ya que a diferencia del resto de miembros que poseen dominios AP2, los TOP no
poseen otros dominios de union de funcién conocida mas que el B3 y sin embargo,

comparten otros motivos caracteristicos de la subfamilia TOP.
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II. ANTECEDENTES.
1. AISLAMIENTO Y DESCRIPCION DE LA LINEA topI-1D.

En un trabajo previo al desarrollo de esta tesis se obtuvo la linea A904 (top1-
ID). Esta linea se selecciond durante el rastreo de una poblacion de Arabidopsis
mutagenizada mediante “activation tagging”. [Weigel, 2000 #1782] .

Los vectores de T-DNA que se utilizaron en esta mutagénesis en concreto,
contenian cuatro repeticiones seguidas del elemento “enhancer” del promotor del gen
35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV). La insercion del T-DNA en una region
gendmica puede provocar la activacion de genes que se encuentren aguas arriba o aguas
abajo de la insercion, dando lugar a la expresion ectopica y aumentada del gen o genes
flanqueantes. Se obtienen, en ese caso, plantas con fenotipo dominante de ganancia de
funcion, aunque a veces también se puede provocar la inactivacion de genes.

La linea topl-1D fue seleccionada por presentar alteraciones notables en el
desarrollo de los frutos. Estas eran muy similares a las que ocurren en el mutante
fruitfull (ful), que presenta frutos de reducido tamaio como resultado de la supresion del
alargamiento de las células de la valva. En cambio, las células del replum y del septum
continuan elongandose y como consecuencia, el replum de estos frutos se dispone en
zig-zag [Gu, 1998 #1784]. Es frecuente que los frutos del mutante fu/ se rompan por la

presion de las semillas en crecimiento.

Fig.II-1: Fenotipo de la planta top1-1D.
(A) Porte de la planta topI-1D.(B) Morfologia de la inflorescencia de
topl-1D. (C) Fruto topl-1D. (D) Fruto ful

La linea topI-1D también presentaba dichas alteraciones en los frutos; las valvas
no elongaban correctamente, el replum adquiria forma zigzagueante y los frutos se
rompian por la presion de las semillas (Fig. II-1 C y D). Al analizar la generacion T2 se
observo que algunas plantas continuaban mostrando el fenotipo tipo fu/ en todos sus

frutos mientras que otras mostraban un fenotipo atenuado, bien en todos o en parte de
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sus frutos. Asi, en una misma planta era posible encontrar frutos con fenotipo tipo ful y

frutos con un fenotipo menos severo. La atenuacion del fenotipo podia producirse en

generaciones posteriores (Fig. 1I-2). Asi, aquellas plantas que mostraron el fenotipo fu!/

en la generacion T2, en la siguiente generacion mostraban un fenotipo atenuado, bien en

todos o en parte de sus frutos.

Fig. II-2: Atenuacion del
fenotipo en el fruto de la
lineas topI-1D en las
generaciones siguientes.

(A) Fotografias in vivo. Los
dos frutos de la izquierda
(T1) presentaban un fenotipo
mas severo que los dos frutos
de la derecha (T4).

(B) Micrografias de frutos
topl-1D con fenotipo menos
severo.

En los frutos silvestres la region mas apical de las valvas se inserta en la base del

estilo, sobresaliendo éste por encima de las valvas. En la figura 3 se representa éste tipo

de insercion esquematicamente como una A. En cambio en los frutos fopl-1D con

fenotipo menos severo, el estilo queda flanqueado por la parte mas apical de las valvas,

que en ocasiones supera la longitud del estilo. En la figura X se representa este fenotipo

esquematicamente como una M. En estos frutos, ademas, la forma zigzagueante del

replum era menos evidente o incluso desaparecia. (Fig. I1-2)
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Fig. I1-3: esquema explicativo de los fenotipos atenuados de los frutos fopI-1D. Se compara
la insercion de las valvas en el estilo del silvestre y en la linea topl-1D.Mientras que en el
silvestre (Col-0) el estilo sobresale por encima de las valvas, en la linea fopl-1D el estilo

quedaba flanqueado por las mismas.
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Ademas de los fenotipos en el fruto la linea fopl-1D tenian otras alteraciones.
Las plantas topl-1D tenian un porte mas pequeilo que el silvestre, alteraciones en el
gravitropismo y la dominancia apical, asi como defectos en la elongacion de los
entrenudos y en la morfologia de las inflorescencias (Fig. [I-1 A y B). Las plantas fop1-
1D también mostraban una reduccion en la longitud de las raices y una proliferacion de
raices laterales (Fig. II-4 B). Estas alteraciones estan presentes por ejemplo, en mutantes
como superoot en los que existe un aumento en la produccion de auxinas [Boerjan,
1995 #1997]. Ademas las plantas topl-1D presentaban en ocasiones cotiledones
fusionados o con forma de corazon (Fig. II-4 C), similares a los que presentan mutantes
como cuc [Aida, 1997 #1094] o stm [Yanai, 2005 #1880] con defectos en la
organizacion de los dominios del SAM. Por otra parte, las plantas top/-1D también
mostraban defectos en la morfologia de las hojas, siendo éstas mas alargadas y
estrechas que en el silvestre y de un color verde mas oscuro ( Fig. II-4 D). Por tultimo,
las plantas top-1D presentaban un elevado indice de mortalidad antes de completar el

ciclo reproductivo, asi como una reducida fertilidad en comparacion con el silvestre.

Fig. II-4 :Fenotipos vegetativos de la linea top1-1D.

(A) Raices silvestre comparadas con las de top1-1D (B), se observa
que éstas ultimas eran mas cortas y con mayor numero de raices
secundarias (C) cotiledones fusionados o con forma de corazoén de
las plantas top1-1D (D) Hojas de roseta top1-1D comparadas con
las del silvestre (E), se observa que las primeras eran méas alargadas.

2. ANALISIS GENETICO DE LA LiNEA topI-1D.

La linea fopI-1D contenia una tUnica insercion del T-DNA del “Activation
tagging”, situada a 2,5 Kb aguas arriba del gen Atlg01030. Mediante analisis Northern
se detectd que la expresion de este gen se encontraba aumentada, pero no asi la de otros
genes adyacentes (Fig. 11-5). Atlg01030 codificaba un posible factor de transcripcion
con un dominio de unidén al DNA de tipo B3. A este gen se le denomin6 TOWER OF
PISA 1 (TOPI).
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Con el fin de comprobar que los fenotipos de la linea top/-1D eran debidos a la
expresion aumentada de TOP1, se transformaron plantas silvestres de Arabidopsis con
dos construcciones distintas, CFM97 y SS060. CFM97 consistia en un fragmento
genomico (EcoRI/Pst) de 5,6Kb que contenia 4kb antes del ATG de la ORF (Open
Reading Frame) de TOP1, la ORF, y 0,6 Kb después del STOP, bajo el control de dos
promotores 35S (CaMv 35S) en tandem. Este fragmento estaba clonado en el vector
binario pBIN-JIT (13Kb), derivado del pBIN19 (Clontech) [Ferrandiz, 2000 #1242].
SS060 contenia el cDNA de TOPI bajo control de dos promotores 35S en tandem,

clonado en el mismo vector.

Fig. II-5:Esquema indicando la localizacion de la insercion del T-DNA del “activation tagging”
en la linea topl-1 (en morado).Esquema de las construcciones CFM97 y SS060 utilizadas para
comprobar que TOPI era el gen afectado en la linea fop1-1D.

Tras analizar el fenotipo de las plantas transgénicas, se observo que tanto la linea
CFM97 como la SS060 mostraban fenotipos similares a los de la linea top/-1D tanto en
el desarrollo vegetativo, como en la filotaxis y en las inflorescencias. También
mostraron atenuacion del fenotipo con el paso de las generaciones (Fig. II-6). Por tanto,
se demostro que la expresion ectopica de TOP! era la causante de los fenotipos de las

plantas top-1D.
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Fig. 11-6:
Recapitulacion del
fenotipo de top1-1D
mediante la expresion
ectopica de TOPI.

Las lineas SS060 y
CFM97 mostraron
cotiledones fusionados
(A, By C) y hojas de
roseta alargadas y
curvadas (D, Ey F) al
igual que fopI-1D.
Fenotipos relacionados
con auxinas

Tanto la linea SS060
como la CFM97
reprodujeron los
fenotipos severos en el
fruto de top1-1D (G,H e
I).Al igual que en el caso
de top1-1D el fenotipo
en el fruto se atenuaba en
S$S060 y CFM97 en las
generaciones siguientes
(J,KyL).

3. LA FAMILIA TOP.

Se realiz6 una busqueda en bases de datos de ESTs con el fin de conocer si
existian otros genes de secuencia parecida a TOPI. Se encontraron tres : At4g01500,
que se denomind TOWER OF PISA 2 (TOP2), At3g61970, TOWER OF PISA 3
(TOP3); y At2g46870, TOWER OF PISA 4 (TOP4). TOP1 y TOP2 formarian un
subgrupo dentro de la familia de los TOP, y TOP3 y TOP4 otro. Los cuatro genes
forman una pequefia subfamilia dentro de la familia de factores de transcripcion con
dominio B3. Los cuatro codifican proteinas relativamente pequeiias que comparten
varios motivos. Entre estos motivos se encuentra el dominio B3 descrito previamente

(Fig. IV-2). El resto de motivos eran exclusivos de la subfamilia 7OP.
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II1. OBJETIVOS.

1. Objetivo de esta tesis.

Como objetivo general de esta Tesis Doctoral se pretendid profundizar en la
comprension de las interacciones genéticas y moleculares implicadas en el desarrollo
del gineceo, asi como en la regulacion de las distintas vias de sefializacion que afectan
al mismo, mediante el estudio de dos de los miembros de la familia 7TOP; TOPI y
TOP2. Se pretendia caracterizar en profundidad su funcion y establecer cuales eran las
relaciones genéticas y moleculares de estos genes con otros identificados previamente, y
que actuan en distintos aspectos del desarrollo del gineceo y el fruto de Arabidopsis.

Para ello, se abordaron los siguientes objetivos especificos:

- 1) Caracterizacion funcional de dichos genes mediante:

a- la obtencion de lineas de pérdida y de ganancia de funcién de los
mismos, y la caracterizacion fenotipica de dichos mutantes.

b- Determinacion del patron de expresion espacio-temporal de TOPI y
TOP2.

- 2) Estudio de la posicion de los genes TOPI y TOP2 dentro de las redes
genéticas que contribuyen al desarrollo del gineceo de Arabidopsis, analizando las
interacciones genéticas entre 7OP1 TOP2 y otros genes ya caracterizados, mediante la
generacion de diversas combinaciones mutantes y la determinacion de los patrones de
expresion de los distintos genes implicados en diferentes fondos genéticos.

- 3) Determinacion de otros factores que puedan interaccionar fisicamente con los

genes TOP mediante el escrutinio de una libreria de doble hibrido.
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IV. RESULTADOS.
1. ANALISIS IN SILICO DE LOS GENES TOP.
La subfamilia 7OP.
La subfamilia TOP esta formada por cuatro miembros: TOPI(At1g01030),
TOP?2 (At4g01500), TOP3 (At3g61970), y TOP4 (At2g46870), localizados en cuatro de

los cinco cromosomas de Arabidopsis. En la figura IV-1 se muestra un esquema de la
localizacion de los distintos genes TOP en los cromosomas de Arabidopsis, a partir de

lo publicado en el TAIR.

Fig. IV-1: Localizaciéon de
los genes TOP en los
cromosomas de
Arabidopsis.

TOPI en el cromosoma 1,
TOP2 en el cromosoma 4,
TOP3 en el cromosoma 3 'y
TOP4 en el cromosoma 2.
Modificado a partir de los
publicado en el TAIR.

Los genes TOP forman una pequefia subfamilia de factores de transcripcion
perteneciente a la gran familia de factores de transcripcion con dominio B3. Los cuatro
miembros codifican proteinas relativamente pequenas (Fig. IV-2), en las que no se
puede identificar ningun motivo ya descrito mas que el motivo B3 que es un dominio

de union a DNA exclusivo de plantas [Bateman, 2004 #2010].

TOP1 —@—

e mmes - 358 residuos

328 residuos Fig. IV-2: Esquema de los dominios
encontrados en las proteinas TOP. a
. partir de lo publicado en el Pfam.
299 residuos TOP1 (358 residuos aminoacidicos).
TOP2 (328 residuos aminoacidicos).
310 residuos  1OP3 (299 residuos aminoacidicos).

TOP4 (310 residuos aminoacidicos).

Los genes TOP evolucionaron de forma que dentro de la familia TOP se pueden

encontrar dos subgrupos. Segin la homologia en la secuencia de nucleotidos y de
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aminoacidos, TOPI y TOP2 formarian uno de los subgrupos y TOP3 y TOP4 otro.
Dentro de la familia TOP el miembro que podria considerarse mas ancestral seria TOP1
ya que es el mas diferente al resto de familiares. Ademas, es el Gnico que posee dos

exones y un intron (Fig. IV-7).

Fig. IV-3: Arbol fiologenético de las proteinas TOP de Arabidopsis y sus homélogos en arroz
Realizado a partir de los alineamientos que se muestran en la figura XX. Se ha utilizado como
“outgroup” la proteina codificada por el gen Os04g49230 de arroz

En la figura IV-4 se muestra la comparacion de las secuencias promotoras de
los genes TOP. Se observa que las regiones promotoras de TOP/ y TOP2 son mas
parecidas entre si y las de TOP3 y TOP4 entre si. Quizd TOP4 es el miembro que posee
la secuencia promotora menos similar.

En el trabajo de Thomas Jack (ver introduccion) se ha colocado a la subfamilia
TOP, también denominada NGATHA [Alvarez, 2006 #1982], dentro de la familia RAV
por la similitud de los dominios B3 (Fig IV-5). Sin embargo, los miembros de la familia
TOP formaria un subgrupo dentro de la familia R4V ya que a diferencia del resto de
miembros que poseen dominios AP2, los TOP no poseen otros dominios de union de
funcion conocida mas que el B3 y sin embargo, comparten otros motivos caracteristicos
de la subfamilia 7OP (Fig IV-6 A).

En la figura IV-6 se muestra un alineamiento realizado con las secuencias de las
distintas proteinas TOP. En este esquema se han destacado en distintos colores los
distintos motivos que se encuentran en las proteinas TOP, ademdas del motivo B3

(destacado en azul), se pueden encontrar 4 motivos mas, coloreados en; afiil (motivo 1),
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morado (motivo 2), verde (motivo 3) y amarillo (motivo 4). Cabe destacar que el
motivo 4 tiene una region es muy parecida a los motivos tipo EAR, considerado motivo

de represion [Ohta, 2001 #2120] [ Tsukagoshi, 2005 #2119] [Kieffer, 2006 #2127].

Fig. IV-4: Comparacion de la secuencia del promotor de TOP1,TOP2,TOP3 y
TOP4. Se comparan todos los genes con uno de ellos. (A) Se comparan frente a
TOPI, (B) frente a TOP2, (C) frente a TOP3 y (D) frente a TOP4.
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Fig. IV-5 : Arbol filogenético de la familia RAV. Modificado a partir de lo descrito por Thomas
Jack. Los cuadros rosas indican los niveles de expresion en diferentes tejidos; R: raiz, L: hoja, M:
meristemo del tallo, F: flor, S: semilla. Los cuadros blancos indican bajo nivel de expresion y los
cuadros rosa oscuro niveles elevados. A la derecha se encuentran esquemas de las proteinas indicando
los dominios B3 y los dominios AP2. Se han destacado los genes TOP en rojo y sus homologos de
arroz en azul y de Marchantia polymorpha en verde.

En el trabajo de Thomas Jack se ha descrito que las proteinas mas parecidas a las
TOP, pertenecen a arroz (Fig. IV-5). Por la similitud de la secuencia se encontrarian 6
genes de arroz muy parecidos a los genes TOP de Arabidopsis y que como €stos, no
poseen dominios AP2. Estos genes son: Os02g45850, Os03g02900, Os06g01860,
0s04g49230, Os10g39190, Os08g06120. De las 6 proteinas de arroz, 2 de ellas
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comparten el motivo 1 (Os10g39190 P y Os03g02900 P) , 4 de ellas el motivo 2
(0s10g39190 P, Os08g06120 P, Os02g45850 P y Os03g02900 P) y 3 de ellas el motivo
4 que es parecido al motivo EAR (Os10g39190 P, Os02g45850 P y Os03g02900 P)
(FiG. 1V-6 B). La proteina Os06g01860 es muy pequeiia y no se ha utilizado en este

alineamiento porque no tenia mucha similitud.

Figura: Alineamientos de secuencias proteicas. (A) Alineamiento de las secuencias de las proteinas
TOP de Arabidopsis. Se ha destacado el dominio B3 y los distintos motivos caracteristicos de las

proteinas TOP. (B) Alineamiento de las secuencias de las proteinas TOP en Arabidopsis y sus
homologos en Arroz.

Por otra parte, cabe destacar que los dominios B3 de los TOP son muy parecidos

al dominio B3 de la proteina Q8H6E4 de la planta dioica Marchantia polymorpha,
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aunque en este caso, la proteina tiene dos dominios B3 [Okada, 2001 #2117][Ishizaki,

2002 #2116] (Fig. IV-5).

2. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS GENES TOP.

2-1. Obtencion de lineas de pérdida de funcion.

Al inicio del trabajo en las bases de datos de secuencias flanqueantes de
insercion no se encontrdé ninguna para TOPI y TOP2 por lo que se buscaron mutantes
de pérdida de funcion en este locus. Para ello, se rastrearon colecciones de mutantes por
insercion de elementos transponibles. También se buscaron mutantes en colecciones de
insercion de T-DNA.

2-1-1. Bisqueda de mutantes en colecciones disponibles.

Mutantes por insercion de elementos transponibles.

Dentro del trabajo previo a esta tesis se realizoé una busqueda de mutantes dentro
de la coleccion AMAZE [Wisman, 1998 #1956] del instituto Max Planck de Colonia
(Alemania). Esta coleccion fue generada mediante la insercion del transposon En-
1/Spm (En-1, acc. M25427) en su forma activa [Cardon, 1993 #1957], lo que provoca
mutaciones al azar en el genoma de Arabidopsis (Col-0).

Un problema que puede acarrear este tipo de mutaciones es que la transposasa
codificada por el elemento autonomo En-1 produce inserciones inestables. La escision
completa puede resultar en la recuperacion total del genotipo silvestre si ésta ocurre en
células de la linea germinal, o en la aparicion de mosaicos de tejido silvestre y mutante
si ésta ocurre en células de la linea somatica. Las escisiones germinales de este tipo son
raras, mientras que las que provocan sectores de reversion somatica son frecuentes
[Meissner, 1999 #1973]. Por otro lado, las escisiones pueden ser parciales, en cuyo caso
se generan pequefias delecciones o inserciones estables (huellas de escision) que pueden
afectar a la pauta de lectura del gen afectado. Este tipo de alelos estables eran los mas
adecuados para nuestro estudio.

En la coleccion AMAZE se  encontraron dos lineas con inserciones
independientes del transposon en TOPI (I-333 y 1-125) y dos lineas con inserciones
independientes del transposon en TOP2 (1-304 y 1-711). Para determinar la estabilidad
de dichas inserciones, se analizo la tercera generacion de las lineas encontradas, para
ello se parti6 de una planta homocigotica para la insercion, de cada una de las lineas, y

tras tres generaciones autofecundadas se buscaron los mutantes en la progenie.
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Para realizar la bisqueda de alelos mutantes se sigui6 una estrategia basada en la
PCR utilizando cebadores especificos de la secuencia de TOP1 o TOP2, segin la linea a
rastrear, y cebadores especificos de la secuencia de En-1, para determinar si En-1 se
habia escindido o no y, en el primer caso, si habia dejado una huella de escision. Las
condiciones de PCR que se utilizaron (aptdo. 2-3-2-1 de Mat.y Met.) no permitian la
amplificacion de regiones grandes, de forma que en el caso de existir una insercion
intacta del En-1, como ésta seria de 8Kb no se detectaria producto de PCR, mientras
que posibles huellas de escision de la misma, de menor tamafio, si.

En la figura IV-7 se muestra un esquema de la localizacion de los cebadores
utilizados para TOPI, TOP2 y En-1, asi como la localizaciéon y orientacion de las
distintas inserciones de En-1. La secuencia de los cebadores utilizados se detalla en el

anexo I.

Fig. IV-7: Esquema de la localizacion de las inserciones en la secuencia de los genes TOPI (A) y
TOP2 (B) En color verde se muestran las inserciones del transposén En-1 (fopl-3, topl-2, top2-1 y
top2-2), y en color rosa la insercion de T-DNA (fopI-4). También se muestra la localizaciéon de los
cebadores utilizados en su escrutinio (—).

En el caso de TOPI, se utilizaron los cebadores SS044 y SS043 (Fig. IV-7 A),
especificos de la secuencia de TOP1, y En 8130 y En205, especificos de la secuencia

del transposon. SS044 aparea en la posicion -890 de la secuencia de TOP1 (el primer

63



RESULTADOS

nucledtido que se transcribe se define como ntimero 1) y SS043 aparea en la posicion
738. En205 aparea en la region 5” del transposon y En 8130 aparea en la region 37 .

Para la linea 1-333, utilizando los cebadores SS044 y SS043, se analizaron unas
500 plantas y en ninguna de ellas se produjo la amplificacién de 1,5 Kb del silvestre, lo
que significaba que el transposén no se habia escindido en ningun caso. Esto indicaba
que la frecuencia de escision del En-1 era muy baja; por lo tanto, asumimos que era
poco probable que se produjeran fenotipos en mosaico por la escision del transposon.
Para comprobar la localizacion de la insercidon del transposon y la orientacion de la
misma, se utilizaron distintas combinaciones de los cebadores SS044, SS043, En 8130 y
En205. De esta forma, la insercion del transposén En-1, intacto y en orientacion
inversa, se localizd a 861 pares de bases del ATG de TOP1 (Fig. IV-7 A ). Este alelo
se denomind topI-2.

Para la linea 1-125, utilizando la combinacion de cebadores SS044 y SS043, se
encontr6 una planta en la que se amplific6 un producto de 2 Kb, mientras que el
fragmento amplificado en el silvestre era de 1,5 Kb. Este hecho indicaba la existencia
de una posible huella de escision del transposén; para comprobarlo, se utilizaron
distintas combinaciones de los cebadores SS044, SS043, En 8130 y En205. Con los
cebadores SS044 y En8130 se amplifico un producto de 1,2 Kb, confirmando la
existencia de una huella de escision. Se secuencio el producto de PCR amplificado con
los cebadores SS044 y SS043 para determinar la posicion, la orientacion, el tamafio y la
secuencia de dicha huella. Asi se observd que la escision defectuosa del elemento
transponible En-1 habia dejado una insercion de 427 pares de bases del transposon, en
la posicion 407 de la region codificante del gen TOPI (Fig. IV-7 A). La region
insertada del transposon se corresponde con la secuencia comprendida entre el
nucleotido 7860 al 8287 del mismo, en orientacion inversa (3 — 57). En la figura IV-
8A se muestra un esquema de la regién gendémica de este alelo, que se denominé top1-
3, incluyendo la huella de escision del transposon En-1.

En el caso de TOP2, se utilizaron los cebadores SS065 que aparea en la posicion
-2 y SS066 que aparea en la posicion 967 (Fig. IV-7 B), especificos de la secuencia de
TOP2, y En 8130 y En205, especificos de la secuencia del transposon.

Tanto en la linea [-304 como en la I-711 se analizaron unas 500 plantas y en ninguna de
ellas se encontraron escisiones del transposon. De nuevo, la frecuencia de escision del
En-1 era muy baja por lo que asumimos que era poco probable que se produjeran

fenotipos en mosaico. Se utilizdé la misma estrategia que en las lineas de TOPI para
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confirmar la localizacion de la insercion del transposon, asi como la orientacion de la
misma. Se encontraron dos alelos mutantes en el gen TOP2, top2-1y top2-2.

En el caso de top2-1, la insercion del transposon En-1, intacto y en orientacion
inversa, se localiz6 a -99 pares de bases del ATG de TOP2 (Fig. IV-7 B).

En top2-2, la insercion del transposon En-1, intacto y en orientacion inversa, se

localiz6 a 171 pares de bases del ATG de TOP2 (Fig. IV-7 B).

Fig. IV-8: Alteraciones de secuencia en los mutantes topI-3 (A) y topl-4 (B) debidas a las
inserciones del transposén En-1 y del T-DNA respectivamente. En verde se muestra la secuencia de
En-1(del 7860 al 8287 ) insertada en fopI-3.

(B) se muestra la insercion de al menos dos T-DNAs y su orientacion en el alelo fop-4.

La caracterizacion posterior de los mutantes fop se realizd en plantas
homocigoéticas para las distintas mutaciones, que se determinaron utilizando las

combinaciones de cebadores antes mencionadas, segun el caso.

Mutantes por insercion de T-DNA.

Dentro del trabajo previo a esta tesis, también se realizd una busqueda de
mutantes por insercion de T-DNA dentro de la coleccion SAIL de SINGENTA, en
fondo silvestre Col-0 [Sessions, 2002 #1974] (TMRI’s GARLIC). Las inserciones de T-
DNA son estables ya que, a diferencia de los transposones, €stas no se escinden.

Se encontr6 una linea mutante por insercion de T-DNA en el gen TOPI
(Garlic 232E10). Para caracterizar este alelo mutante, se sigui6 la misma estrategia

utilizada para los mutantes por insercion de transposones; en ella, las condiciones de
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PCR que se utilizaron (aptdo. 2-3-2-1 de Mat.y Met.) no permitian la amplificacion de
fragmentos grandes, como es el caso del T-DNA (> 7,5 Kb).

Se utilizaron los cebadores SS044 y SS043 (Fig. IV-7A y anexo I ) especificos
de la secuencia de TOPI, y cebadores especificos de la secuencia del T-DNA, en
concreto, RB3, que aparea en el borde derecho del T-DNA, y LB3 que aparea en el
borde izquierdo. Con esta estrategia se pretendia confirmar si la insercion se encontraba
realmente en el sitio predicho ( Fig. IV-7A), determinar la orientacion de la insercion y
detectar las plantas homocigdticas para la insercion.

Primero se utilizé la combinacion de cebadores SS044 y SS043 (Fig. IV-7A)
para determinar las plantas que tenian la insercion del T-DNA, que serian aquellas en
las que no se obtuviera el producto de 1,5 Kb . Posteriormente, se determiné cuéles de
las plantas con insercion eran homocigoticas para la misma, asi como la orientacién y
localizacion del T-DNA. Se utilizaron las distintas combinaciones posibles de los
cebadores SS044, SS043, QRB3 y LB3.

Se identificaron plantas en las que la combinacion SS044/L.B3 amplificd una
region de 1,2Kb y la combinacion SS043/LB3 amplificé un producto de 600pb, lo que
suponia que en esta linea debia de haber al menos dos inserciones de T-DNA, en
orientaciones opuestas, en la posicion 238 de la region codificante de TOP1. Este alelo
mutante para TOP1, se denomind fopl-4.

Por lo tanto, y a modo de resumen, para el desarrollo de esta tesis se dispuso de
3 alelos mutantes de TOPI; topl-2, topl-3 y topl-4, y dos alelos mutantes de TOP2;
top2-1y top2-2. En la figura IV-9 A y B se muestra, con una flecha roja, la localizacion
de las distintas inserciones en la secuencia de nucleotidos de TOPI y TOP2

respectivamente. En esta figura se ha destacado la region del dominio B3 en amarillo.
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Fig. IV-9: (A) Localizacion de las inserciones de T-DNA (fopl-4) y del transposon En-1 (topl-3 y
topl-2) en la secuencia de nucledtidos de TOP1. (B) Localizacién de las inserciones del transposon
En-1 (top2-1y top2-2) en la secuencia de nucledtidos de TOP2. Se destaca en amarillo el dominio
B3.

67



RESULTADOS

2-1-2. Descripcion preliminar de los fenotipos de topl-2, topl-3, topl-4, top2-1 y
top2-2.

Un andlisis preliminar de los fenotipos de los mutantes de pérdida de funcion
topl-2, topl-3, topl-4, top2-1 y top2-2 reveld que éstos no eran muy diferentes del
silvestre en cuanto al tamafio de las plantas, la forma de las hojas y el tiempo de
floracidn, sin embargo los frutos presentaban alteraciones morfologicas. Los mutantes
topl-2'y topl-3 presentaban una gran variabilidad en la longitud de sus frutos dentro de
la misma planta, encontrando frutos de tamafo parecido al silvestre y otros de menor
longitud (Fig. IV-13). La longitud media de los frutos de los otros alelos mutantes, fue
mas homogénea y mas parecida a la del silvestre. Ademas de estas alteraciones en el
tamafo se observdo que los mutantes fop mostraban con gran frecuencia estilos

inclinados, que recordaban a la Torre de Pisa (de ahi su nombre).

2-1-3. Estudio del efecto de las inserciones en los alelos de los genes TOP1 'y TOP2.
Para determinar el efecto de las inserciones del transposon En-1y del T-DNA en
la transcripcion de TOP1 y TOP2 se analiz6 mediante RT-PCR semicuantitativa (aptdo.
2-3-3 mat. y mét.) los niveles de mRNA de cada uno de los distintos mutantes. Para ello
se realizd una extraccion de RNA total de las inflorescencias de los distintos alelos
mutantes, se sintetizoO cDNA a partir del mismo y este se utilizo para amplificar los
diferentes transcritos de los genes en condiciones no saturantes. Como control de la
transcripcion se utilizo el gen de la TUBULINAZ3 [Dinneny, 2004 #1767]. En la figura
IV-10 se muestra la localizacion de los distintos cebadores utilizados (IV-10 A, en el
caso de TOPI y B, para TOP2). La secuencia de todos los cebadores utilizados se
detalla en el anexo I. Los resultados que se obtuvieron se muestran en la figura [V-11.
El gen TOP]I tiene un Unico intron que separa el primer exén, que comprende la
mayor parte de la region 5'no codificante, y el segundo exdn, que comprende el resto de
la region 57, la region 3" y la region codificante. El gen TOP2, sin embargo, no tiene

intrones.
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Fig. IV-10: Localizacién de los cebadores (—) utilizados en las RT-PCRs de los alelos
mutantes de TOPI: topl-3, topl-2 y top1-4 (A), y de TOP2: top2-1y top2- 2 (B).

Para el gen TOP1 se utilizaron distintas combinaciones de los cebadores oMT1 y
oMT2, que aparean en el ATG y en el STOP de TOPI respectivamente, y los cebadores
SS079 y SS080, que aparean a -473 pb, dentro del primer exén, y a 202 pb, dentro del
segundo exén de TOPI respectivamente para descartar la posible contaminacion con
gendmico. La region en la que aparea el cebador SS080 es previa tanto a la huella de
escision del transposon en top -3 como a la insercion del T-DNA en top1-4.

Con las combinaciones de cebadores oMT1/0MT2 y SS079/0MT2 se comprobd
que en el mutante top/-3 no se producia la transcripcion del mRNA completo de TOP1
y que no habia contaminacion de gendémico (Fig. IV-11 A). Sin embargo, con la
combinacion de cebadores SS079/SS080 se comprobd que habia transcripcion de un
mRNA truncado, aunque que en menor cantidad que en el silvestre (Fig. IV-11 A).

Con las combinaciones de cebadores oMT1/0MT2 y SS079/0MT2 se comprobd
que en el mutante top/-4 no se producia la transcripcion del mRNA completo de TOP1
y que no habia contaminacion de genomico (Fig. IV-11 A). Con la combinacién de
cebadores SS079/SS080 se comprobd que habia transcripcion de un mRNA truncado,
en este caso en igual cantidad que en el silvestre (Fig. [V-11A).

Para el gen TOP2; se utilizaron los cebadores oMT3 y oMT4 que aparean en el

ATG yen el STOP de TOP2 respectivamente.
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Con la combinacion de cebadores oMT3/0MT4 se comprobd que en el mutante
top2-1 si se producia la transcripcion del mRNA completo de TOP2 (Fig. [V-11 B). En
cambio, en el mutante fop2-2 no se producia la transcripcion del mRNA completo de

TOP2 (Fig. IV-11 B).

Fig. IV-11: Analisis de la expresion de TOP1 y TOP2. En todas las PCRs se utilizd como
control el gen de la TUBULINA3 (cebadores N-1136 y N-1137)

A: TOPI: comparamos la expresion de TOPI en Col-0 (calles 1 y 3) frente a la expresion en
topl-3 (calle 2) y top1-4 (calle 4) con distintas parejas de cebadores.

No hay expresion del RNA mensajero completo de 7TOP! en ninguno de los casos (a, CDS, ¢
desde primer exoén), pero si existe expresion del mensajero antes de las inserciones (b),
aparentemente menor en el caso de top /-3, comparando con Col-0.

B: TOP2, comparamos la expresion de TOP2 en Col-0 (calle 1) frente a top2-1 (calle 2) y top2-2
(calle 3) con una pareja de cebadores, sélo se pierde la expresion de TOP2 en el caso de fop2-2
(calle 3)

Por lo tanto, en todos los casos excepto en top2-1 las inserciones del transposon
o del T-DNA, en su caso, impedian la transcripcion del mRNA completo de TOPI y
TOP? . La mayoria de los experimentos se llevaron a acabo con los alelos top-3 para
TOPI y top2-2 para TOP2 puesto que ademas de que no se transcribia el mRNA
completo, €stos presentaban los fenotipos mas severos. Ademas, en el caso de fopl-3, la
transcripcion del mRNA truncado disminuia respecto al silvestre y la region insertada
del transposén tenia varios codones de STOP que impedirian la traduccion de una
proteina TOP1 completa. En la figura IV-12 se compara las secuencias de las proteinas
TOPI1, TOP1-3 y TOP1-4. Se puede observar que la proteina TOP1-4 contenia una
region muy pequefia del dominio B3, mientras que en TOP1-3 esta region era mas

grande.

70



RESULTADOS

Fig. IV-12: Alineamiento de proteinas. Se compara las secuencias de las proteinas TOP1, TOP1-3 y
TOP1-4. La proteina TOP1-4 es la mas pequeiia. En amarillo se ha destacado la region del dominio
B3.

2-2. Caracterizacion fenotipica de los mutantes de pérdida de funcion

top.

Para caracterizar funcionalmente los genes TOPI y TOP2 se realizo el estudio
del fenotipo de los mutantes de pérdida de funcién identificados. Puesto que los
fenotipos similares presentados por los distintos alelos mutantes de TOPI y TOP2
junto a la similitud de secuencia de los genes TOP1 y TOP2, sugeria el posible papel
redundante de ambos genes, se generaron los dobles mutantes fopl-3 top2-2'y topl-4
top2-2, mediante cruzamiento entre los mutantes simples homocigdticos. Se
seleccionaron los dobles mutantes mediante el método de genotipado descrito en el
apartado de obtencién de lineas de pérdida de funcion.

Tanto el doble mutante topl-3 top2-2 como el topl-4 top2-2 mostraron un
fenotipo mucho mas severo que los mutantes simples por separado, sobre todo fopl-3
top2-2, cuyos frutos mostraron una longitud mucho menor que la del silvestre. Este
hecho confirmaba la posible redundancia funcional de los genes TOP1 y TOP2. Por otra
parte, se determind que las mutaciones en los genes TOP eran mutaciones de caracter
recesivo.

2-2-1. Descripcion de las alteraciones en el gineceo de los mutantes zop.

Alteraciones en la longitud de los frutos de los mutantes top.
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Como se ha mencionado en los antecedentes, una caracteristica de los mutantes
top era que éstos mostraban alteraciones en el tamaio de los frutos, por lo que se realiz
una comparativa del tamafio de los mismos con el de frutos silvestres, para determinar
si existian diferencias entre los distintos alelos mutantes. Para ello, se compar6 la
longitud de los diez primeros frutos, completamente elongados, del tallo principal de los
mutantes fop respecto al silvestre. En la figura [V-13 se muestran, colocados de mayor a
menor estadio (de izquierda a derecha respectivamente), los frutos de los distintos
mutantes fop y los del silvestre junto a una regla en mm.

Los frutos del silvestre eran muy homogéneos en cuanto a su longitud, siendo
¢ésta de entre 15 y 16 mm. Los frutos de los mutantes simples topI-4, top2-1'y top2-2
también eran bastante uniformes en cuanto a su longitud aunque €sta era un poco mas
corta que la del silvestre, aproximadamente 14 mm. Sin embargo, en los frutos del
mutante top/-2 y en los del mutante fopl-3 se observd que existia gran variabilidad de
la longitud de los frutos dentro de la misma planta. Algunos de los frutos alcanzaban la
longitud del silvestre, pero otros frutos eran mucho mas cortos (5-6 mm).

Por otra parte, también se compar6 la longitud de los frutos de los dobles
mutantes fopl-3 top2-2 y topl-4 top2-2 con el silvestre. Los frutos del doble mutante
topl-3 top2-2 eran en general mucho mas pequetios que los del silvestre, midiendo entre
4 y 6 mm de longitud. Los frutos del doble mutante topl-4 top2-2 eran bastante
homogéneos en cuanto a su longitud pero también mas cortos que el silvestre (12-13

mm).

Fig. IV-13: Comparativa de los tamaiios de los 10 primeros frutos de los mutantes zop frente a
los del silvestre. Los frutos estan colocados de mayor a menor estadio de desarrollo de izquierda a
derecha respectivamente. No se aprecian grandes cambios en los mutantes simples excepto en fopI-3
y topI-2, donde se observa variabilidad de tamafio de los frutos dentro de la misma planta. Los frutos
de los dobles mutantes son mas cortos que los del silvestre, sobre todo top -3 top2-2.
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Por lo tanto y a modo de resumen, los frutos de los mutantes top eran en general
mas pequeios que los del silvestre, sobre todo los del doble mutante topl-3 top2-2,
aunque los frutos de los mutantes simples fopl-2 y topl-3 eran bastante variables en
cuanto a su longitud dentro de la misma planta.

Las alteraciones en el tamafo de los frutos pueden reflejar problemas en el
crecimiento del ovario. Por otra parte estas alteraciones podrian ser reflejo de problemas
en la viabilidad de los gametos o bien en la fertilizacion, dando lugar a un menor
numero de semillas. Para determinar si la disminucién de la longitud de los frutos de los
mutantes fop podria deberse a alteraciones en las semillas, se cuantificé el nimero de
semillas en los distintos mutantes fop y se analiz6 el tamafno de las mismas respecto al
silvestre.

El nimero de semillas en los frutos de los mutantes fop era en general menor
que en el silvestre, sobre todo en los dobles mutantes (Fig. [IV-14 A, Grafica). Como ya
se ha mencionado, los mutantes fop presentaban variabilidad en el tamafio de los frutos,
lo que se correlacionaba con el nimero de las semillas por fruto. Asi, los frutos de
menor tamafio presentaban un menor numero de semillas. En algunos casos los frutos
eran de tamafio silvestre y presentaban semillas en igual nimero que éste. No se
encontraron diferencias destacables en el tamafio de las semillas respecto al silvestre

(Fig. IV-14 B).

A B

Fig. IV-14: (A) Grafica comparando el nimero de semillas por fruto de los distintos mutantes
de pérdida de funcion. Se compara con Col-O0.
(B) Comparativa del tamaiio de las semillas de los distintos mutantes top frente a Col-0.
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Como ya se ha mencionado una posible explicaciéon de la disminucion en el
numero de semillas puede ser reflejo de alteraciones que afecten a los gametos, bien a
los masculinos o a los femeninos, por lo que se realizaron cruces reciprocos. La
polinizacion con polen silvestre de ovarios fop mantenia las alteraciones en el tamaiio,
mientras que la polinizacion de ovarios silvestres con polen fop no provocaba
alteraciones en el tamafio de los frutos, por lo que se determind que estos problemas
debian ser en los gametos femeninos.

Se analizaron con hidrato de cloral, que aclara los tejidos, ovarios de los
mutantes fop y no se encontraron diferencias en el nimero de Ovulos respecto al
silvestre, por lo que las alteraciones en el tamafo podrian ser reflejo de problemas en la
fertilizacion provocados quizd por alteraciones en la morfologia del gineceo. Para
estudiar esta posibilidad, se realiz6 un andlisis mas detallado de los frutos de estos
mutantes, prestando gran atencién a las regiones apicales de los mismos, muy
importantes para la correcta fertilizacion.

Morfologia de las regiones apicales del gineceo de los mutantes fop: estilo y papilas

estigmaticas.

En este andlisis se observd que los mutantes fop mostraban defectos en las
regiones apicales de los frutos. Estas alteraciones eran mdas o menos severas
dependiendo del mutante. En la figura IV-15 se muestra el fenotipo caracteristico de las
regiones apicales de los distintos mutantes fop. El fenotipo mas frecuente que se
encontr6 en todos ellos y que dio nombre a la familia, TOWER OF PISA, consistia en
un crecimiento asimétrico de las valvas que provocaba la inclinacion del estilo.

* Mutantes de pérdida de funcion del gen TOP1I:

En los frutos del mutante simple top-3, el fenotipo de crecimiento asimétrico
de las valvas se encontraba presente practicamente en el 100% de los frutos provocando
la inclinacion del estilo en los mismos. Ademas, en un 15% de ellos aparecian defectos
en la fusién del estilo. En los frutos de fenotipo mas severo, el estilo no llegaba a
fusionarse, quedando una estructura aberrante, con un numero reducido de papilas
estigmaticas. En los frutos del mutante simple fopl-2, el crecimiento asimétrico de las
valvas se encontraba presente en un 70% de los frutos, pero no se encontraron frutos
con el estilo sin fusionar. En los frutos del mutante top -4, el crecimiento asimétrico de
las valvas estaba presente en practicamente el 100% de los frutos aunque la inclinacion
del estilo era menos severa que en el caso de topl-3. Ademads, era muy poco frecuente

encontrar estilos que no se habian fusionado correctamente (2%).
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Fig. IV-15: Fenotipo de crecimiento asimétrico de las valvas en los mutantes fop comparado con
Col-0. Se muestran fotos in vivo y micrografias electronicas de barrido. Se observa el estilo inclinado
en los mutantes topl, en algunos casos sin fusionar como en fopl-3 (foto derecha). Estilo mas
alargado en los mutantes de top2. Fenotipo mas severo de los dobles mutantes en los que el estilo no
se fusiona correctamente sobre todo en el doble mutante top -3 top2-2.
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* Mutantes de pérdida de funcion del gen TOP2:

Los frutos de los mutantes de pérdida de funcion del gen TOP2 tenian un
crecimiento asimétrico de las valvas menos severo que los alelos mutantes de TOP1 .

En el caso del mutante fop2-2, esta asimetria estaba presente en un 80% de los
mismos aunque la inclinacion del estilo era menos severa que en el caso de los mutantes
topl. Caracteristicamente el estilo en el 100% de los frutos era mas alargado que en el
silvestre. Los frutos del mutante fop2-1 tenian fenotipos menos severos que top2-2,
tanto en el crecimiento asimétrico de las valvas, que estaba presente en un 70% de los
frutos como en la longitud del estilo que era menor.

* Mutantes de pérdida de funcion simultanea de los genes TOP1 y TOP2:

El doble mutante topl-3top2-2 tenia el fenotipo mas severo de todos. En los
frutos de las plantas fopl-3 top2-2, la aparicion de estilos no fusionados ocurria en un
80 % de los mismos; ademas, el numero de papilas estigmaticas se encontraba muy
reducido en todos los frutos en comparacion tanto con el silvestre como con los
mutantes simples. En el doble mutante top -4 top2-2, el porcentaje de frutos con estilos
sin fusionar no era tan elevado (2%) como en el caso del doble mutante top -3 top2-2.
El 100% de los frutos tenian crecimiento asimétrico de las valvas, lo que provocaba la
inclinacion del estilo. Ademas, los estilos eran alargados como en el caso del mutante
top2-2.

El hecho de que los dobles mutantes tuvieran un fenotipo mas severo que los
mutantes simples por separado podria indicar que TOPI y TOPZ2 actuaban de forma
redundante o parcialmente redundante en la formacion de los tejidos apicales del
gineceo.

A continuacion se muestra un resumen de los fenotipos de los distintos alelos
mutantes fop ordenados en funcidn del grado de severidad que mostraron los mismos.

* Grado de fusion del estilo:

Wt =topl-2 =top2-1 = top2-2 > topl-4 = top1-4 top2-2 > top1-3 >top1-3 top2-2.

* Longitud del estilo: No se tienen en cuenta los alelos con problemas en las
fusion del estilo.
top2-2 > top2-1>topl-2 > Wt

* Crecimiento simétrico de las valvas:

Wt > top2-2 >top2-1 = topl-2 > topl-4 > topl-4 top2-2 > topl-3 > topl-3 top2-2

76



RESULTADOS

Los defectos en la formacion de las regiones apicales del fruto, también se
ponian de manifiesto en el interior de los mismos. Asi, el septum, la pared que separa
internamente los dos 16culos del ovario y por donde discurre el tracto de transmision, no
se desarrollaba correctamente en los mutantes fop. En la figura IV-16 se muestran fotos
a la lupa de los septa de los dobles mutantes topl-3 top2-2 'y top1-4 top2-2. En éstos las
regiones apicales del septum no se fusionaban, al contrario de lo que ocurria en el
silvestre. Estas alteraciones también podrian afectar a la correcta fertilizacion de los
frutos. Los mutantes simples no presentaron defectos en el septum (datos no

mostrados).

Fig. IV-16: Defectos en la fusién de las regiones
apicales del septum de los mutantes fop comparado con
el silvestre.

(A) Col-0.

(B) top1-3 top2-2.

(C) topl1-4 top2-2.

Como se ha descrito en el apartado de los antecedentes los frutos de la linea
topl-1D presentaban similitudes con los del mutante fruitfull. Puesto que FUL es
necesario para el correcto establecimiento del patron medio-lateral del fruto,
permitiendo la correcta diferenciacion de la valva y la zona de dehiscencia [Ferrandiz,
1999 #1230], cabia esperar que los mutantes fop presentaran alteraciones a este nivel.
Sin embargo, como se acaba de describir, el andlisis de la morfologia de los frutos de
los mutantes top indicaba que las alteraciones que €stos presentaban se localizaban en
las regiones apicales, en concreto en el estilo y el estigma. Mutaciones en los genes
SPT, STY/SHI, LUG, SEU provocan fenotipos en las regiones apicales del gineceo
similares a las de los mutantes top, apareciendo las regiones apicales reducidas en
tamafo. Al contrario, mutaciones en el gen ETT producen un aumento de las regiones
basales del gineceo (ginoforo) y de las regiones apicales (estilo estigma), y una

disminucidn del ovario.
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Ya que parecia que los genes TOPI y TOPZ2 afectaban al desarrollo de las
regiones apicales del gineceo, se realizdé un estudio mas detallado de las mismas para
determinar por una parte, los primeros estadios donde se ponian de manifiesto los
defectos y por otra, revelar otros posibles aspectos del fenotipo en el gineceo. Este
estudio incluyo:

- estudio de la ontogenia del gineceo.

- estudio de los tipos celulares en el gineceo.

2-2-2. Estudio comparativo de la ontogenia del gineceo silvestre y el gineceo de los
mutantes zop.

Para determinar a partir de qué estadio de desarrollo se ponian de manifiesto las
anomalias en el gineceo de los mutantes fop, se decidid llevar a cabo un estudio de
ontogenia. En éste se compararon carpelos de los mutantes top con carpelos silvestres
(Col-0) en distintas etapas de desarrollo (Fig. IV-17).

Los estadios de desarrollo del gineceo se resumen en la tabla X de la
introduccion a partir de lo descrito en [Ferrandiz, 1999 #1230].

En los mutantes simples fopl-3, topl-4 y top2-2 no se detectaron alteraciones
apreciables en la ontogenia del gineceo en estadios previos al 10 excepto en algunos
frutos del mutante fop -3 con fenotipo mas severo (datos no mostrados). En estadio 10
topl-3 ya mostraba defectos en el crecimiento de las regiones apicales (Fig. [V-17 A)
Posteriormente en estadios previos a la antesis (11-12) (Fig. IV-17 B) el crecimiento
asimétrico de las valvas era evidente en todos los mutantes simples top. Los dobles
mutantes topl-3 top2-2, sin embargo, mostraron alteraciones en la ontogenia del
gineceo en estadios previos al estadio 10 (datos no mostrados) y evidentes en este
estadio (Fig. IV-17 A), provocando que ya a partir del estadio 11 donde el estilo
comienza a diferenciarse y sobre todo en el 12 donde ya se distingue con mas claridad,
se pudiera observar el fenotipo del estilo no fusionado (Fig.IV-17 B) . Este fenotipo era
muy evidente en el estadio 13 (antesis), en el que ocurre la fertilizacion (Fig. IV-17 C).

Asi, se determino que los fenotipos observados en el fruto de los mutantes fop
eran debidos a alteraciones producidas durante el desarrollo del gineceo, en estadios

previos a la fertilizacion.
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Fig. IV-17: Ontogenia de los carpelos
silvestres comparada con los mutantes

top.

(A) Estadio 10.

(B) Estadio 11-12.

(C) Estadio 13 , antesis.

2-2-3. Estudio de los tipos celulares en el gineceo de los mutantes zop.

Para revelar otros posibles aspectos del fenotipo en el gineceo de los mutantes
top se realizod un analisis que incluyd; el estudio de la morfologia de la epidermis del
gineceo, asi como la organizacion interna y los posibles defectos en el desarrollo

vascular del mismo en los distintos mutantes fop.

Estudio morfoldgico de las células de la epidermis del gineceo de los mutantes top.

Este andlisis mediante imagenes de microscopia electronica de barrido revelo
que, aparte de los caracteristicos fenotipos tower of pisa que afectan al estilo y estigma
del mismo, los mutantes fop no parecian estar alterados en otras regiones del gineceo.
Asi, el replum en todos ellos era normal, la zona de union a nivel basal entre las valvas

y el replum tampoco estaba alterada, y tampoco lo estaba el ginéforo (no se muestra).
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El analisis del resto de verticilos florales de los mutantes top no reveld

alteraciones ni en los sépalos, los pétalos ni en los estambres de los mutantes fop (Fig.

IV-17).

Estudio de la organizacion interna del gineceo de los mutantes fop.

Como ya se ha descrito previamente en la linea top/-1D la sobreexpresion de
TOPI provocaba frutos con fenotipo parecido a los del mutante ful; en este mutante la
valva adquiere caracteristicas propias de la zona de dehiscencia lignificandose
ectopicamente por lo que los patrones de lignificacion se encuentran alterados debido a
la expresion ectopica de los genes de identidad de margen de valva en la valva de los
mutantes ful [Ferrandiz, 2000 #1242].

Con el fin de conocer si los mutantes fop presentaban alteraciones en el correcto
desarrollo de estos tipos celulares, se analizo la estructura del eje medio-lateral de los
frutos de los mutante fop, asi como los patrones de lignificacion en la zona de

dehiscencia y la capa enb de los mismos mediante el analisis de cortes histoldgicos.

Como se describe en la introduccion, la dehiscencia en Arabidopsis estéa ligada a
la lignificacion especifica de ciertos tejidos en el fruto maduro, la capa lignificada (LL,
Lignified Layer) que se encuentra dentro del margen de valva, y las células del
endocarpob (enb) que se encuentran el las valvas. Estas zonas lignificadas son
necesarias para provocar las tensiones mecénicas durante la desecacion del fruto que
ayudan a la separacion de las valvas. En la figura IV-18 se muestra un corte transversal
de un fruto de Arabidopsis coloreado para explicar las distintas regiones de la zona de
dehiscencia.

Para analizar posibles alteraciones en el desarrollo del eje medio-lateral de los
frutos de los mutantes top, se incluyeron en parafina frutos de estadio 17B tardio y se
realizaron cortes histologicos transversales que se tifieron con floroglucinol. Esta
sustancia tifie especificamente de color rosado las células lignificadas. En el estadio 18
la lignificacion de las capas LL y enb es mas evidente que en el estadio 17B pero resulta
mas complicado la imbibicién de las muestras en parafina puesto que los frutos se

abren con mas facilidad.
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Fig. IV-18: Esquema de la zona de dehiscencia de
un fruto silvestre.

Margen de valva: formado por la zona lignificada
(LL) y la zona de separacion (SL).

Las valvas se han coloreado en verde y el replum en
amarillo, las células lignificadas se muestran en
color rojo.

No se encontraron diferencias ni en la zona de dehiscencia ni en los patrones de
lignificacion de los frutos de los mutantes simples topl-3 y top2-2 respecto al ecotipo
silvestre (Fig. IV-19). Tampoco se observaron cambios ni en los tipos celulares ni en el
numero de células que forman el fruto. El fruto del doble mutante topl-3 top2-2 sin
embargo, era de menor grosor que el del silvestre y se observd que en algunas zonas la
capa enb estaba formada por dos filas de células, en vez de la fila unicelular que

presenta el ecotipo silvestre (Fig. [V-20).

Fig. IV-19: Secciones transversales de frutos tefiidos con Floroglucinol para la deteccion de
lignina. Detalle de la zona de dehiscencia. La barra de escala corresponde a 50um.

Por lo tanto, no se encontraron alteraciones destacables en la zona de
dehiscencia de los mutantes top, si bien no se descartdé que una posible redundancia
funcional entre miembros adicionales de la familia TOP enmascarara las alteraciones

que pudieran existir a este nivel.
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Fig. IV-20: Seccion transversal de un fruto tefiido con Floroglucinol para la deteccion de
lignina. Comaparacion de Columbia con fop -3 top2-2.

Se marca con flechas las zonas de la capa enb formadas por dos capas de células en los mutantes
top1-3 top2-2.

Estudio del desarrollo vascular del gineceo de los mutantes fop.

Como ya se ha descrito, tanto las lineas que sobreexpresaban el gen TOPI como
los mutantes de pérdida de funcion de los genes TOPI y TOP2 tenian fenotipos que
sugerian una posible relacion con las vias de sefalizacion por auxinas. Ya que éstas
juegan un papel muy importante en el desarrollo de los haces vasculares [Mattsson,
1999 #1288] [Sieburth, 1999 #1744] revisado por [Berleth, 2000 #1339], se realiz6 el
analisis de los mismos tanto en el gineceo como en el fruto de los mutantes fop con el

fin de conocer si éstos sufrian alteraciones.

Fig. IV-21: Haces vasculares en gineceo silvestre en antesis.
Figura obtenida de Nemhauser et a/ 2000.

m: Haces vasculares mediales.

1: Haces vasculares laterales.

stx: Xilema estilar, donde terminan los haces mediales.

* Punto de bifurcacion primaria de los haces mediales.

El gineceo silvestre (Fig. IV-21) posee cuatro venas principales internas; dos
mediales y dos laterales. Las venas laterales (Fig. IV-21 ) se desarrollan a lo largo de

las valvas y terminan en la frontera entre el ovario y el estilo. Las venas medias (Fig.
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IV-21 m) se desarrollan a lo largo del replum, se bifurcan una primera vez antes de
llegar al estilo (bifurcacion primaria) y una segunda vez en la unidn entre el ovario y el
estilo (bifurcacion secundaria). A este nivel, las venas se dividen para formar un
abanico continuo de haces vasculares (Fig. IV-21 stx) que llega al estigma. Este patron,
que se desarrolla en el gineceo, se mantiene posteriormente en el fruto [Sessions, 1995
#857].

Como se puede apreciar en la figura IV-22 los mutantes fop tenian alteraciones
en la vasculatura del gineceo. En los mutantes topl-3 y topI-4, la cantidad de haces
vasculares que llegaba al estigma era menor que en el gineceo silvestre; ademas, tanto
las bifurcaciones primarias como secundarias de los haces mediales se producian a
nivel mas basal que en el silvestre. El mismo tipo de alteraciones se encontraron en los
mutantes top2-1 y top2-2 aunque en el caso de top2-1 eran menos severas que en el
resto de mutantes simples. En el doble mutante topl-4 top2-2, las bifurcaciones
también se producian a un nivel mas basal que en el silvestre y el numero de haces
vasculares que llegaba al estigma era menor que en los mutantes simples. En el doble
mutante fop -3 top2-2 las alteraciones eran todavia mas severas, la mayoria de las veces
la bifurcacion primaria ocurria a niveles muy basales, en la zona de la mitad del ovario
o incluso mas abajo y no se encontraban los haces vasculares que irrigan el estigma
(Fig. 1V-22). Los distintos alelos mutantes fop también mostraron defectos en el
desarrollo de las venas laterales, en general, éstas no llegaban a desarrollarse hasta la
zona apical de la valva (Fig. IV-24, color rojo).

En la figura IV-23 A se muestra un gineceo silvestre en el que se sefialan los
distintos tejidos que lo forman. En la figura IV-23 B se muestra un esquema
comparando las alteraciones en el desarrollo de los haces vasculares mediales en el
gineceo silvestre y en los mutantes de pérdida de funcion de los genes TOP1'y TOP2.

Este tipo de alteraciones también se producen en plantas silvestres tratadas con
inhibidores del transporte polar de auxinas como el NPA (N-1-naphthyphthalamic acid)
[Nemhauser, 2000 #1289] y en mutantes como spt [Heisler, 2001 #1281] y sty [Kuusk,
2002 #1935] que tienen alteraciones en el eje apical-basal del gineceo parecidas a las de
los mutantes fop. Por otra parte, mutantes como etf que presentan un fenotipo en el fruto
opuesto en cierto modo al de los mutantes fop de proliferacion de tejidos apicales (estilo
y estigma), las alteraciones en los haces vasculares provocan que los haces mediales y

laterales sean dificilmente distinguibles [Nemhauser, 2000 #1289].
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Fig. IV-22: Haces vasculares en distintos gineceos fop en antesis.

Se muestran fotografias de gineceos en antesis in vivo y aclarados con hidrato de cloral. De
izquierda a derecha : Col-0, topI-3, topl-4, top2-1 y top2-2. Abajo de izquierda a derecha fopl-4
top2-2 y topl-3 top2-2. Las flechas en amarillo sefialan la bifurcacion primaria de los haces
mediales, las flechas en rojo sefialan la bifurcacion secundaria y en aziil se ha marcado una linea
para indicar la cantidad de haces vasculares que irrigan el estigma. Las flechas en verde sefialan
donde terminan las venas laterales. NOTA: en topl-3, topl-4 'y topl-4 top2-2 la terminacion de las
flechas laterales ocurre en una zona mas basal de la que se muestra en la fotografia por ese motivo
las flechas verdes sefialan hacia abajo.

Se puede observar como los haces vasculares se bifurcan mas abajo en los mutantes simples top
que en Col-0, ademas la cantidad de xilema estilar es menor. En los dobles mutantes los defectos
Son mas severos.

Fig. IV-23: Esquema de los
haces vasculares mediales.
Se muestra un resumen
esquematico del patron de
desarrollo de las venas
mediales en los mutantes top
y en el gineceo silvestre. Se
muestra la localizacion mas
basal de las bifurcaciones de
los haces en los mutantes top.
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Fig. IV-24: Gineceo en antesis aclarado con Hidrato de cloral de los distintos mutantes fop. Se
compara con el silvestre. Las venas laterales se han coloreado en rojo y las venas mediales en
amarillo. El abanico de haces que irrigan el estigma se ha coloreado en azul.
Puesto que el gineceo de los mutantes top presentaba alteraciones en el
desarrollo vascular, quiza éste también estuviera alterado en otros 6rganos de la planta.
Para determinar si este era el caso, se llevd a cabo un analisis de los haces vasculares

del tallo, los cotiledones, las hojas y las raices. Asi como posibles alteraciones

morfoldgicas en los mismos.

2-2-4. Descripcion de las alteraciones en el desarrollo vegetativo de los mutantes

top.

Alteraciones en el tallo.

En un corte transversal del tallo de Arabidopsis podemos encontrar,
externamente, una capa celular inica de epidermis; en el medio, tres o cinco capas de
cortex y, a continuacion , la endodermis; interiormente, se encuentran de 4 a 7 nudos
vasculares que circunscriben la médula central de células parenquimaticas (Fig. IV-25).
El tejido vascular en el tallo se presenta como anillos de venas separadas. Este patron de
las venas del tallo sirve para dos funciones fundamentales; produce un eje apical-basal
para el transporte de material y conecta con las venas de los 6rganos laterales. Entre los
haces vasculares se encuentran las células interfasciculares que, aunque lignificadas, no
se consideran parte del tejido vascular. El floema ocupa la parte externa del haz vascular

y el xilema la interna. El floema y el xilema se encuentran separados por una o dos
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lineas de cé€lulas de procambium [Turner, 2003 #2093] (Fig. IV-25)

Fig. IV-25: Esquema del tallo de
Arabidopsis. Se han coloreado los distintos
tejidos. Se muestra la leyenda
correspondiente a cada tejido.

Se analizaron cortes transversales de las regiones de tallo comprendidas entre el
cuarto y el quinto entrenudo del mutante simple fop/-3 y del doble mutante topl-3
top2-2, asi como un control con el ecotipo silvestre Col-0. Las muestras fueron
embebidas en resina y los cortes fueron tefitdos con Azul de toluidina, para destacar las
células lignificadas en color azul claro (Fig. [V-26).

No se encontraron diferencias entre el silvestre y los mutantes fop en cuanto al
patron de los haces vasculares, tampoco respecto a los tipos celulares ni a la
organizacion de los mismos en el tallo, ni respecto al patrén de lignificacion del
mismo. Sin embargo, el doble mutante fopl-3 top2-2 presentaba un tallo un 20% mas
estrecho que el silvestre.

Existen muy pocos mutantes que tengan alteraciones en el tallo y que mantengan
un meristemo apical normal. Este hecho puede indicar que muchos de los genes que
controlan este aspecto también tienen funciones en el desarrollo temprano, por lo que no
se podria observar el fenotipo en el tallo provocado por alteraciones en la funcion de los
mismos [Turner, 2003 #2093]. No parecia que este fuera el caso de los genes TOP,
aunque el grado de redundancia existente entre los miembros de la familia TOP podria

enmascarar los posibles fenotipos en el tallo.
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Fig. IV-26: Secciones transversales de tallo tefiidas con Azul de Toluidina para la deteccion de
lignina.

Cortes realizados en tallos incluidos en resina. Las células lignificadas aparecen en color azul claro-
verdoso.

(i) Células interfasciculares. (f) Floema. (x) Xilema.

(A) Columbia. (D) Detalle de los haces vasculares.

(B) top1-1. (E) Detalle de los haces vasculares.

(C) topl-1/top2-2. (F) Detalle de los haces vasculares.

Alteraciones en cotiledones y hojas.

Siguiendo con el analisis de los haces vasculares de los mutantes fop, se analizo
el patrén de los mismos en los cotiledones.

El patron de desarrollo de las venas en los cotiledones y en las hojas es
relativamente sencillo y facil de visualizar, lo que ha permitido la identificacion de
diversos mutantes afectados en su desarrollo [Candela, 1999 #1972]. El patron de las
venas (haces vasculares) de los cotiledones consiste en una serie de venas primarias y
venas secundarias (Fig.IV-27) que se desarrollan de forma continua sin dejar espacios
entre ellas [Carland, 1999 #1743]. Las cé¢lulas vasculares derivan de las células del

procambium [Sieburth, 1999 #1744][Mattsson, 1999 #1288].
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Fig. IV-27: Esquema de los haces vasculares en los cotiledones
de plantas silvestres.

(1°) Venas primarias.

(2°) Venas secundarias.

Como se puede apreciar en la figura IV-28, tanto el mutante simple fopl-3
como el doble mutante top -3 top2-2 presentaban alteraciones en el patron de los haces
vasculares de los cotiledones. Las venas no llegaban a fusionarse del todo, dejando
espacios entre ellas (islas vasculares), al contrario de lo que ocurria en los cotiledones
del silvestre. El mutante simple fop -4 no mostro alteraciones en el patréon de las venas

de los cotiledones.

Fig. IV-28: Patrones de los heces vasculares en cotiledones clareados con hidrato de cloral.
Barra de escala corresponde a 500um. las flechas rojas indican “islas vasculares”.

(A) Columbia (B) topI-3. Se puede observar la disrupcion de las venas (C) top1-4 (D) top1-3 top2-2.
Se puede observar la disrupcion de las venas.

Por otra parte, también se analiz6 el patron de los haces vasculares en hojas, no
observando en este caso diferencias tan apreciables como en el caso de los cotiledones
(datos no mostrados).

Ya que las islas vasculares suelen aparecer en lugares donde deberia

desarrollarse una vena [Carland, 1999 #1743][Deyholos, 2000 #1277][Koizumi, 2000
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#1286], las alteraciones en la vasculatura de los cotiledones que presentaban los
mutantes top podrian reflejar alteraciones en la produccion, percepcion o transduccion
de una sefial positiva en la via de desarrollo de las mismas que permita el correcto
desarrollo del patron de las venas. Se ha postulado que un fuerte candidato para esta
sefal positiva es la hormona auxina [Cheng, 2006 #1962].

Algunos mutantes alterados en el patron de los haces vasculares de las hojas,
como as! y as2, presentaban también defectos en la forma de las hojas, siendo éstas
lobuladas [Byrne, 2000 #1402] [Ori, 2000 #1897] [Semiarti, 2001 #1750] [Candela,
1999 #1972]. Se realizé el andlisis de las hojas de roseta de los distintos mutantes top
para determinar si éstas estaban alteradas.

No se encontraron diferencias en el fenotipo de las hojas de roseta de los
mutantes top respecto al silvestre (Fig. IV-29). Este hecho podia ser debido bien a que
no tuvieran funcidén en estos 6rganos o bien a que la redundancia funcional de los
distintos miembros de la familia 7TOP enmascarase posibles alteraciones. En analisis
posteriores realizados en nuestro laboratorio, en los que se han conseguido mutantes de
pérdida de funcidn de los cuatro miembros de la familia TOP, si que se han observado
en €stos alteraciones en la forma de las hojas de la roseta, presentando éstas una forma

lobulada (datos no mostrados).

Fig. IV-29; fenotipo de las hojas de roseta de los distintos mutantes fop comparadas con el silvestre.
No se encontraron diferencias apreciables.
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Alteraciones en la raiz de los mutante fop.

Como se ha mencionado en los antecedentes, la sobreexpresion de TOPI
provocaba un aumento en el numero de raices laterales, asi como una disminucion de su
longitud. Estas alteraciones estdn presentes en muchos mutantes relacionados con las
respuestas a auxinas (revisado en [Scheres, 2002 #2103]). Ademas, la aplicacion
exogena de auxinas produce un aumento de las raices laterales en plantas silvestres,
representando el regulador principal del desarrollo de las mismas [Casimiro, 2001
#1959]. La fuente principal de sintesis de auxinas se localiza en la zona meristematica
de la raiz principal y en las raices laterales en desarrollo [Ljung, 2005 #2105].

Para analizar si los mutantes fop presentaban alteraciones en el nimero y/o
longitud de las raices, se determino el nimero de raices laterales de 20 plantas de cada
uno de los mutantes fop y se midi6 su longitud. Todos los mutantes fop presentaban una
reduccidn en el namero de raices laterales, en comparacion con el silvestre, siendo mas
severa en el doble mutante topl-3 top2-2. Ademads, éstos también presentaban una
disminucion en la longitud de las raices principales (datos no mostrados).

Puesto que algunos mutantes identificados inicialmente por el desarrollo
alterado de la vasculatura de las hojas también mostraron defectos en el tejido vascular
de las raices, se analiz6 el patron vascular en las raices de los mutantes fop mediante
tratamientos con hidrato de cloral, que aclara los tejidos, pero no se encontraron
diferencias respecto al silvestre (datos no mostrados).

Para ver si las alteraciones en el numero de raices de los mutantes top podrian
ser debidas a alteraciones en el meristemo radicular se analiz6 la organizacion celular
de las raices en los mutantes top mediante tratamientos con hidrato de cloral.

El la figura IV-30 se muestra un esquema de una imagen longitudinal de la raiz
de Arabidopsis con los distintos tipos celulares coloreados.

Los resultados indicaron que, ni el tipo celular ni el numero de células de la

raiz estaban alterados en los mutantes fop, en comparacion con el silvestre (Fig. [V-30).
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Fig. IV-30: Raices clareadas con hidrato de cloral y un esquema de las zonas de la raiz.

Se muestra el meristemo radicular.

No se observan cambios apreciables en la estructura de las raices de los mutantes fop respecto al

silvestre. NOTA: la ausencia de capa lateral en algunos mutantes es por pérdida de la misma

durante el procesado de la muestras.

Todos estos resultados sugerian que las alteraciones en las raices que

presentaban los mutantes fop podrian estar mas relacionados con la sefalizacion
hormonal, quiza con las auxinas, que con la determinacion de la identidad de los tipos

celulares.
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2-3. Estudio de la expresion de los genes TOP.

Para analizar el patrén de expresion de los genes TOP en la planta, se realizaron
experimentos de hibridacion in situ de RNA de TOPI y TOP2. Por otra parte, se generod
la construccion TOP1,,,::GUS para analizar el patron de expresion del gen delator en la
planta. Esta ultima construccion se utilizd posteriormente como herramienta para

estudiar cambios en la expresion del gen delator en distintos fondos mutantes.

2-3-1. Localizacion del mRNA de TOP1 y TOP2 mediante hibridacion in situ.

Para determinar el patron de expresion del gen TOPI se realizoé un experimento
de hibridacion in situ de RNA en el fondo Col-0 en distintos estadios del desarrollo de
la inflorescencia. Posteriormente se realiz6 el mismo experimento para TOP2.

La expresion del mRNA de TOPI se localizdo a nivel bajo en el meristemo
inflorescente, mientras que se detectd a niveles mas altos en los primordios florales en
estadios tempranos de desarrollo (del 1 al 2). Conforme éstos se desarrollaban se
acumulo la expresion en la zona distal, en un pequeiio dominio de la capa L3 (Fig. IV-
31 Al). En estadios posteriores se localizo la expresion en todos los primordios de los
distintos organos de la flor. En la figura IV-31 A2 se muestra la localizacién de la
expresion en el primordio de los estambres. Conforme los distintos Organos se
desarrollaban ( estadios del 3 al 6) la expresion que en un principio era uniforme (Fig.
IV-31 A3 y A4), se acumulaba posteriormente en la zona apical de los distintos 6rganos
(Fig. IV-31 AS) y en la zona de abscision de los organos florales (Fig. IV-31 A6). A
partir del estadio 6 la expresion quedd delimitada en la zona apical del carpelo y de los
estambres (Fig. IV-31 A7). La expresion en la zona apical del carpelo se observo tanto
en estadios previos a la fusion del gineceo (Fig. IV-31 A 8), que ocurre en el estadio 10,
como en los posteriores (Fig. IV-31 A9). En la figura IV-31 A 8 también se puede
observar una fuerte expresion en los 6vulos. En estadios posteriores al cierre del
gineceo (Fig. IV-31 A9) la expresion de TOP! se localiz6 en el estilo, en el estigma, en
los 6vulos y en la zona apical del tracto de transmision.

La expresion del mRNA de TOP2 se localizd esencialmente en las mismas
zonas y estadios de desarrollo que TOP! (Fig. IV-31 B).

El patron de expresion de TOP1 'y TOP2 parecia coincidir tanto con regiones de
emergencia de Organos como con zonas en las que se estuviera produciendo una
proliferacion celular. Por otra parte, teniendo en cuenta los fenotipos de los mutantes de

pérdida de funcion de los genes top el patron de expresion de TOPI y TOP2 era
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coincidente con las zonas afectadas en los mismos como las regiones apicales del
gineceo. Indicando el posible papel de los genes fop en el desarrollo del gineceo sobre
todo de dichas regiones. Sin embargo la falta de defectos en otros verticilos de la flor y
en el meristemo inflorescente contrastaba con el patron de expresion claro en dichas

zonas, quiza reflejo de la redundancia funcional dentro de los genes TOP.

Fig. IV-31: Localizacion del mRNA de TOPI (A) y TOP2 (B) mediante hibridacion in situ.

(A1) Expresion en el meristemo inflorescente y en los primordios florales, la flecha indica expresion en la
capa L3 del primordio floral. (A2) Las flechas indican expresion en los primordios de los estambres.
(A3)Se observa la expresion en los primordios de los distintos 6rganos florales. (A4) Expresion uniforme
en los distintos drganos florales. (A5) Se observa la expresion en las zonas apicales de los distintos drganos
florales. (A6) Las flechas indican la expresion en la zona de abscision de los drganos florales. (A7)
Expresion en la zona apical del carpelo y de los estambres. (A8 y A9) expresion en la zona apical del
carpelo y en los 6vulos. La flecha en A9 indica expresion en la zona apical del tracto de transmision.

(B1) La flecha indica expresion en el primordio floral. (B2) Expresion en el meristemo inflorescente
(flecha) y uniforme en los distintos 6rganos florales (B2, B3 y B4). (B5) La expresion se localiza en las
regiones apicales del carpelo y en los 6vulos.
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2-3-2. Generacion de la construccion pMTS (TOP1,,::GUS) y analisis de expresion
del gen delator en planta.

Se realiz6 la construccion pMTS5, que consistid en una fusion traduccional de
2,7Kb de la region reguladora 5°del gen TOP1, que incluia el primer exén no traducido,
el intron y el segundo exon hasta el ATG, al gen delator de la -glucuronidasa (GUS).
Se analizo la expresion del gen delator en distintas partes y estadios de desarrollo de la
planta, estudiando con maés detalle aquellas en las que los mutantes de pérdida de
funcion de los genes TOP estuvieran alteradas.

Patron en 6rganos reproductivos.

*Patron durante el desarrollo de la flor y del fruto.

Fig. IV-32: Patrén de expresion de
TOPI,,,::GUS durante el desarrollo de la
flor y del fruto.

i: meristemo inflorescente. Los numeros
indican distintos estadios de desarrollo floral.
n: nucelo, i/e: integumentos interno/externo,
f: funiculo, s: septum y tt: tracto de
transmision.

(A)Expresion en el meristemo inflorescente (flecha roja) y en los primordios del meristemo floral
(estadio 1-2, flecha negra). (B) Expresion en flores de estadio3. Expresion mas intensa en zonas
adaxiales (flechas). (C) Flor de estadio 4, expresion mas intensa en la zona apical de los sépalos. (D) La
expresion mas intensa en la zona del primordio del gineceo. (E y F) Expresion uniforme en los distintos
organos florales, menos intensa en los sépalos. (G y H) Expresion maés intensa en las zona apicales de
los distintos o6rganos florales y en la zona de abscision de los mismos (flecha en G). La flecha en H
indica expresion en el tejido placentario. (I) Expresion muy intensa en la zona apical del carpelo. (L) No
se detecta expresion en los sépalos. Expresion muy fuerte en évulos y en la region apical del gineceo.
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Cont.: (H) Expresion mas intensa en las regiones apicales de los ovulos y en el septum. (N)
Expresion en el tracto de transmision (tt). (O) Las flechas indican expresion en la zona apical de los
pétalos. (P) Expresion en el margen de los pétalos (flecha). (Q) Flor en antesis. Se localiza expresion
en la zona de abscision de los érganos florales y en los 6vulos. Se observa expresion en el polen. (R)
Detalle de la zona de abscision de los 6rganos florales (fruto de estadio 16). (S) expresion en los
embriones (fruto de estadio 16).

La expresion del gen delator se localizod en todo el meristemo inflorescente y en
el primordio del meristemo floral en estadios tempranos del desarrollo de la flor (1-2)
(Fig. IV-32 A). En flores de estadio 3 se detecto la expresion con mayor intensidad en la
zona cercana al meristemo inflorescente (adaxial) (Fig. IV-32 B). En flores de estadio 4
(Fig. IV-32 C) se observo la expresion con mayor intensidad en la zona apical de los
sépalos. Posteriormente, conforme la flor se desarrolld y el meristemo floral se
expandié para dar lugar a la plataforma donde se formaria el gineceo (estadio 5), la
expresion continud siendo generalizada en toda la flor, aunque mas intensa en los
primordios de los pétalos y estambres y en la zona donde se formaria el gineceo (Fig.
IV-32 D).

En estadios 6 (Fig. IV-32 E), cuando los sépalos engloban la flor y el gineceo
comienza a formarse, y en estadio 7 (Fig. IV-32 F), cuando aparece el pedinculo de los
estambres mediales, se detectd la expresion del gen delator en todos los verticilos
florales, aunque en los sépalos la expresion era mucho menos intensa que en el resto de
los mismos. En los pétalos, estambres y carpelos se detectd la expresion con mayor
intensidad en las zonas apicales de los mismos.

Posteriormente, en estadios 7 y 8 , la expresion continud extendida por toda la
flor, siendo mas visible en la zona apical del gineceo y en la zona de abscision de los
organos florales (Fig. IV-32 G y H) asi como el tejido placentario (Fig. IV-32 H). En
estadio 9, previo al cierre del gineceo, se observo la expresion muy intensa en la region
apical del mismo (Fig. IV-32 I). En cortes transversales y en cortes longitudinales se
observo expresion en todas las capas celulares de los distintos drganos, destacandose la
expresion en las regiones apicales (datos no mostrados).

A partir de estadio 10, la expresion continud siendo intensa en las regiones
apicales de todos los verticilos florales, excepto en los sépalos (Fig. IV-32 L). En este
estadio se puede observar la expresion fuerte en los 6vulos. En la figura IV-32 L se
puede también observar la expresion en la zona de abscision de los organos florales. A
medida que los organos florales se iban desarrollando la expresion del gen delator
disminuyo en los pétalos. Asi, en estadios 11 y 12 la expresion se localizd de manera

intensa en el estilo y en el estigma, asi como en los 6vulos. En estadio 11, los 6vulos
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comienzan a desarrollar los integumentos internos (i) y externos (e) entre el nucelo (n) y
el funiculo(f). En cortes transversales, se detectd que la expresion en Ovulos, se
concentraba en las regiones apicales, en el nucelo (Fig. IV-32 M). También se localiz6
expresion en la region del septum (s)(Fig. IV-32 M). En cortes longitudinales, se
observo expresion en la zona del tracto de transmision (tt) (Fig IV-32 N). La expresion
del gen delator continud localizada en la zona de abscision de los 6rganos florales y en
las regiones apicales de los pétalos (Fig. IV-32 O). En los cortes transversales también
se observaba que la expresion en los pétalos estaba localizada en el margen de los
mismos (Fig. IV-32 P)

A partir de estadio 13 (antesis) (Fig IV-32 Q), la expresion quedd delimitada en
los 6vulos y en la zona de abscision de los Organos florales. Se observo también
expresion en polen. Por altimo, en frutos de estadio 16, la expresion se restringia a la
zona de abscision de los organos florales (Fig IV-32 R) y a los embriones (Fig. IV-32
S).

Como se puede observar el patrén de expresion que refleja el gen delator GUS
en las lineas pMT5 concuerda con el descrito mediante los experimentos de hibridacion
in situ de mRNA, sin embargo la sefial GUS permanece en los distintos tejidos durante
mas tiempo a lo largo del desarrollo, esto puede ser debido a que la estabilidad de la

proteina GUS es mayor que la del mRNA detectado mediante hibridacion in situ.

*Patron durante el desarrollo de los 6vulos y semillas.

Se continuo con el andlisis de las lineas pMTS5 (TOP1 - : GUS) determinando el
patron de expresion del gen delator en los 6vulos y semillas.

La expresion del gen delator se localizé en los 6vulos en estadios tempranos de
desarrollo (gineceo en estadio 11) con mayor concentracion en las zonas distales (Fig.
IV-33 A). En 6vulos mas desarrollados, (gineceo en estadio 12) la expresion era ubicua
(Fig. IV-33 B).

Desde los primeros estadios de desarrollo de la semilla tras la fertilizacion,
cuando el embrion comienza a dividirse (Fig. IV-33 C), hasta estadios mas avanzados,
la expresion del gen delator solo se localizé en el embrion, no observandose expresion
en la testa (capa materna) ni en las células del suspensor (hipéfisis) en ningun estadio.

En embriones de estadio globular (Fig. IV-33 D) la expresion se detectd de
manera homogénea en los mismos. Este patron se repitié en semillas con embriones de

estadio corazén (Fig. IV-33 E y F). En embriones de estadio torpedo la expresion,
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aunque generalizada, se localiz6 con mayor intensidad en la zona apical de los mismos,
que daré lugar a los cotiledones y con menor intensidad en la zona que daré lugar a la
raiz (Fig. IV-33 G). En embriones desarrollados de estadio cotiledon (Fig. [IV-33 H e I)
la expresion del gen delator se encontraba expandida aunque con menor intensidad en la

zona distal de la radicula.

Fig. IV-33: Patrén de expresion de TOPI,,,::GUS durante el desarrollo de los évulos y las
semillas.

(A) Se observa expresion intensa en las zonas distales de los 6vulos (gineceo en estadio 11). (B)
Expresion en 6vulos del gineceo en estadio 12. (C) La flecha indica la localizaciéon del embrion.
(D) Expresion en embrion de estadio globular. (E y F) Expresion en embrioén de estadio corazon.
(G) Expresion en embrion de estadio torpedo. (H e I) Expresion en embrion de estadio cotiledon.

Las zonas de maxima expresion del gen delator coincidian en general con zonas
de aparicidon/elongacion de nuevos organos (p. €j. 0vulos, embriones, cotiledones). Este
patron también recordaba al descrito para la acumulacion local de auxinas que se ha
detectado en los sitios de iniciacion de los 6rganos incipientes tanto de la raiz como del

tallo [Benkova, 2003 #1943]. El patron de expresion de TOPI sugeria la posible
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relacion con zonas de niveles elevados de auxinas durante el desarrollo de la
inflorescencia. Para determinar si en otros organos de la planta el patron de expresion
también coincidia con zonas de acumulacion de auxinas y/o desvelar nuevos aspectos
del patron de expresion de TOPI, se analizo la expresion del gen delator en distintos
organos de la planta.

Patron en 6rganos vegetativos

*Patron en cotiledones y hojas.

El mutante top -3 y el doble mutante topi-3 top2-2 tenian defectos en los haces
vasculares de los cotiledones, por lo que se podia esperar que los genes TOP se
expresaran en dichas zonas. Ademds, el analisis fenotipico de las lineas de
sobreexpresion y de los mutantes de pérdida de funcion de los genes TOP revelo
posibles implicaciones de éstos en el desarrollo de las hojas y cotiledones. Las hojas de
roseta de la linea fopI-1D eran mas alargadas y estrechas que las de Col-0. Por lo tanto,
se analizé el patron de expresion de la construccion TOP1,,,::GUS tanto en cotiledones
como en hojas de Arabidopsis de fondo Col-0.

En los cotiledones, se observo la sefal del gen delator GUS en células dispersas
por toda la lamina del cotiledon con un maximo de intensidad en el extremo mas distal
de los mismos (Fig. IV-35 A). También se observo una mayor intensidad de la sefial
GUS en el margen del cotiledon en las zonas cercanas al peciolo (Fig. IV-35 A flechas).
La expresion se localizd, en concreto, en la capa de células en empalizada que se
encuentra por debajo de la epidermis adaxial (Fig. IV-34 A) [Bohmert, 1998 #1167]. En

esta tltima no se observo expresion (Fig. IV-34 B).

Fig. IV-34: Patron de expresién de TOPI,,,::GUS en cotiledones. (A) Células en empalizada.
(B) Epidermis adaxial.
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Aunque no se ha descrito para cotiledones, esta expresion del gen delator
recordaba a la descrita en [Donnelly, 1999 #1907] para el gen de la cyclin 1 (cycAt) que
pone de manifiesto la existencia de un meristemo intercalar que permite la expansion de
la [amina, en este caso, de la hoja. Este hecho podria involucrar a los genes TOP en los
procesos de proliferacion celular, al menos en los Organos laterales. Por otra parte, la
expresion recordaba a la descrita también en [Donnelly, 1999 #1907] para la existencia
de un meristemo marginal que se encuentra entre el plano abaxial y adaxial de la hojay
que establece la polaridad de la misma, sugiriendo una posible implicacion de los genes
TOP en estos procesos.

En la figura IV-35 B se muestra una plantula de estadio joven (3 dias tras la
germinacion), en la que se observo expresion del delator GUS en toda la hoja, con
mayor intensidad en las regiones distales y en las estipulas (s). La figura IV-35 C
muestra una plantula 9 dias tras la germinacion en la que se puede observar como la
expresion del gen delator va cambiando a lo largo del desarrollo de las hojas. Conforme
la hoja va desarrollandose la expresion que se detectaba uniformemente por la misma va
localizandose en las regiones distales para posteriormente acumularse en los hidatodos
y en el extremo distal. En la figura IV-35 C también se puede observar la expresion en
las estipulas (s) y en el margen de la hoja en las zonas cercanas al peciolo (flecha). Esta
ultima zona de expresion podria coincidir con el meristemo marginal antes mencionado.
En hojas de plantulas crecidas 9 dias tras la germinacion, la expresion quedaba

localizada fundamentalmente en los hidatodos (Fig. IV-35 D) y en el extremo distal.

A B C D

Figura: Patron de expresion de TOP1,,,::GUS en cotiledones y en hojas.

(A) Expresion en cotiledones. (B) Plantula de 3 dias tras la germinacion. (C) Plantula de 9 dias tras la
germinacion. (D) Expresion en hoja.

s: estipulas, H: hidatodos.
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Se ha propuesto que un transporte dirigido de auxinas establece el extremo distal
del primordio de la hoja en desarrollo como sumidero de auxinas [Reinhardt, 2003
#1871], por lo que se genera un gradiente proximodistal de auxinas con su méximo en
el extremo distal del primordio en desarrollo [Benkova, 2003 #1943]. Este méximo de
concentracion puede proporcionar la informacion posicional para el desarrollo de la
vena medial [Zgurski, 2005 #1885]. Conforme se desarrolla la hoja, el extremo distal
pasa de ser sumidero a convertirse en fuente de auxinas. La sintesis de auxinas ocurre
primero en el extremo distal de las hojas y luego en los hiddtodos (en los margenes).

De nuevo, el patron de expresion del gen delator concordaba con zonas descritas
como zonas de mayor concentracion de auxinas, bien por sintesis o por acumulacion de
las mismas, como la punta de los cotiledones y de las hojas, y los hidatodos de las hojas,
volviendo a poner de manifiesto la posible relacion de los genes TOP con las auxinas.
*Patron en la raiz.

La linea top1-1D tenia raices de menor longitud que el silvestre y proliferacion
de raices secundarias . El doble mutante top/-3 top2-2 mostraba una reduccién en el
numero de raices laterales y en la longitud de las principales. Dados estos fenotipos, se
analiz6 la expresion del gen delator en raices.

La raiz de Arabidopsis muestra una anatomia relativamente simple [Dolan, 1993
#283]. Su organizacion radial consiste en lineas de células tnicas de epidermis, cortex y
endodermis que engloban el cilindro vascular central con una organizacion en arcos del
xilema y dos polos opuestos de floema. En la figura [V-36 B se muestra un esquema de
los tipos celulares principales de la raiz de Arabidopsis. En la figura IV-36 A se muestra
las distintas zonas de expansion celular de la raiz. En la zona meristematica las células
son en general isodiamétricas. Conforme atraviesan la zona de elongacion, termina la

expansion radial y comienza la expansion longitudinal [Scheres, 2002 #2103].

Fig. IV-36: Esquemas de la raiz de
Arabidopsis. (A) zonas de
expansion celular de la raiz. (B)
tipos celulares de la raiz.
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Fig. IV-37: Patrén de expresion de TOP1,,,::GUS durante el desarrollo de la raiz.

(A) Plantula de 2 dias tras la germinacion. La flecha roja sefala la raiz principal y la verde la
secundaria. (B) Expresion en las células de la epidermis. (C) No se observa expresion en el centro
quiescente. (D) Expresion en los pelos radiculares. (E) Expresion en la vasculatura de la raiz
principal (flecha). (F) Plantula de 4 dias tras la germinaciéon. (G) Expresion en la zona de
elongacion de la raiz principal en plantulas de 4 dias tras la germinacion. (H) La flecha indica la
expresion en la capa externa de la raiz principal. (I y J) Las flechas indican la expresion en la
epidermis de la raiz. (K) Expresion en la raiz secundaria. (L) La flecha indica la expresion en la
vasculatura de la raiz secundaria.

Se detectd expresion del gen delator tanto en la raiz principal como en las raices
secundarias. En la raiz principal, la expresion del gen delator se localizd en la zona
distal de la misma. En esta localizacion se encuentra el meristemo apical de la raiz o
RAM (de Root Apical Meristem) (Fig. IV-37 A, flecha roja). En estadios tempranos de
desarrollo, aproximadamente 2 dias tras la germinacion, la expresion se observo en las
dos capas de células de la epidermis, no en el centro quiescente (Fig. IV-37 B y C);
también se observo expresion en los pelos radiculares (Fig. IV-37 D) y en la vasculatura
(Fig. IV-37 E). En estadios posteriores de desarrollo, en los que ya se observan las hojas

(Fig. IV-37 F), se observd acumulacion de la expresion en la zona de elongacion (Fig.
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IV-37 G). En cortes transversales y longitudinales de la raiz principal se observo la
expresion en la capa externa de la raiz (lateral root cap) y en la epidermis (Fig. I[V-37 H,
I y J). Estas dos ultimas zonas de expresion concuerdan con las descritas para la
existencia del meristemo basal implicado en la formacion de raices laterales [De Smet,
2007 #2058]. En las raices laterales, se localizo la expresion en estadios muy tempranos
del desarrollo de las mismas (Fig. [IV-37 A, flecha verde), acumulandose posteriormente
en la zona meristematica (Fig IV-37 K); también se observo expresion en la vasculatura
(Fig. IV-37 L, flecha roja).

Este patron de expresion continuaba poniendo de manifiesto la relacion de los
genes TOP con las auxinas, ya que en las zonas donde se expresa TOP1 los niveles de
auxinas son elevados, como ha demostrado la expresioén de la construccion DRS5::GUS
[Benkova, 2003 #1943]. DRS es un promotor sintético que constituye una herramienta
util para monitorizar indirectamente los niveles endogenos de auxinas [Casimiro, 2001
#1959]. En la figura IV-38 A se muestra un esquema de la distribucion de las auxinas
segin lo publicado en [Michniewicz, 2007 #2101]. Sin embargo, la expresion de
TOPI1,,,::GUS en la capa externa de la raiz (lateral root cap) y en la epidermis, mas que
con la de DR5::GUS (Fig. IV-38 D) [Benkova, 2003 #1943], concordaba con la
localizacion de PIN2 (Fig. IV-38 B) [Michniewicz, 2007 #2101] y AUX1 (Fig. IV-38 C)
[Swarup, 2001 #2106], por lo menos en estadios de desarrollo de la raiz de 1-2 dias tras

germinacion.

Fig. IV-38: Esquema comparativo de la distribucion de la auxinas y sus transportadores en la
raiz de Arabidopsis.

(A) Diagrama mostrando las direcciones predominantes del flujo auxinico y la acumulaciéon de
auxinas en el extremo distal de la raiz visualizada por la DR5rev::GFP. Tomado de Michniewicz et
al (07). (B) Diagrama representativo de la raiz de Arabidopsis con flechas indicando la direccion del
transporte de auxinas mediado por PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 y PIN7. Tomado de Michniewicz et al
(07). (C) Imagen del apice de una raiz con sefial GUS de AUXI. Tomado de Swarup et al (01). (D)
Sefial de DR5::GUS en el meristemo central de una raiz lateral madura. Tomado de Benkova et al

10@1).
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La expresion del gen delator en raiz contrastaba con la falta de defectos
evidentes en la raiz, puesto que no se encontraron alteraciones ni en el numero de
células ni en los tipos celulares de la raiz de los mutantes top. De nuevo y de manera
similar a lo que ya se ha descrito para la flor y el fruto, este hecho puede ser debido a
que la redundancia funcional que muestran los miembros de la familia 7TOP enmascare

posibles alteraciones en la raiz.

Patron en otras partes de la planta.

Se detectd expresion del gen delator en el hipocotilo de plantulas en estadios
muy tempranos de desarrollo (3 dias tras germinacion) (Fig. IV-39 A).

En secciones de tallo de plantas adultas no se encontrd expresion del gen delator
(Fig. IV-39 B). Sin embargo, si se localiz6 sefial en la zona de union entre el tallo y los
pedicelos de las flores (Fig. IV-39 C y D), que puede asociarse con la existencia de un

meristemo axilar [Busse, 1999 #2107].

Fig. IV-39: Patrén de expresion de TOP1,,,::GUS en otras partes de la planta.

(A) Expresion en el hipocotilo. (B) No se detectd expresion en el tallo de plantas adultas. (C y D)
Expresion en los meristemos axilares. La figura C muestra un corte transversal del tallo de plantas
pMTS.

2-3-3. Tratamiento con NPA y 2-4D de plantas de la linea pMT35.

Muchos resultados indicaban una posible relacion de los genes TOP con las
auxinas. Para comprobar si la expresion de TOPI,,::GUS variaba al modificar los
niveles de auxinas en la planta, se trataron inflorescencias de plantas pMT5 con 2-4D,

una auxina sintética, y NPA, un inhibidor del transporte polar de auxinas.
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Los inhibidores del transporte polar de auxinas (TPA o PAT en inglés) se han
utilizado durante décadas para interferir en el flujo polar de auxinas, compitiendo
directamente con las auxinas en la union con sus transportadores o provocando que las
células sean incapaces de transportarlas [Michniewicz, 2007 #2101]. La aplicacién de
dichos inhibidores resulta en la acumulacion de las auxinas cerca de la fuente de las
mismas y la retirada de éstas en las cé€lulas localizadas aguas abajo (a cierta distancia)
en el transporte. Los tratamientos con inhibidores del PAT aumentan la pendiente de los

gradientes de auxinas de manera dependiente de la concentracion de los inhibidores.

Fig. IV-40: Tratamientos de las plantas pMT5 con auxinas (2-4D) y con inhibidores del
transporte polar de las mismas (NPA). La flecha indica ausencia de 6vulos en la zona apical del
ovario.

No se encontraron diferencias en la expresion del gen delator en las plantas
tratadas con 2-4D respecto al silvestre (Fig. IV-40 B). Tampoco se encontraron
diferencias en la expresion en las plantas tratadas con NPA. En éstas tltimas no se
detect6 expresion del gen delator en la zona apical del ovario (Fig. IV-40 C, flecha), ya
que tampoco se encontraron 6vulos en dicha zona, probablemente debido al tratamiento
con NPA que puede provocar la pérdida de los mismos [Nemhauser, 2000 #1289].

Por lo tanto, el analisis de expresion de la linea pMTS5 parecia indicar que €sta no
variaba frente a la aplicacion exdgena de auxinas ni al inhibir el transporte polar de las
mismas, sugiriendo que los genes TOP no respondian a las concentraciones de auxinas
y que su papel en estas vias podria estar implicado en la sintesis y/o el transporte de las

mismas.
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2-3-4. Expresion de TOP1,,,::GUS en fondo mutante fop1-3 top2-2.

Para determinar la posible regulacion entre 7OPI y TOP2, se estudiaron
cambios en la expresion de TOP1,,,::GUS en el doble mutante topI-3 top2-2 (Fig. IV-
41). No se encontraron cambios en el patron de expresion del gen delator en el doble
mutante topl-3 top2-2 respecto al silvestre. En top-3 top2-2 se localizd la expresion
del gen delator en inflorescencias, en flores de estadio joven en todos los verticilos vy,
conforme la flor se desarrollaba, la expresion se restringidé a las zonas apicales del
gineceo, los ovulos y la zona de abscision de los 6rganos florales. Se localizd también

expresion en la zona de unién de los pedunculos florales y el tallo.

Fig. IV-41: Patron de expresion de TOPIpro ::GUS
en topl-3 top2-2 (D, E y F). Se compara con la
expresion en el fondo Col-0 (A, By C).

(A y D) Vista general de las inflorescencias. (B y E)
Flores de estadio previo a antesis. (C y F) Detalle de las
regiones apicales del gineceo

En resumen, la expresion del gen delator GUS bajo la direccion de la region
promotora del gen TOP1 se localizé en las zonas apicales del gineceo, el estilo y el
estigma, zonas afectadas en los mutantes de pérdida de funcion de los genes TOP, asi
como en muchas de las zonas posiblemente relacionadas con las auxinas, como en las

puntas de distintos 6rganos de la planta, cotiledones, hojas y raices.
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2-4. Obtencion v caracterizacion de lineas de ganancia de funcion.

2-4-1. Obtencion y caracterizacion de las lineas de ganancia de funcion inducibles
PMT2 y pMT4.

Como se ha descrito en el apartado de los antecedentes, las lineas de
sobreexpresion de TOP1 , topl-1D, CFM97 y SS060, tenian un fenotipo similar entre si
pero que se atenuaba a lo largo de las generaciones. Ademas, muchas de las plantas no
llegaban a completar el ciclo reproductivo, dificultando el analisis de los fenotipos
conferidos por la sobreexpresion de 7OP1, asi como la utilizacion de estas lineas en el
analisis genético de la funcién TOP.

El promotor usado en estas lineas para sobreexpresar TOP1 era el 35S del virus
del mosaico de la coliflor (CaMV) y el vector que se utilizd era un derivado del
pBIN19. El 35S es un promotor fuerte que se expresa en diferentes estadios de
desarrollo y tejidos y en un amplio rango de plantas [Kang, 1999 #1976]. Sin embargo,
el 35S tiene algunas limitaciones por ejemplo: no se puede utilizar para aquellos genes
cuya ganancia de funcion provoque la letalidad de los mutantes afectados y tampoco es
adecuado para el estudio de estadios de desarrollo o tejidos concretos [Kang, 1999
#1976] [McNellis, 1998 #1977]. Para solventar estas limitaciones se ha realizado un
gran esfuerzo en la generacion de promotores inducibles o especificos de tejido
[Aoyama, 1997 #934] [Gatz, 1997 #1978]. Estos sistemas incluyen el de expresion
inducible por glucocorticoides [Aoyama, 1997 #934].

El sistema inducible por glucocorticoides utiliza el método de regulacion de los
receptores de hormonas esteroides de los vertebrados que presenta ventajas en su uso en
plantas, como una regulacion estrecha y la facilidad para manipular los niveles de
induccion [Aoyama, 1997 #934]. Fundamentalmente, el sistema estd basado en la
activacion inducible del receptor de glucocorticoides (GR), un factor de transcripcion
regulado por la unidn a un ligando. En ausencia de una hormona glucocorticoide el GR
reside en el citoplasma de las células, pero en presencia de la misma la configuracion
del GR cambia y la proteina de fusion se trasloca al ntcleo, lo que permite poner de
manifiesto el fenotipo del gen estudiado [Kang, 1999 #1976][Aoyama, 1997 #934]
[McNellis, 1998 #1977].

Para obtener lineas de sobreexpresion de los genes TOP que no presentaran los
problemas de letalidad y atenuacion del fenotipo de las lineas top1-1D, CEM97 y SS060
y poder realizar un estudio detallado de sus fenotipos, se disefiaron construcciones

inducibles utilizando el sistema del receptor de los glucocorticoides GR.
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Diseiio de las construcciones pMT2 v pMT4 para la expresion inducible de TOPI vy

TOP2 respectivamente y transformacion de Arabidopsis thaliana con las mismas.

Se disefiaron dos construcciones inducibles; pMT2 y pMT4. En estas
construcciones la secuencia codificante de los genes TOPI y TOPZ2 (respectivamente)
se fusiond en pauta, aguas arriba de la secuencia codificante del receptor de
glucocorticoides (GR) quedando ambas bajo el control de un promotor CaMV35S
(aptdo 5-2 de materiales y métodos).

Con estas construcciones inducibles se pretendia que las proteinas de fusion
TOP1-GR y TOP2-GR respectivamente se acumularan en el citoplasma y solo tras el
tratamiento con dexametasona, un glucocorticoide sintético, se traslocaran al nucleo
poniendo de manifiesto el fenotipo de sobreexpresion.

Se transformaron plantas de Arabidopsis con las construcciones pMT2
(35S:TOP1:GR) y pMT4 (35S:TOP2:GR). Se obtuvieron 16 transformantes primarios

con la construcciéon pMT2 y 30 con la construccion pMT4.

Descripcion del fenotipo sin induccidn de las lineas (T1) pMT2 v pMT4.

Las lineas pMT2 y pMT4 resistentes a kanamicina y crecidas en condiciones no
inductivas (sin dexametasona), se transplantaron a tierra para ver si mostraban algin
fenotipo distinto al silvestre.

No se encontraron diferencias destacables en el porte de las plantas pMT2
respecto al silvestre. Respecto al fruto la mayoria de las plantas no se diferenciaban del
silvestre, sin embargo, algunas plantas presentaban frutos con el estilo més alargado que

el silvestre (Fig. IV-42), que recordaban a los mutantes de pérdida de funcion fop2-2.

Fig. IV-42: Fenotipo de los frutos pMT?2 sin inducir con dexametasona. (A) Col-0. (B) pMT2 sin
inducir. (C) top2- 2-
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En las lineas pMT4, como en el caso de pMT2, no se encontraron diferencias
destacables en el porte de la planta respecto al silvestre. En la morfologia de los frutos
sin embargo, se encontro una gran variabilidad de fenotipos. Se encontraron desde
plantas con frutos parecidos al silvestre hasta plantas con frutos que recordaban el
fenotipo atenuado de sobreexpresion de las lineas topl-1D, CFM97 y SS060. En ningin
caso se encontro el fenotipo de sobreexpresion fuerte que recordaba al de los mutantes
ful. Los distintos fenotipos observados se clasificaron en cuatro categorias (Fig. IV-43):
Categoria 1: frutos parecidos al silvestre. El 18,75% de las lineas mostraron este
fenotipo.

Categoria 2: frutos con el estilo mas alargado parecido al de pérdida de funcién top. El
18,75% de las lineas mostraron este fenotipo.

Categoria 3: frutos de tamafo parecido al silvestre pero con crecimiento de las valvas
por encima del estilo (fenotipo M débil). El 31,25% de las lineas mostraron este
fenotipo.

Categoria 4 : frutos de tamafio menor que el silvestre, con crecimiento de las valvas por
encima del estilo (fenotipo M fuerte), reduccion del ovario y consiguiente aumento de la
longitud del gindforo, presentando asimetria en el crecimiento de las valvas a nivel

basal. El 31,25% de las lineas mostraron este fenotipo.

Fig. IV-43: Fenotipo de los frutos pMT4
sin inducir con dexametasona.

Categoria 1: frutos parecidos al silvestre.
Categoria 2: frutos con el estilo alargado.
Categoria 3: frutos con fenotipo M débil.
Categoria 4: frutos con fenotipo M fuerte.
Se muestra el porcentaje de lineas que
mostraron los distintos fenotipos.
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Estos resultados indicaban que mientras que la linea pMT2 se comportaba como
se esperaba, la linea PMT4 no. El hecho de que en algunas ocasiones aparecieran
fenotipos parecidos a los de sobreexpresion en plantas no inducidas podria indicar entre
otras cosas, alguna funcion de la proteina de fusion TOP2-GR en el citoplasma o que la
GR no estuviera transcribiéndose y no impidiera el paso al ntcleo. A pesar de estos
fenotipos no esperados en las lineas pMT4 pasamos a estudiar el efecto fenotipico de la
induccion con dexametasona y la optimizaciéon del efecto del tratamiento tanto en
relacion a la concentracion, como en el modo y momento de aplicacion, para las lineas
pMT2 y pMTH4.

Comprobacién de la eficiencia de las construcciones y determinacion de la

concentracidon de dexametasona Optima para la induccion de las construcciones.

En el apartado 6.1 de materiales y métodos se describe en detalle los medios y
las condiciones de cultivo utilizados en este experimento.

Se sembraron semillas de las distintas lineas pM72 y pMT4 en placas con medio
MS vy Kanamicina para seleccionar las resistentes asi como con distintas
concentraciones de dexametasona: OuM, 0,5uM, 5 uM y 25uM y se dejaron crecer
durante 21 dias (Fig. IV-44).

Tanto las lineas pMT2 como las pMT4 mostraron fenotipos en las hojas de roseta
al crecer en presencia de dexametasona. Estos fenotipos eran parecidos a los de las
lineas topl-1D, CFM97 y S5060 . Las hojas de roseta eran mas estrechas, mostraban
pedinculos mas alargados y eran de color verde mas oscuro que las del silvestre.
Ademas algunas de las lineas, tanto de pMT2 como de pMT4 tenian hojas de roseta
curvadas. Por lo tanto parecia que las construcciones respondian al tratamiento con

dexametasona provocando los fenotipos de sobreexpresion esperados.

Fig. 1V-44: Fenotipo de las hojas de roseta de plantas pMT2 crecidas en distintas
concentraciones de dexametasona. NOTA: se observé fenotipo en condiciones no inductivas (0
uM de dexamentasona). NOTA: w=
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El fenotipo en roseta comenzo a ser visible a partir de una concentracion de
0,5uM de dexametasona y en concentraciones de 25uM de dexametasona la mayoria de
las plantas murieron. La concentracion con la que se obtuvo mayor niimero de plantulas
con fenotipo en la roseta fue de SuM de dexametasona. Por lo tanto esta concentracion
fue la utilizada en los posteriores experimentos. Sorprendentemente, se observo
fenotipo de sobreexpresion en roseta en algunas lineas en ausencia de dexametasona
(Fig. 1V-44). Este hecho podria ser debido a la presion constante de la seleccion con
kanamicina que podria provocar la expresion del transgén de forma aumentada y por lo

tanto dicho fenotipo.

Determinacion del momento Optimo en el desarrollo de las plantas en el que la

induccion con dexametasona era mas eficaz v estudio de los fenotipos de las lineas

pMT2 v pMTH4.

* Induccidn en distintos estadios de desarrollo y comparacion de fenotipos.

Para determinar el momento de aplicacion de dexametasona mas adecuado para
inducir las construcciones se realizo el siguiente experimento. Se sembraron semillas de
las distintas lineas transgénicas pMT?2 (se realizé de igual forma en el caso de PMT4) en
placas de MS con Kan (apartado 1-1-1-2) para mantener la resistencia y se dejaron
crecer. De cada una de las distintas lineas las plantas resistentes se dividieron en dos
grupos:

- A: se transplantaron a tierra sin ser tratadas con dexametasona.
- B: se sumergieron en una disolucion de dexametasona a 5 uM antes de
transplantarlas a tierra.

Posteriormente, dentro de la misma linea, se compararon los frutos de las plantas
tratadas (grupo B) y sin tratar con dexametasona (grupo A). Por altimo se eligieron
varias plantas del grupo A y se sumergié una de sus inflorescencias en una disolucion
de dexametasona 5 uM, posteriormente se compar6 el fenotipo de los frutos tratados
(grupo C) con el de otros frutos de la misma planta pero de otra inflorescencia sin tratar
(grupo D).

De las 4 lineas analizadas en el caso de pMT2 ninguna mostr6 diferencias en el
fenotipo del fruto al comparar plantas del grupo A frente a las del grupo B. Tampoco se
encontraron diferencias entre los frutos de plantas del grupo C frente a las del grupo D.

La mayoria de las plantas mostré un fenotipo muy parecido al silvestre
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independientemente de que se hubieran tratado con dexametasona o no y del momento
del tratamiento. S6lo en algunas ocasiones e independientemente del grupo al que
pertenecieran aparecieron frutos con el estilo mas alargado que el silvestre. Por lo tanto
en ningun caso se obtuvo el fenotipo de sobreexpresion esperado. Los fenotipos
obtenidos recordaban el fenotipo de los alelos de pérdida de funciéon como topl-4 o
top2-2 en los que el estilo es mas alargado que el silvestre por lo que este fenotipo
observado podria deberse a problemas de cosupresion o la proteina quimérica podria

estar comportandose con cierta actividad antimorfa.

El hecho de no observar el fenotipo de sobreexpresion esperado podia deberse a
varios factores, que la concentraciéon de dexametasona no fuera adecuada, que el
momento de induccidon no fuera adecuado, que hubiera que mantener mas tiempo la
induccidn o quizd que la proteina quimérica estuviera respondiendo independientemente
de la induccidn, ya que el algunas ocasiones se habia observado fenotipo en roseta en
condiciones no inductivas. Para intentar conseguir el fenotipo de sobreexpresion se
intentd, por una parte inducir desde un principio las plantas, es decir sembrarlas en
placas inductivas, con dexametasona, ya que si se habia observado fenotipo de
sobreexpresion en roseta. Se utilizaron distintas concentraciones de dexametasona en
las placas; 0,5uM, 5 uM y 25uM. Una vez crecidas las plantas, éstas se volvieron a
inducir, sumergiendo una de sus inflorescencias en una disolucién de dexametasona en
igual concentracion que las placas donde habian crecido. Posteriormente se analizé el
fenotipo de los frutos.

En ningtn caso se encontro el fenotipo de sobreexpresion esperado, la mayoria
de las plantas tratadas mostraron estilos alargados. No se encontrd ninguna correlacion
entre la concentracion de dexametasona y el fenotipo del fruto. Ademas como ya se ha
mencionado el fenotipo de estilos alargados también se habia observado en plantas
crecidas en condiciones no inductivas por lo tanto no se continué con el analisis de las

lineas pMT2 ya que probablemente el sistema no estaba funcionando adecuadamente.

De las 21 lineas analizadas en el caso de pMT4, s6lo la linea pMT4-14 mostrd
diferencias en el fenotipo del fruto al comparar plantas del grupo A y B. Los frutos de
las plantas tratadas con dexametasona (grupo B) eran mas parecidos al silvestre
(categoria 2) que los frutos de las plantas que no se trataron con dexametasona (grupo

A). Estos ultimos mostraron fenotipo de categoria 4 (Fig. [V- 45).
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En el resto de las lineas no se encontraron diferencias en el fruto entre plantas
del grupo Ay del grupo B apareciendo frutos de las distintas categorias indistintamente.
Tampoco se encontraron diferencias entre los fenotipos de frutos inducidos con

dexametasona en flor (grupo C) frente a frutos no inducidos ( grupo D).

Fig. IV-45: Comparacion del fenotipo del fruto en la
linea pMT14-4 al tratar o no con dexametasona .
Fruto de la izquierda (si dex) tratado con dexametasona.
Fruto de la derecha (no dex) no tratado con
dexametasona.

Por lo tanto en el caso de las lineas pMT4 a pesar de que si se obtuvieron
fenotipos de sobreexpresion, aunque no muy severos, no se encontré una correlacion
clara entre la adicion o no de dexametasona y el fenotipo del fruto, independientemente
del momento de adicion de la misma. Por lo tanto ya que los resultados parecian indicar
que la construccion pMT4 no era sensible a la dexametasona no se continu6 el analisis
de las lineas pMT4. Sin embargo como ya se ha mencionado, de los resultados se podria

hipotetizar algin tipo de funcion fuera del nicleo de las proteinas TOP.

Como las lineas de sobreexpresion inducibles mostraron resultados variables
respecto al fenotipo y no respondieron frente a las condiciones inductivas de forma
clara y reproducible, no se podian utilizar en el analisis genético por lo que se realizo
otra aproximacion distinta con el fin de estudiar el efecto de la sobreexpresion de los

genes TOP.

2-4-2. Obtencion y caracterizacion de la linea de sobreexpresion pMT17.
Con el fin de conseguir una linea de sobreexpresion estable se disefio la
construccion 35S::TOP1 utilizando el sistema pGREEN ( Apartado 5-1 de materiales y

métodos). El sistema pGREEN ofrece una serie de ventajas frente a otros sistemas
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binarios como pueden ser los derivados del pBIN [Bevan, 1984 #174].Por ejemplo, se
ha observado que la mayoria de las integraciones ocurren en un Unico loci [Hellens,
2000 #2063], no se suelen producir inserciones en tandem y se reducen los procesos de
silenciamiento (observaciones propias del laboratorio).

Se transformaron plantas de Arabidopsis con la construccion pMT17 y se
obtuvieron 12 transformantes primarios.

Todas las lineas mostraron fenotipo en las hojas de roseta parecido a los de la
linea top1-1D (Fig.IV-46), es decir, hojas mas alargadas y en ocasiones curvadas, y de
color verde mas oscuro que las del silvestre. Sin embargo, en los frutos se encontraron
tres fenotipos distintos: frutos parecidos al silvestre, fenotipo mostrado por la mayoria
de las plantas, fenotipo de sobreexpresion deébil (tipoM) representado por la linea
pMT17-2 y el fenotipo de sobrexpresion fuerte similar al de los mutantes ful, con el
replum en forma de zig-zag, representado por la linea pMT17-1. Se continud el andlisis

de estas dos ultimas lineas.

Fig. IV-46: Fenotipo de las hojas de roseta de las plantas pMT17.
Se compara con Col-0. Se repite el fenotipo de la linea de sobreexpresion de TOPI, top1-1D.

Se compard el tamafio de los 10 primeros frutos de Col-0 frente a los 10
primeros frutos de pMT17-1 y pMTI17-2. El tamafio los frutos silvestres era muy
homogéneo, siendo la media de longitud 16 mm. En el caso de pMT17-1 el tamafio de
los frutos también era muy homogéneo, pero €stos eran mas pequenios que los silvestres,
con una media de longitud de 10 mm (Fig. IV-47). Ademas, los frutos de pMT17-1
presentaban el gin6foro muy alargado, de entre 4 o Smm, representando
aproximadamente la mitad del tamafio final del fruto. El gindforo silvestre apenas se
diferenciaba del carpelo, midiendo menos de 1mm de longitud. En el caso de la linea de
menor fenotipo pMT17-2, el tamafio de los frutos era homogéneo y con una media de
longitud de 13mm. Respecto al tamafio del gin6foro este también era mayor que en el

silvestre , aproximadamente de 1mm.
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Fig. IV-47: Comparativa de los tamaifios de los 10 primeros frutos de las lineas pMT17 frente a
los del silvestre. Los frutos estan colocados de mayor a menor estadio de desarrollo de izquierda a
derecha respectivamente.

En la figura IV-48 se muestran varios detalles de las alteraciones en el gineceo
de la linea pMT17-2 de fenotipo mas débil. Ya que la linea pMT17-1 mostro el fenotipo
esperado de sobreexpresion, se realizd un analisis mas detallado de la misma, sobre

todo respecto a las alteraciones en el gineceo. Se analiz6 la siguiente generacion.

Fig. IV-48: Fenotipo de la linea pMT17-2.

En el fruto de la derecha se ha coloreado de rojo el gindforo
para dar una idea de la longitud del mismo. También se ha
coloreado la zona apical del gineceo de color amarillo para
poner de manifiesto el fenotipo tipo M.
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Descripcion de las alteraciones en el gineceo de pMT17.

En la siguiente generacion de plantas ademas de volver a aparecer el fenotipo
tipo ful, se observo que algunas plantas mostraron otro fenotipo distinto que recordaba a
los de mutantes como pin y pid. Este fenotipo aparecio en una proporcion 1:4 por lo que
se dedujo que el fenotipo de las plantas pMT17-1 podria ser dependiente de dosis,
siendo el fenotipo tipo ful el correspondiente a los heterocigotos y el tipo pin/pid el que
representaria a los homocigotos.

Los frutos de las plantas homocigdticas mostraron un tamaio muy homogéneo
siendo mucho mas pequenios que los del silvestre y que los frutos de las plantas
heterocigoticas, midiendo aproximadamente 4 mm de longitud (Fig. IV-47). La valva,
en estos frutos apenas se podia reconocer, apareciendo como un pequefio “parche de
células” en la mayoria de los frutos. El gindforo era mucho mas largo que en los
heterocigotos, representando aproximadamente % de la longitud final del fruto.
También se observéd que en los frutos de las plantas pMT17 homocigdticas la abscision
de los o6rganos florales se producia mas tarde que en el silvestre. Asi en la figura [V-47
se pueden observar los estambres en la mayoria de los frutos.

Se realizo un analisis por separado del gineceo de las plantas homocigoéticas y
heterocigoticas. A continuacion se describen los dos fenotipos.

El gineceo de las plantas pMT17-1 heterocigoticas en antesis presentaba valvas
notablemente mas pequenas que el silvestre y ya se observaba el gindforo alargado, sin
embargo el replum en este estadio no mostraba todavia la caracteristica disposicion en
zig-zag (Fig. IV-49 panel de arriba). Los frutos de estadio 16 aparecian curvados en
muchas de las ocasiones (Fig. IV-49 panel de arriba), las valvas se reducian de tamafio
respecto al silvestre y el replum presentaba caracteristicamente la forma de zig-zag (Fig.
IV-49 panel de arriba ). El estilo era més redondeado y ancho que el silvestre (Fig. IV-
50 B).

Las plantas homocigoéticas en antesis presentaban las valvas mucho mas
reducidas en tamafio que en el caso anterior y el gindforo era mas alargado que en los
heterocigotos (Fig. IV-49 panel de abajo). En los frutos estas alteraciones eran mas
destacables, las valvas apenas representaban 1/4 de la longitud del gineceo, mientras
que el gindforo representaba aproximadamente el resto (Fig. [V-49 panel de abajo). En
replum no mostraba la disposicion en zig-zag de las plantas heterocigoticas (Fig. 1V-49

panel de abajo). El estilo presentaba una forma mas redondeada y ancha que el silvestre
(Fig. IV-50 C).
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Ambos fenotipos en el gineceo se analizaron posteriormente mediante

microscopia electronica de barrido.

Las valvas se
han coloreado
enrojoy el
gino6foro en
azul.

Fig. 1V-49: Comparacion de fenotipos de la plantas pMTI17-1 heterocigoticas (arriba) y
homocigoticas (abajo). Se compara los estadios de antesis y frutos maduros. también se muestra un
detalle de las regiones apicales del gineceo y se han coloreado las valvas y el gin6foro para dar una
idea del tamafio de los mismos.

Fig. IV-50: comparacion del tamaiio del estilo.
(A) Col-0, (B) pMT17-1 heterocigética. (C) pMT17-1 homocigdtica.
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* Estudio de los tipos celulares en el gineceo de pMT17.

En estadios previos a antesis las plantas pMT17-1 heterocigdticas ya presentaban
el gindforo alargado (Fig. IV-52 C). En antesis (Fig. IV-52 A y B) el estilo, al igual que
el silvestre, presentaba las caracteristicas células estriadas y los estomas (Fig. IV-52 E).
Sin embargo, las valvas presentaban células mas pequetias que las del silvestre,
parecidas a las del mutante fu/ [Ferrandiz, 2000 #1228] [Gu, 1998 #1784]. Aunque en
las valvas de las plantas pMT17-1 heterocigéticas aparecian estomas a diferencia de lo
que ocurre en el mutante ful y como ocurre en el silvestre (Fig. IV-52 F). El replum
presentaba estomas como en el silvestre, aunque las células eran de menor tamafio y de
forma mas redondeada como las de ful. Caracteristicamente se observo que la zona
entre la valva y el replum era mas ancha que la del silvestre, apareciendo las tipicas
células pequenas y redondeadas de dicha zona (Fig. IV-52 G). El gin6foro presentaba
estomas y a diferencia del silvestre, se encontraron células ligeramente estriadas
parecidas a las del estilo, fenotipo que también presentan los mutantes ezt [Sessions,
1997 #1103] (Fig. IV-52 H).

En el fruto las células del estilo no presentaron diferencias respecto al silvestre
(Fig. IV-52 I), aunque el estilo era de mayor tamafio y de forma mas redondeada (Fig.
IV-52 D). Este hecho se parece a lo que ocurre en el mutante ful en fondo erecta. En las
valvas se observaron estomas y células alargadas parecidas a las del silvestre, aunque
con una distribucion ligeramente erratica (Fig. IV-52 J). El replum presentaba estomas a
diferencia de lo que ocurre en el mutante ful pero, al igual que lo que ocurre en éste
presentaba una disposicion en forma de zig-zag, hecho que podria ser debido a la
elongacion defectuosa de las valvas y no asi del replum [Ferrandiz, 2000 #1228] (Fig.
IV-52 K). El ginoforo presentaba estomas y células muy alargadas (Fig. IV-52 L).

En las plantas homocigdticas, se observd que como en el caso anterior, el
gineceo alargado aparecia en estadios previos a antesis (Fig. IV-52 Ny O). En antesis el
estilo, también como en los heterocigotos, presentaba forma mas redondeada y era mas
ancho que el silvestre (Fig. [IV-52 N). En el estilo, como en el silvestre, se encontraron
células estriadas y estomas (Fig. IV-52 Q). Las células del estilo se encontraban en
ocasiones en las regiones mediales del mismo y en la zona del replum apical. Las valvas
presentaban células muy pequefias, como las de ful, y la presencia de estomas era menor
que en el caso de los heterocigotos (Fig. IV-52 R). El replum y el gindforo eran
similares al de los heterocigotos (Fig. IV-52 S y T). Sin embargo, a diferencia de los

heterocigotos, la separacion entre la valva y el replum era mas dificil de distinguir ya
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que las células eran todas muy parecidas, pequefias y redondas como las de la zona de
dehiscencia (Fig. IV-52 S).

Ademas de los fenotipos en el gineceo también se observaron fenotipos en los
estambres que tenian en ocasiones una morfologia aberrante (Fig. IV-51 flecha roja).
Por otra parte al analizar las flores en antesis, cuando los estambres liberan el polen, se
observo que €stos no se encontraban a la misma altura que el estigma como ocurre en el
silvestre, por lo tanto la polinizacién no podria producirse correctamente. Quizad esa
fuera una de la explicaciones al hecho de que los homocigotos no produjeran apenas
semillas (Fig. IV-52).

En los frutos de las plantas pMT17-1 homocigéticas (Fig. IV-52 P) no se
encontrd en ningun caso el replum dispuesto en zig-zag, manteniéndose los fenotipos
descritos en antesis y por lo tanto siendo dificil distinguir la valva del replum (Fig. IV-

52 U-X).

Fig. IV-51: pMT17-1 homocigotica.
La flecha roja sefiala el estambre aberrante.

Los fenotipos de ovarios reducidos, regiones apicales aumentadas y ginoéforos
largos recuerdan por una parte a los defectos en la polaridad apical-basal de mutantes ezt
débiles [Sessions, 1995 #857], sugiriendo una posible relacion funcional con ETT,
miembro de la familia ARF. Por otra parte, los fenotipos mas severos recordaban a los
de pérdida de funcion del transportador de flujo de salida de auxinas PIN-FORMED 1
(PIN1) [Goto, 1991 #33] 0 a los de PINOID (PID) que controla la localizacion polar de
¢ste [Bennett, 1995 #1211], asi como a los de plantas silvestres tratadas con NPA
[Okada, 1991 #77]. Por lo tanto, los fenotipos que presentaba la linea pMT17 podrian
sugerir la implicacion de los genes TOP en las vias de sefializacién de auxinas, bien

regulando los niveles de las mismas, su transporte o su percepcion.
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Fig. IV-52: Estudio de los tipos celulares del gineceo de pMT17.

Micrografias electronicas de barrido del gineceo de plantas pMT17-1 homocigoticas y heterocigdticas.
(A-L) pMT17-1 heterocigética. (M-X) pMT17-1 homocigoética. (A) flor de antesis. (B) detalle de la
zona apical del gineceo de una flor de antesis. (C) flor de estadio 10. (D) detalle de la zona apical del
fruto. (E-H) detalles del gineceo en antesis. (E) detalle del estilo, se pueden observar las células
estriadas y los estomas. (F) detalle de la valva. (G) detalle del replum. (H) detalle del ginéforo. (I-L)
detalles del fruto. (I) detalle del estilo. (J) detalle de la valva. (K) detalle del replum. (L) detalle del
ginoforo. (M) flor de antesis. (N) detalle de la zona apical del gineceo de una flor de antesis. (N) flor de
estadio 12 (O) flor de estadio 10. (P) detalle de 1a zona apical del fruto. (Q-T) detalles del gineceo en
antesis. (Q) detalle del estilo. (R) detalle de la valva. (S) detalle del replum. R:replum, V:valva, (T)
detalle del ginoforo. (U-X) detalles del fruto. (U) detalle del estilo. (V) detalle de la valva. (W) detalle
del replum. (X) detalle del ginéforo.
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* Estudio de la organizacion interna del gineceo de pMT17.

Para determinar si como en el caso de ful aparecia una lignificacion ectdpica en
la zona de la valva que pudiera causar el fenotipo de la linea pMT17, se analiz6 el
patron de lignificacion en frutos de estadio 17B de plantas pMT17. Se analizaron tanto

individuos homocigoticos como heterocigoticos.

Fig. IV-53: Patron de lignificacion de pMT17.

Secciones transversales de frutos de pMT17.(A) Col-0. (B-G) pMT17 heterocigdtico. (H-L) pMT17
homocigoético. (B y H) zona del estilo. (C-F y I-K) zona del ovario.(G y L) zona del ginéforo. (C)
se puede observar que el replum es mucho més ancho que el silvestre. (D) detalle de la zona de
separacion del replum y la valva, se puede observar la lignificacion ectdpica de la valva. (E) la
flecha sefiala la zona de dehiscencia. (F) zona del ovario cercana al gin6foro, ya no se observa zona
de valva. (I- K) no se puede distinguir la zona del margen de valva. La capa enb no parece estar
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En los frutos pMT17 heterocigdticos, aparecia lignificacion ectdpica en zonas de
la valva. Asi, en vez de la capa enb unicelular lignificada, aparecian dos e incluso tres
capas lignificadas de células de la valva (Fig. IV-53 D). Ademas, el replum aparecia
mucho mas ancho (Fig. IV-53 C) y con una fila de células lignificadas adaxiales
parecida a lo que podria ser la capa enb de la valva. Quiza esta ultima capa aparezca
debido a la expansion a lo ancho del replum. En las zonas del ovario cercanas al
ginoforo (Fig. IV-53 F) en las que ya no habia valva, solo se observaban los haces
vasculares lignificados y la capa enb. En el gindforo (Fig. IV-53 G) solo se observo
lignificacion de los haces vasculares. El resto de tipos celulares del gineceo no parecian
estar alterados.

En los frutos pMT17 homocigdticos no se encontro lignificacion ectopica de las
valvas aunque tampoco se observo que hubiese una zona de margen de valva. Asi, todo
el fruto parecia una continuacion de la zona del ginéforo (Fig. IV-53 L), s6lo que
aparecia una capa enb (Fig. IV-53 1, J y K) que podria pertenecer a la zona del replum
aunque no se podian distinguir claramente donde acababa el replum y empezaba la
valva. Externamente tampoco se apreciaban diferencias entre la valva y el replum.
Internamente s6lo se observan los haces vasculares del replum y los que normalmente
discurririan por las valvas (Fig. IV-53 1y K). NOTA: la zona del replum se distingue

porque se puede observa el septum que une los dos repla.

* Estudio del desarrollo vascular del gineceo de pMT17.

Para determinar si los frutos pMT17-1 sufrian alteraciones en el desarrollo de
los haces vasculares, como ocurria con los mutantes de pérdida de funcion, se analizo el
desarrollo de los mismos.

Los haces vasculares del gineceo de la linea pMT17 presentaban alteraciones
que ya se habian observado en la linea top/-1D y que en cierto modo eran contrarios a
lo que ocurria en los mutantes de pérdida de funcion. El nimero de haces vasculares
que irrigan el estigma se encontraba muy aumentado respecto al silvestre (Fig. IV-54,
linea azul) mientras que en los mutantes de pérdida de funcion el nimero de haces del
estilo disminuia en gran medida. Sin embargo, no se encontraron grandes diferencias
respecto a las bifurcaciones secundarias (Fig. IV-54, flechas rojas) mientras que las
bifurcaciones primarias, en este caso al igual que en los mutantes de pérdida de funcion,

se encontraban basalizadas, aunque de forma mas severa ya que la bifurcacion primaria
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ocurria en la zona del ginodforo o incluso cerca de la zona de abscision de los organos

florales (Fig. IV-54 flecha amarilla).

En los haces wvasculares laterales, que irrigan las valvas, no se encontraron

diferencias respecto al silvestre (Fig. [V-54 flecha verde).

Fig. IV-54: Patrén de los haces vasculares en el gineceo de

pMTI7.

fotografias de las regiones apicales de gineceos en antesis in vivo
(debajo) y aclarados con hidrato de cloral (arriba) de Col-0 (A),
pMT17 heterocigoético (he.) (B) y pMT17 homocigoético (ho.) (C).
(D) vista general del gineceo de pMT17.

Cont. Las flechas amarillas sefialan la bifurcacion primaria de los haces vasculares mediales.
Las flechas rojas seflalan la bifurcaciéon secundaria. La linea azul sefiala al abanico de haces
estilares y la flecha verde sefiala el final de los haces laterales. NOTA: en A la flecha verde esta

mas arriba porque el haz vascular acaba alli aunque no esta muy lignificado y no se observa bien
en la fotografia.

Descripcion de las alteraciones en el desarrollo vegetativo de pMT17.

e Alteraciones en el desarrollo vascular de los cotiledones.

Se analizaron los haces vasculares de los cotiledones de pMT17 y se observo

que , al contrario de lo que ocurre en el silvestre, aparecian islas vasculares, es decir, los

haces vasculares no se desarrollaban de forma continua dejando espacios entre ellos

(Fig. IV-55).
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¢ Otras alteraciones

Fig. IV-55:
alteraciones
en el patrén
vascular en
cotiledones.
(A) Col-0. (B)
pMT1I17. Las
flechas
sefialan las
“islas
vasculares”.

Ademas de los fenotipos mencionados, las plantas pMT17 mostraron otras

alteraciones como defectos en la filotaxis, apareciendo grupos de frutos debido a la falta

de elongacion de los entrenudos. También se encontraron tallos fasciados asi como

defectos en la dominancia apical (Fig. [V-56).

Fig. IV-56: Otras alteraciones de las plantas

pMTI7.

(A) Dominancia apical alterada. (B) Defectos en la
elongacion de los entrenudos. (C) Tallos fasciados
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3- ANALISIS DE LAS INTERACCIONES GENETICAS DE TOPI Y TOP2 CON
OTROS GENES RELACIONADOS.

Con el fin de dilucidar la funcion de los genes TOP en el contexto genético del
desarrollo del fruto, se analizaron las interacciones de éstos con otros genes que
participan en distintos procesos del desarrollo de Arabidopsis.

Los mutantes de pérdida de funcion de los genes TOP presentaban alteraciones,
principalmente, en el eje apical-basal del gineceo. Se eligieron para el estudio de las
interacciones genes conocidos implicados en la diferenciacién de estos tejidos como
STYLISH (STY), LEUNIG (LUG), SEUSS (SEU), SPATULA (SPT) y ETTIN (ETT).

Por otra parte , los fenotipos en el fruto de las lineas de ganancia de funcién de
TOPI eran parecidos a los del mutante fruitfull (ful). FUL participa junto a
SHATTERPROOF (SHP), INDEHISCENT (IND), ALCATRAZ (ALC) y REPLUMLESS
(RPL) en la especificacion del eje medio-lateral del fruto. Para determinar si los genes
TOP estaban implicados en este proceso, se analizaron las posibles interacciones de las

mutaciones fop con distintos alelos de estos genes.

3-1. Analisis de las interacciones genéticas de los genes TOP con genes implicados

en el desarrollo del eje apical- basal del gineceo de Arabidopsis.

Como se ha descrito detalladamente en la introduccion, en el fruto de
Arabidopsis se pueden diferenciar, en un eje apical-basal, varias estructuras;
apicalmente se encuentra el estigma, formado por las papilas estigmaticas; a
continuacion se encuentra el estilo, que es una estructura corta y solida por la que
interiormente discurre el tracto de transmision; después el ovario, formado por dos
valvas fusionadas, en cuyo interior se localizan los 6vulos; y por ultimo, en la zona

basal, se encuentra el gin6foro que une el ovario a la base de la flor.

3-1-1. Analisis de las interacciones con STYLISH.

Los genes STYLISH (STY1 y STY2) [Kuusk, 2002 #1935] son miembros de la
familia SHI de factores de transcripcion que codifican proteinas RING ZINC finger y
controlan, de manera redundante el desarrollo del estigma y del estilo. En el doble
mutante styl-1 sty2-1, tanto el estilo como el estigma se encuentran reducidos y se
desarrollan anormalmente (Fig. IV-57 A). Ademas, el septum presenta problemas de
fusion en la region apical del ovario. El mutante simple sty/-1 tiene defectos parecidos

pero menos severos, mientras que el mutante simple s¢y2-7 no muestra defectos en el
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desarrollo del gineceo. Las mutaciones en los otros ocho miembros de la familia SHI no
tienen defectos fenotipicos pero aumentan el fenotipo de st/ de forma gradual [Kuusk,
2006 #1933]. Ademas de los defectos en el carpelo, el doble mutante sty/-1 sty2-1
presenta hojas tanto de roseta como caulinares, mas aserradas que las del silvestre.

La expresion constitutiva de los genes STY provoca la formacion de estilos
romos y mas cortos que los del silvestre, y la aparicion de células del estilo ectopicas en
las valvas. Las valvas de los frutos 35S::STY no elongan adecuadamente y se arrugan
debido, presumiblemente, a que las células de estilo ectopicas en la valva, no crecen
igual que las propias de la valva [Kuusk, 2002 #1935] (Fig. [V-57 C).

El patron de expresion de los genes S7Y ha sido descrito en [Kuusk, 2002
#1935] en base tanto a experimentos de hibridacion in situ, como a la deteccion del gen
delator GUS dirigido por el promotor de los genes STY. A continuacion se hace un
breve resumen del patron de expresion de STY/ a partir del descrito en [Kuusk, 2002
#1935]. La expresion de STY!I se puede observar en el primordio floral desde estadios
tempranos, en el meristemo floral joven, en la zona abaxial y en el primordio emergente
del gineceo (Fig. IV-57 E). Conforme el gineceo elonga verticalmente, la expresion de
STY1 se va restringiendo a las zonas apicales de los carpelos, extendiéndose a lo largo
de toda su circunferencia (Fig. IV-57 F y G), restringiéndose a partir de estadio 10 a las
regiones apicales del gineceo, entre el estilo y el estigma (Fig. IV-57 H e I) hasta que
decae en estadio 13. Dentro del ovario se localiza la expresion en los 6vulos y en el
septum, en la cara enfrentada al ovario (Fig. IV-57 J). En los embriones se detecta
desde estadio globular hasta corazéon. En plantulas se detecta en el hipocotilo,
cotiledones y primordios de hojas y raiz. Posteriormente en los margenes de hojas e
hidatodos (Fig. IV-57 6L), en el apice de la raiz primaria (Fig. [V-57 6N) y en los
primordios de las raices laterales (Fig. IV-57 6M) [Kuusk, 2002 #1935].

Se decidid analizar las interacciones genéticas de los genes TOP con los genes
STY1y STY2 por varias razones:

- el fenotipo del doble mutante sty/-1 sty2-1 era muy parecido al fenotipo del
doble mutante top -3 top2-2 (Fig. IV-57 A y B).

- los patrones de expresion de los genes TOPI y STYI eran muy parecidos. Este
hecho se pone de manifiesto en los experimentos de hibridacion in situ de los genes
TOPI, TOP2, STY1 y STY2 , y al comparar los patrones de expresion de las lineas
reportadoras TOP1,,,::GUS 'y STY1,,,::GUS (Fig. IV-57).
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- el fenotipo de la sobreexpresion de STY/ podria considerarse similar al de la
sobreexpresion de TOP1 aunque en zonas complementarias, ya que la primera producia
frutos en los que las valvas se arrugaban, y la segunda causaba un fenotipo similar pero
en el replum (Fig. IV-57 Cy D).

- se habia demostrado que STY! y STY2 actiian redundantemente en el desarrollo
del estilo y del estigma [Kuusk, 2002 #1935], al igual que ocurre con TOPI y TOP2.
Conforme aumenta el nimero de mutantes en la familia shi el fenotipo del fruto es mas
severo [Kuusk, 2006 #1933] al igual que ocurre en la familia fop (cuddruple mutante
top, datos no mostrados). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con la familia shi,
la pérdida de funcion de cualquier miembro de la familia 7OP provoca alteraciones en

las regiones apicales del gineceo.

Analisis de los fenotipos mutantes.

Como ya se ha mencionado, el aspecto macroscopico del fruto del doble mutante
styl-1 sty2-1 era muy parecido al del doble mutante topl-3 fop2-2. Sin embargo, estos
defectos afectaban a estructuras diferentes. Mientras que el doble mutante sty/-1 sty2-1
estaba mas afectado en la zona medial del estilo, el doble mutante topI-3 top2-2 estaba
mas afectado en la zona lateral del estilo (Fig. IV-57 A'y B).

Se obtuvo el doble mutante topl-3 styl-I mediante cruzamiento entre los
mutante simples. Este doble mutante presentaba un fenotipo mucho mas severo que los
mutantes simples por separado. La zona apical del gineceo no se fusionaba y se reducia
el namero de papilas estigmaticas (Fig. IV-59 D). Ademas, tenia una fertilidad reducida
(Fig IV-58) no presentando semillas en la zona mas apical del ovario. Esta region
presentaba otros defectos como la falta de fusion del septum, el replum y las valvas

(Fig. IV-58 y IV-59 D)
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Fig. IV-57: comparacion STY-TOP.

(A)Detalle de las regiones apicales del gineceo de styl-1 sty2-1.(B) Detalle de las regiones apicales
del gineceo de topI-3 top2-2. (C) Gineceo 35S::STY1. (D) Gineceo 35S::TOP1. (E-N) expresion de
STY1,,,::GUS en distintos tejidos. (E) primordio floral, zona abaxial. (F) zona apical del carpelo. (G)
circunferencia del carpelo. (H) Region apical del carpelo y 6vulos. (I) zona apical del carpelo. (J)
ovulos. (K) Inflorescencia. (L) hidatodos. (M) primordio raiz lateral. (N) &pice raiz principal. (O-Y)
expresion de TOP1,,,::GUS en distintos tejidos. (O) primordio floral, zona adaxial. (P) zona apical
del carpelo. (Q) circunferencia del carpelo. (R) Region apical del carpelo y dévulos. (S) zona apical del
carpelo. (T) 6vulos. (U) Inflorescencia. (W) hidatodos. (X) primordio raiz lateral. (Y) apice raiz
secundaria. (E-N) y (C) Tomado de Kuusk et a/ (02).
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Fig. IV-58: Defectos en la fusion del septum y de
fertilidad.

Defectos en la fusion del septum de top1-3 styl-1, topl-
3 styl-1 sty2-1y topl-3 top2-2 styl-1 (las tres fotos de la
derecha). Las flechas indican hasta donde existen
semillas en el doble mutante top -3 styl-1.

Por otra parte, se obtuvieron los triples mutantes topl-3 styl-1 sty2-1y topl-3
top2-2 sty 1-1, cuyo fenotipo era similar al del doble mutante top1-3 styl-1, presentando
defectos en la fusién de la region apical del ovario tanto en el septum, como en el
replum y en las valvas, aunque con alteraciones mas severas en el estigma, con ausencia
casi completa de papilas estigmaticas (Fig. IV-59).

Todos los mutantes dobles y triples, mostraron reduccion en el tamanio de los
frutos (Fig. IV-60) en comparacion con el silvestre. La longitud media de los frutos
disminuia conforme aumentaba el nimero de alelos mutantes, siguiendo la siguiente
gradacion:

styl-1 > styl-1 sty2-1 > topl-3 styl-1 > topl-3 styl-1 sty2-1 > topl-3 top2-2 >
topl-3 top2-2 styl-1 .

Estos resultados sugerian que la familia STY/SHI y la familia TOP podrian estar
actuando en la determinacion de las regiones apicales del gineceo, quizd de forma
conjunta, aunque los TOP podrian estar mas implicados en la determinacion de las
regiones laterales y los STY/SHI en las mediales.

El fenotipo de los triples mutante era muy parecido tanto si se encontraban
afectados mas miembros de la familia SH/ como mas miembros de la familia TOP.
Podria ser que los miembros con un papel més importante dentro de las familias fueran
TOPI y STYI por lo tanto al perder la funcion de los mismos se produzca el fenotipo

mas severo.
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Fig. IV-59: Alteraciones en las regiones apicales del gineceo de las distintas combinaciones de
mutantes fop y sty.

(A) topl-3. (B) topl-3 top2-2. (C) styl-1. (D) styl-1 sty2-2. (E) topl-3 styl-1. (F) topl-3 styl-1
sty2-1. (G) top1-3 top2-2 styl-1
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Fig. IV-60: Comparativa de los tamafios de los 10 primeros frutos de los mutantes fop frente a
los sty y las distintas combinaciones fop sty. Los frutos estan colocados de mayor a menor estadio
de desarrollo de izquierda a derecha respectivamente. Los distintos mutantes también se han colocado
de mayor a menor longitud media de los frutos.

styl-1>styl-1 sty2-1> topl-3 styl-1> topl-3 styl-1 sty2-1>topl-3 top2-2 > top1-3 top2-2 styl-1 .

Analisis del patrén de los haces vasculares.

El doble mutante sty/-1 sty2-1 tiene alterado el patron de haces vasculares del
gineceo [Kuusk, 2002 #1935], en ¢l se produce una basalizacion de las bifuraciones
primarias y secundarias, al igual que ocurre en los mutantes zop.

Se analiz6 el patron de los haces vasculares en el gineceo del doble mutante
topl-3 styl-1y en los triples mutantes topl-3 styl-1 sty2-1'y topl-3 top2-2 styl-1, asi
como en los mutantes dobles styl-Isty2-1 y topl-3 top2-2, con el fin de comparar
posibles cambios.

En todos ellos se produjo una basalizacion de las bifurcaciones primarias y
secundarias y una reduccion en el nimero de haces vasculares que llegaba al estigma en
comparacion con el silvestre. La reduccion en el numero de haces vasculares que
llegaba al estigma en los mutantes topl-3 styl-1, topl-3styl-1 sty2-1y topl-3 top2-2
styl-1 era mas parecida a la que ocurria en los dobles mutantes top! top2 que a la que
se producia en los dobles mutantes sty/-1sty2-1, en los cuales la reduccion no era tan
drastica. Ademads, de manera caracteristica en el mutante fop /-3 styl-1 sty2-1 las venas

laterales se bifurcaban hacia las venas mediales como ocurre en el mutante spt y las
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mediales hacia las laterales como ocurre en el mutante crc-1 [Alvarez, 2002 #2059]

(Fig. IV-72).

Fig. IV-61: Comparaciéon del patrén de los haces vasculares de las distintas combinaciones
mutantes fop sty.

Esquema de los haces vasculares que discurren por la region apical del gineceo de Col-0, styl-1
sty2-1, top1-3 top2-2, topl-4 top2-2, topl-3, topl-3 styl-1,topl-3 styl-1 sty2-1, topl-3 top2-2 styl-1.
En rojo se han coloreado los haces laterales, en amarillo los haces mediales y en azul los haces
estilares que irrigan el estigma.

Tanto los mutantes fop como los sy tenian alteraciones en el desarrollo vascular
del gineceo, que se comportaban de forma aditiva en las distintas combinaciones de
alelos mutantes. Los genes TOP y STY podrian estar implicados en el desarrollo del

mismo, quizd de forma conjunta. Los genes STYI/SHI se han involucrado en la
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regulacion de la sintesis de auxinas, hormona implicada en el desarrollo de los haces
vasculares (revisado por [Berleth, 2000 #1339] ), ya que se ha demostrado que S7Y/
activa a YUCCA4, un gen que codifica un enzima clave en la ruta biosintética de las

auxinas [Sohlberg, 2006 #1934].

Analisis de la expresion de las lineas reportadoras STY1,.,::GUS y TOP1,,,::GUS en

distintos fondos mutantes.

Puesto que STY! y TOPI presentaban patrones de expresion muy similares se
podria esperar que uno regulase al otro. Para detectar la posible existencia de una
jerarquia de regulacion entre ellos, se analiz6 la expresion de la linea reportadora
TOPI1,,,::GUS en los fondos mutantes styl-1, sty2-1'y styl-1 sty2-1, y la expresion de
la linea reportadora S7Y1,,,::GUS en los fondos mutantes top1-3, top2-2'y top1-3 top2-
2.

La expresion de TOP1,,,::GUS no mostré cambios en las flores de los mutantes
styl-1, sty2-1 ni styl-1 sty2-1 respecto al patron en el fondo silvestre (Fig. IV-62).
Tampoco se apreciaron cambios en la expresion de STY1,,::GUS en las flores de los
fondos mutantes topl-3, top2-2 ni topl-3 top2-2 respecto a la expresion en el fondo
silvestre (Fig. IV-63).

Por lo tanto, la expresion coincidente de TOP1 y STYI no parecia corresponder a
la regulacion directa de uno sobre otro. De los datos obtenidos se podria hipotetizar que

ambos estuvieran regulados por factores comunes y actuar en paralelo.

Fig. IV-62: (siguiente pagina) Patron de expresion de TOP1,,, ::GUS en distintos fondos
mutantes s7y. Se compara con la expresion en Col-0. (A,E,I) Col-0. (B,F,J) styl-1. (C,G,K) sty2-1.
(D,H,L) styl-1 sty2-1.

(A,B,C,D) Flores estadio 12. (E,F,G,H) Flores estadio 8. (I,J,K,L) Flores de estadio 11.
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Fig. IV-63: Patrén
de expresion de
STY1,,,::GUS en
distintos fondos
mutantes fop. Se
compara con la
expresion en Col-0.
(ALE,I) Col-0.
(B,F,J) top1-3.
(C,G,K) top2-2.
(D,H,L)top1-3 top2-
2.

(A,B,C,D)
inflorescencias.
(E,F,G,H) Flores
estadio 12. (ILJ,LK,L)
Flores estadio 8.
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3-1-2. Analisis de las interacciones con LEUNIG.

LEUNIG (LUG) codifica un correpresor de la transcripcion relacionado con la
proteina Tupl de levadura y la proteina Groucho de Drosophila, con dos regiones ricas
en glutaminas y siete repeticiones WD [Conner, 2000 #1418]. LUG debe interaccionar
con otros factores de transcripcion, para regular a sus dianas ya que no contiene ninglin
dominio de unién a DNA.

Los mutantes /ug tienen defectos tanto en la fusion congénita de los carpelos en
las partes apicales, como en la fusion postcongénita del septum. El apice del gineceo de
los mutantes /ug caracteristicamente se abre en cuatro protusiones sin fusionar [Chen,
2000 #1409][Liu, 2000 #1547] [Liu, 1995 #1118]. Ademas, el nimero de carpelos varia
de 1 a 3 [Liu, 2000 #1547]. La actividad de LUG no se restringe solo al desarrollo del
gineceo, sino que también estd involucrado en la expansion de la hoja y en la regulacion
negativa de AG en el primer y segundo verticilo de la flor [Liu, 1995 #1118] [Conner,
2000 #1418][Cnops, 2004 #1920]. Por otra parte, el gen STYLOSA, ortologo de LUG en
Antirrhinum, ha sido relacionado con las respuestas a auxinas, bien mediando su
produccion o su transporte [Navarro, 2004 #1931].

Se ha propuesto que LUG podria regular positivamente a STY, ya que las
mutaciones /ug son epistaticas sobre los fenotipos sty y ademas la sobreexpresion de
STY rescata los fenotipos lug, lo que coloca a los genes STY/SHI genéticamente aguas
abajo de LUG [Kuusk, 2006 #1933].

Se decidi6 analizar las interacciones genéticas de los genes TOP y el gen LUG
por varias razones:

- las alteraciones en el fruto de los mutantes /ug eran parecidas a las de los
mutantes fop, con defectos en las regiones apicales del mismo.

- dada la coincidencia de patrones de expresion de TOP y STY , ambos podrian
estar regulados por LUG.

Por estos motivos, se obtuvo el triple mutante topI-3 top2-2 lug-1 y se analizo la

expresion de TOP1,,,::GUS en el mutante /ug-1.

Analisis de los fenotipos mutantes.

Los frutos del mutante /ug-1 eran mas pequefios que los del silvestre. En lug-1 la
media de longitud de los frutos variaba entre 4 y 5 mm, mientras que en el silvestre era

de 16 mm. La longitud media de los frutos del triple mutantes fopI-3 top2-2 lug-1 era
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un poco menor que la del mutante simple /ug-/. La media de longitud variaba entre 3 y

4 mm (Fig. IV-64).

FiG. IV-64: Comparativa de los tamaiios de los 10 primeros frutos de los mutantes lug-1y top1-
3 top2-2 lug-1. Los frutos estan colocados de mayor a menor estadio de desarrollo de izquierda a
derecha respectivamente. (A) lug-1.(B) top1-3 top2-2 lug-1

A pesar de que las diferencias en longitud de los frutos no eran muy marcadas, el
triple mutante top -3 top2-2 lug-1 mostr6 diferencias de fenotipo significativas en las
regiones apicales respecto al mutante simple /ug-/ y al doble mutante topl-3 top2-2
(Fig. IV-65). Los frutos del triple mutante estaban alterados en las regiones apicales del
gineceo de forma mas severa que en los mutantes anteriores, aunque se curvaban en
ocasiones al igual que los del mutante simple /ug-1. En la regién apical de los gineceos
mutantes aparecian largas protusiones en cuyo apice se encontraban las papilas
estigmaticas, en numero muy reducido. Por otra parte, el septum de los triples mutantes
tenia defectos de fusion a lo largo de todo el eje apical-basal mientras que el septum del
mutante /ug-1 sélo tenia defectos de fusion en algunas zonas y el septum de los dobles

mutantes fopI-3 top2-2 presentaba defectos s6lo en la zona apical (Fig. IV-65 C y F).

El hecho de que en el mutante fopl-3 top2-2 lug-1 apareciera un nuevo fenotipo
en las regiones apicales del fruto, mucho maés severo que en los mutantes /ug-1y top1-3
top2-2 sugeria la posible sinergia entre los fenotipos fop y lug, al contrario que lo que
ocurre entre [lug y sty. El doble mutante /ug sty es como el mutante /ug. Por lo tanto,
parecia que al contrario de lo que ocurre con STY, LUG no afectaba, por lo menos
directamente, la regulacion de los TOP. Indicando que ambos, podrian actuar en vias
paralelas, en el desarrollo de las regiones apicales del gineceo, quiza convergiendo en

algin punto aguas abajo.
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Fig. IV-65: Alteraciones en el gineceo de los mutantes fop lug en comparacion con las de lug.
(A,B,C) lug-1.(D,E,F) topl-3 top2-2 lug-1. (A,D) flores en antesis. (B,E) frutos y detalle de las
alteraciones de las regiones apicales del gineceo. (C,F) alteraciones en el septum.

Analisis del patrén de los haces vasculares.

El analisis del patron de los haces vasculares del gineceo del triple mutante top -
3 top2-2 lug-1 al tratar con hidrato de cloral revelod diferencias respecto al mutante
simple /lug-1(Fig. IV-66). El triple mutante tenia reducido el numero de haces
vasculares que irrigan el estigma en comparacion con el mutante simple /ug-1. En el
triple mutante también se observd una basalizacion de los haces mediales. Estos
defectos en el desarrollo de los haces vasculares eran parecidos a los que ocurrian en el
doble mutante top1-3 top2-2. Por lo tanto, este fenotipo, podria ser aditivo por lo menos

en lo referente al desarrollo vascular de los haces del estilo.
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Fig. IV-66: Comparacion del patron de los haces vasculares del mutante /ug frente a topl-3
top2-2 lug-1.

(A) lug-1. (B) top1-3 top2-2 lug-1. Las flecha verdes indican la localizacion de los haces laterales que
discurren por la valva. Las flecha rojas indican la localizacion de los haces vasculares mediales que
discurren por el replum

Analisis de la expresion de la linea reportadora TOP1,,,,::GUS en lug-1.

El analisis del patron de expresion de TOP1,,,::GUS en el fondo mutante /ug-1/
no revelod diferencias respecto al silvestre por lo tanto no parecia que LUG reprimiera o

activara a TOP, al menos directamente, apoyando las hipdtesis anteriores (Fig. IV-67).

Fig. 1IV-67: Patron de
expresion de TOPI1,,, ::GUS
en el fondo mutante Jug-1.
(A)Inflorescencia. (B) Flores
de estadio 8-9. (C) flores de
estadio 11-12. (D) detalle
region apical flor de estadio
11. (E) detalle region apical
flor estadio 12. (F) flor en
antesis.
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3-1-3. Analisis de las interacciones con YUCCA.

Como se ha mencionado los genes TOP y STY podrian actuar en vias
convergentes por lo que podrian tener dianas comunes. Los genes STY1/SHI se han
relacionado con la regulacion de la sintesis de auxinas [Sohlberg, 2006 #1934]. Se ha
identificado YUCCA4 (YUC4), un gen que codifica un enzima clave en la ruta de
biosintesis de las auxinas, como diana de la activacion de STY]/.

Los genes STY, al igual que los genes TOP, se expresan en las regiones apicales
del gineceo en desarrollo, fuentes de auxinas segin el modelo propuesto por
[Nemhauser, 2000 #1289]. Varios genes YUC se expresan también en las regiones
apicales del gineceo en desarrollo y cuando se mutan estos genes aparecen fenotipos
severos en la morfogénesis del carpelo. Se ha descrito que los genes YUC tienen
funciones solapantes en base a que la inactivacion de uno sélo de los genes YUC no
provoca ningin defecto obvio [Cheng, 2006 #1962]. Sin embargo, los fenotipos son
mas severos conforme aumenta el nimero de diferentes genes YUC mutados. Por
ejemplo, en la region apical del gineceo del doble mutante yucl yuc4 aparece un tejido
de tipo estigmatico formando un anillo, en el centro del cual aparece una protusion de
tejido de tipo placenta [Cheng, 2006 #1962] (Fig. I-12).

Los resultados obtenidos hasta el momento sugerian que los genes TOP y STY
podrian tener dianas comunes. Por otro lado los patrones de expresion de los genes TOP
coincidian con zonas de concentraciones maximas de auxinas por lo que no se podia
descartar que los genes TOP pudieran estar regulados por las mismas.

Para saber si los genes TOP podrian estar regulados por los genes YUC, se
analiz6 la expresion de TOP1,,,::GUS en lineas de sobreexpresion de YUC! [Cheng,
2006 #1962]. La sobreexpresion de los genes YUC provoca fenotipos en las hojas de
roseta muy parecidos a los provocados por la sobreexpresion de 7TOPI y un aumento en
la produccion de auxinas [Zhao, 2001 #2060] [Marsch-Martinez, 2002 #2066] [Kim,
2007 #2025].

No se observaron diferencias de expresion de TOPI,,::GUS en la linea de
sobreexpresion de YUCI, por lo tanto parecia que YUCI no dirigiria la expresion de
TOPI (Fig. IV-68).

Por lo tanto, quizé los genes TOP al igual que los STY podrian estar regulando a
los genes YUC. En estudios recientes realizados en nuestro laboratorio (datos no
mostrados) se ha analizado la expresion de YUCH4,,,::GUS en plantas en las que la

expresion de los cuatro genes TOP esta inhibida. Se ha analizado la expresion de YUC4
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porque ésta coincide con muchas de las zonas de expresion de los genes TOP al igual
que también lo hace YUC2, como por ejemplo, la zona de abscision de los érganos
florales y las regiones apicales del gineceo [Cheng, 2006 #1962].

Se ha observado que la expresion del gen delator disminuye en las regiones
apicales del gineceo. Este hecho podria indicar que los genes TOP activaran a los genes
YUC como en el caso de STY, implicando a los genes TOP en la regulacion de la

sintesis de auxinas.

Fig. IV-68: Patrén de expresion de TOP1,,, ::GUS en 358::YUCI.
(A) inflorescencia. (B) flores de estadio 6-7. (C) flor de estadio 7. (D) flor de estadio 8-9. (E) flor de
estadio 9. (F) flor de estadio 12.

3-1-4. Analisis de las interacciones con SPATULA.

El gen SPATULA codifica un factor de transcripcion de tipo bHLH (Basic helix-
loop-helix)[Heisler, 2001 #1281]. Los carpelos del mutante spf no se fusionan
correctamente en la parte apical debido al crecimiento reducido del estilo, estigma y del
septum; por otra parte, en el mutante sp¢ el tracto de transmision estd ausente, lo que
provoca una reduccion de la fertilidad [Alvarez, 1999 #1269]. SPT ha sido propuesto
como mediador de la respuesta a auxinas, ya que la inhibicién quimica del transporte

polar de auxinas restaura el desarrollo normal del gineceo en los mutantes spt [Heisler,
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2001 #1281]. Por otra parte, existe una interaccion sinérgica muy fuerte entre las
mutaciones spt y sty/shi [Kuusk, 2002 #1935] [Kuusk, 2006 #1933]. Por todos estos
hechos se decidio analizar la posible interaccion genética entre SPT'y los genes TOP.

Analisis de los fenotipos mutantes.

Se obtuvieron mutantes dobles topl-3 spt-2 y top2-2 spt-2, y mutantes triples
topl-3 top2-2 spt-2.

El fenotipo que se observo en los dobles mutantes era mas severo que el de los
mutantes simples por separado. Los dobles mutantes tenian frutos con alteraciones en la
zona apical mucho mas acusadas que el mutante simple sp#-2 y que top -3, siendo muy
parecidos los fenotipos de topl-3 spt-2 y top2-2 spt-2 entre si. El estilo mostraba
defectos de fusion mas severos que en los mutantes simples provocando que el carpelo
adoptaran una forma parecida a la de dos hojas fusionadas (Fig. IV-69). No se
encontraron papilas estigmaticas, y las células del estilo, en nimero muy reducido, se

encontraban en los extremos apicales de los carpelos formando pequefios parches.
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Fig. IV-69: alteraciones de las regiones apicales del gineceo. Fenotipo de las regiones apicales
del gineceo de spt-2 (A), topl-3 spt-2 (B), top2-2 spt-2 (C), topl-3 top2-2 spt-2 (D).(E, F, G, H)
fotografias in vivo (izquierda) y micrografias electronicas de barrido (derecha). spr-2 (E), topl-3
spt-2 (F), top2-2 spt-2 (Q), top1-3 top2-2 spt-2 (H) Se muestran detalles de las regiones apicales del
gineceo del mutante topl-3 spt-2 (1), top2-2 spt-2 (J), topl-3 top2-2 spt-2 (K). Se observan las
células estriadas del estilo .

La longitud media de los frutos de los mutantes dobles top -3 spt-2 y top2-2 spt-
2 (3-4 mm) era menor que la del silvestre (16 mm), aunque parecida a la del mutante
spt-2 lo que podria reflejar una reduccion en la fertilidad de los mismos (Fig. IV-70).
Aunque no se realiz6 un estudio de la fertilidad de dichos mutantes, se observo que el
numero de semillas que producian era mucho menor que en las plantas silvestres. El
triple mutante fopl-3 top2-2 spt-2 presentd fenotipos iguales a los de los mutantes
dobles, es decir, la combinacion de las tres mutaciones no aumentd significativamente
el fenotipo. Aunque en ocasiones se observo la aparicion de ovulos ectdpicos en la zona

externa del gineceo, a nivel apical, region en la que el estilo no esta fusionado.

Fig. IV-70: Comparacion del tamaiio de los 10 primeros frutos de spz-2 (A), topl-3 spt-2 (B),
top2-2 spt-2 (C), topl-3 top2-2 spt-2 (D). Los frutos estan colocados de mayor a menor estadio de
desarrollo de izquierda a derecha respectivamente.

Finalmente, el septum de los mutantes triples y dobles mostr6 defectos de fusion

a lo largo del eje apical-basal del mismo, al igual que el del mutante spz-2 (Fig. IV-71).
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Fig. IV-71: Aspecto del septum tras la dehiscencia de las valvas en frutos spz-2 (A), top1-3 spt-
2 (B), top2-2 spt-2 (C), top1-3 top2-2 spt-2 (D) y top1-3 top2-2 (E).

Analisis del patrén de los haces vasculares.

Como se ha mencionado anteriormente, SPT ha sido propuesto como mediador
de la respuesta a auxinas y esta hormona juega un papel muy importante en la
formacion de los haces vasculares [Muller, 1998 #1995], [Carland, 1999 #1743]
[Sieburth, 1999 #1744] [Mattsson, 1999 #1288] [Deyholos, 2000 #1277] entre ellos los
que discurren por el gineceo.

Se analiz¢ la distribucion de los haces vasculares en el gineceo de los mutantes
topl-3 spt-2, top2-2 spt-2'y topl-3 top2-2 spt-2 comparandola con la distribucion de los
mismos en los mutantes spt-2, top1-3 top2-2 y en el silvestre (Fig. IV-72).

En el mutante spt-2, el desarrollo de los haces vasculares que discurren por el
replum, los haces mediales, se encuentra afectado en el apice del gineceo. Estos se
bifurcan mas basalmente de lo que ocurre en el silvestre y en ocasiones no llegan a
alcanzar a los haces que irrigan el estigma. Estos ultimos se encuentran en nimero
reducido. Los haces mediales son alcanzados en ocasiones por los haces laterales, que
normalmente discurren por la valva, y que en este caso se bifurcan hacia las zonas del
replum. En algunas ocasiones, los haces laterales llegan a alcanzar los haces del estilo
[Alvarez, 2002 #2059] que en el silvestre son alcanzados por los haces mediales. Se ha
descrito que las alteraciones en los haces mediales del mutante spt son debidas a una
maduracion mas tardia de los mismos [Alvarez, 2002 #2059].

En los mutantes tanto dobles como triples con los genes TOP, los haces
vasculares que discurren por el replum se bifurcaban mas basalmente, al igual que

ocurre en spt 'y en topl-3 top2-2 y como en éstos, existia un nimero menor de haces
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vasculares que irrigarian el estigma respecto al silvestre. Sin embargo, el nimero de
estos haces vasculares era menor que en spt, siendo mas parecido al del doble mutante
topl-3 top2-2. En los dobles y triples mutantes se observo, que como en spt, los haces
laterales se bifurcaban hacia los haces mediales. Sin embargo, caracteristicamente y a
diferencia del silvestre y del resto de mutantes simples, los haces mediales de los
mutantes dobles y triples se bifurcan hacia la zona de las valvas de forma parecida a lo
que ocurre en el mutante crc [Alvarez, 2002 #2059]. En la zona apical del gineceo del
mutante crc los haces mediales en ocasiones conectan con los haces laterales. Esta
similitud de fenotipos podria sugerir una posible relacion entre los genes TOP y CRC
por lo menos en el desarrollo vascular. Por otra parte, es importante destacar que las
bifurcaciones primarias de los haces mediales observadas en los dobles y triples
mutantes ocurrian a nivel muy basal (datos no mostrados) de forma parecida a lo que se
ha descrito que ocurre en el doble mutante crc spt y que ha sido relacionado con el
patron de haces vasculares que se produce en los sépalos [Alvarez, 2002 #2059]. A
pesar de esta coincidencia en lo que al patrén vascular se refiere, cabe destacar que el
fenotipo del gineceo del mutante crc spt es distinto al de los dobles y triples top spt, ya

que ¢éstos a diferencia del primero, no se encuentran totalmente sin fusionar.
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Fig. IV-72: Alteraciones en los haces vasculares de los mutantes zop spt.

Arriba de izquierda a derecha, region apical del gineceo aclarado con hidrato de cloral de sp#-2, fop1-
3 spt-2, top2-2 spt-2, topl-3 top2-2 spt-2. Abajo de izquierda a derecha, esquema de los haces
vasculares que discurren por la region apical del gineceo de Col-0, spt-2, topl-3 spt-2, top2-2 spt-2,
top1-3 top2-2 spt-2. En rojo se han coloreado los haces laterales, en amarillo los haces mediales y en
azul los haces estilares que irrigan el estigma. la fotografia del mutante crc-/ ha sido modificada a
partir de Alvarez y Smyth (02).

Analisis de la expresion de las lineas reportadoras SP7,,,.:GUS y TOPI,,,::GUS en

distintos fondos mutantes.

El patron de expresion de SPT ha sido descrito exhaustivamente en [Heisler,
2001 #1281]. La figura IV-73 pretende poner de manifiesto aquellas zonas en las que la
expresion de SPT, tomado de [Heisler, 2001 #1281], puede solapar con la expresion de
los genes TOP y por otra destacar las diferencias en los patrones de expresion. En
general el patron de expresion de TOP1 y TOP2 coincide con el de SPT a lo largo del
desarrollo del gineceo. Sin embargo, SPT se expresa claramente en las regiones
mediales que corresponden a los margenes del carpelo desde estadios tempranos de
desarrollo (Fig. IV-73 C) y durante el crecimiento del gineceo la expresion se restringe
gradualmente a los margenes de la valva en las células que formaran la zona de
dehiscencia (Fig. IV-73 M).Aunque en estadio 12 la expresion se detecta a lo largo de
las regiones de valva (excluyendo la epidermis y los haces vasculares) (Fig. IV-73 L).
Mientras que la expresion de los genes TOP va restringiéndose a las regiones apicales a
lo largo del desarrollo del gineceo y no se ha detectado expresion en los margenes de la

valva [Deyholos, 2000 #1277].

Fig. IV-73: patrén de expresion de SP7. Tomado de
Heisler et al (01). (A, B e I)secciones longitudinales.
(C, D, G, H, ], K, L y M) secciones transversales.
(A)inflorescencia, im: meristemo inflorescente, flores
de estadio 7 y 8. (B) flor de estadio 6, ad se: sépalo
adaxial, ab se: sépalo abaxial.
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Continuacién: (C)flor de estadio 6, las flechas sefialan expresion en las regiones mediales del
carpelo. (D) flor de estadio 6, m st: estambres mediales, 1 st: estambres laterales. (G) gineceo en
estadio 10. (H) gineceo en estadio 11, tt: tracto de transmision. (I) apice del gineceo en estadio 11. (J)
ovulos de un gineceo en estadio 12. (K) semillas de un gineceo en estadio 15. (L) gineceo de flor en
estadio 13, expresion en la valva. (M) gineceo en estadio 17, las flechas sefialan la expresion en la
zona de dehiscencia.

La linea reportadora SPT,,,::GUS, donada por D. Smyth, reproduce el patron de
expresion descrito en [Heisler, 2001 #1281]. Se utilizo esta linea para comprobar si las
mutaciones en los genes TOP podrian tener algin efecto en la regulacion de SPT.

La expresion de SPT,,,::GUS no cambi¢ apreciablemente en los mutantes fop -3
durante el desarrollo de la inflorescencia y de la flor (Fig. IV-74). Cabe destacar que
curiosamente y al contrario de lo que se podia esperar por los fenotipos de
sobreexpresion de TOP1, la expresion de SPT no varid en topl-3 en comparacion con el
silvestre en la zona de los margenes del carpelo que daran lugar a la zona de dehiscencia
(Fig. IV-74 B vs I y G vs M). Sin embargo el patron de expresion del gen delator en
topl-3 si vario en otros tejidos respecto al silvestre. En top -3 no se observo expresion
en la zona de abscision de lo 6rganos florales, si en los nectarios, a diferencia del
silvestre (Fig. IV-74 C vs I). Tampoco se observo en la zona de dehiscencia de los
estambres, ni en el meristemo apical del tallo (Fig. IV-74 E vs L y A vs B). Ademas se
localizo la expresion del gen delator en los 6vulos y en las semillas del mutante top!-3,
mientras que en el silvestre solo se localizé expresion en el funiculo (Fig. IV-74 C vs
J). Por lo tanto, parecia que TOP reprimia la expresion de SPT de forma muy clara en
las semillas. En el resto de los tejidos en los que no se observo expresion de SPT podria

hipotetizarse que TOP1 fuera necesario para dicha expresion.
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Fig. IV-74: Patréon de expresion de SPT,,,::GUS en fondo silvestre y en fondo topI-3.
(A,B,C,D,E,F,G)Col-0y(H, I, ], K, L, M) topl-3 (B). (A y H) inflorescencias. (B e I) frutos, la
flecha indica la zona de abscision de los 6rganos florales. (C y J) detalle de los 6vulos. (D y K)
flores en antesis. La flecha indica la zona de dehiscencia de los estambres. (E y L) detalle de la
zona de dehiscencia de las anteras. (F) flor en estadio 12. (G) fruto post antesis, Estadio 14. (M)
fruto estadio 14. Notese la expresion en 6vulos y semillas en el mutante fop-3.

Como ya se ha mencionado la expresion de SPT no varid en todos los tejidos por
lo que no se podia descartar que en esos tejidos SPT pudiera estar regulando la
expresion de los TOP. Por este motivo se analizé la expresion de TOP1,,,::GUS en el
mutante spz-2 y en la linea de sobreexpresion 35S::SPT, esta tltima también donada por

D. Smyth.
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Fig. IV-75: Patrén de expresion de TOPI,,,::GUS en fondo silvestre, en fondo spz-2 y en fondo
358::SPT.

(A, D, G,J, M) Col-0. (B, E,H, K,N) spt-2. (C,F, 1, L, O) 355::SPT.(A, B y C) Inflorescencias. (D,
E y F) Flores de estadio 8. (G, H e I) Detalle de las regiones apicales de flores estadio 11. (J, Ky L)
Flores de estadio 12. (M y O) Flores en antesis. (N) Flor en estadio 12 tardio.

La expresion de TOPI,,::GUS en el mutante spt-2 no varid respecto a la
expresion en el ecotipo silvestre (Fig. IV-75). Tampoco varid la expresion en plantas
que sobreexpresaban SPT, por lo que no parecia que SPT estuviera regulando a los

genes TOP.

Es importante destacar que las plantas que sobreexpresan SPT no tienen
fenotipo, lo que puede sugerir que SPT necesite factores adicionales para desarrollar
ciertas funciones. Como ya se ha mencionado, los fenotipos de pérdida de funcion de
ambos genes revelaban cierta sinergia por lo que no se podia descartar que los genes
TOP pudieran ser dichos factores adicionales. Para comprobar dicha hipotesis, se
obtuvieron lineas que sobreexpresaban tanto SPT como TOP].

Estas lineas mostraban un fenotipo muy severo; las semillas germinadas en
placa no llegaban a desarrollar plantulas, generando so6lo los cotiledones, que aparecian

fusionados (Fig. IV-76).

Fig. IV-76: Fenotipo de dos plantulas
35S::TOP1 35S::SPT, con los cotiledones
fusionados

Estos resultados sugerian intensamente la interaccion genética entre los genes
TOP y SPT debido al efecto sinérgico de sus mutaciones, al igual que ocurre con los

genes STY y SPT [Kuusk, 2002 #1935]. Aunque la represion de SPT por parte de TOP
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en determinados tejidos sugeria la existencia de otros factores adicionales implicados en

dicha represion.

3-1-5. Analisis de las interacciones con ETTIN.

ETTIN (ETT), también conocido como ARF3, codifica un factor de transcripcion
con dominio de union al DNA tipo ARF (Auxin Response Factor)[Sessions, 1997
#1102]. La proteina ETT probablemente funciona mediando la respuesta a auxinas en el
gineceo. Al igual que otros factores de transcripcion tipo ARFs, la expresion de E77 no
se induce por auxinas [Nemhauser, 2000 #1289].

Las mutaciones en ETT provocan alteraciones en el eje apical-basal del fruto, el
ovario se reduce en tamafio, mientras que el gindforo, basalmente, y el estilo y estigma,
apicalmente, aumentan de tamafio [Sessions, 1995 #857][Sessions, 1997 #1102]. Por
otra parte también se producen alteraciones en la polaridad de los 6rganos, apareciendo
en el exterior de las valvas crecimiento del tracto de transmision. El papel de ETT
promoviendo la formacion del ovario estd mediada a través de la represion de la
expresion de SPT en este dominio. Las mutaciones spf son epistaticas a eft, suprimiendo
el desarrollo ectdpico del tejido apical y adaxial que se observa en los mutantes ett y
rescatando también el tamafo del ovario y del ginéforo [Heisler, 2001 #1281]. Ademas
SPT se expresa fuertemente en el tracto de transmision ectopico de los mutantes e#f. Por
otro lado, los tratamientos con NPA sobre plantas silvestres provocan la aparicion de
estigmas y estilos mas grandes, recordando el fenotipo de alelos débiles de et
[Nemhauser, 2000 #1289]. Asimismo, la aplicacion de diferentes concentraciones de
NPA revela un aumento de la sensibilidad de los alelos débiles de et a la disrupcion del
transporte polar de auxinas. De manera contraria, los defectos encontrados en el gineceo
de spt se rescatan parcialmente por los tratamientos con NPA. Estos experimentos
relacionan los fenotipos que presentan ambos mutantes con defectos en el transporte
polar de auxinas.

Analisis de los fenotipos mutantes.

Se obtuvo el triple mutante top1-3 top2-2 ett-3 y se analizé su fenotipo (Fig. IV-
77). Se eligio el alelo mutante efz-3 por su fenotipo intermedio, asi durante el analisis
del fenotipo del triple mutante seria mas fécil la observacion tanto de un fenotipo mas
severo como de uno mas débil.

El triple mutante presentaba un fenotipo mas severo que el mutante eft-3 en

cuanto a la reduccion del tamano del ovario. En €l el ovario era todavia menor que el
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del mutante e#t-3. En lo referente al tamafio del gin6foro, aunque ambos gino6foros eran
mas alargados que el silvestre, los del triple mutante eran mucho mas alargados que los
de ett. Sin embargo, en el triple mutante fopl-3 top2-2 ett-3 el numero de papilas
estigmaticas disminuia respecto a eft-3, presentando ademas severos defectos de fusion
de las regiones apicales. Por otra parte, en el triple mutante aparecian 6vulos ectopicos
agrupados en la region apical del gineceo, indicando posibles problemas de polaridad en
el gineceo. Aunque este fenotipo también podria ser debido a que la reduccion del
tamano del ovario dejara la placenta en una zona mas pequefia lo que provocaria que

presionara el ovario apareciendo apicalmente.

Fig. IV-77: Alteraciones del gineceo del triple mutante fop1-3 top2-2 ett-3.

(A-C) ett-3. (D-H) top1-3 top2-2 ett-3. (A y D) fotografias del gineceo y detalle de la region apical
del gineceo in vivo. (B.C, E-H) micrografias electronicas de barrido. (B, E y F) gineceo. (C, G y H)
detalle de las regiones apicales del gineceo.
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Por lo tanto, en el triple mutante parecia que algunas de las alteraciones de eft-3,
como la proliferacion de papilas estigmaticas, se rescataban, mientras que otras como la
reduccion del tamafio del ovario y la elongacion del ginoforo, eran mas severas. Estas
alteraciones podian ser reflejo de cierta interaccion entre los genes TOP y ETT. Para
determinar si la reduccidon en el numero de papilas estigmadticas en el triple mutante
podria ser reflejo, como en el caso de spf eft, de cierta represion de los genes TOP por

parte de ETT, se analiz6 el patron de expresion de TOP1,,,::GUS en el mutante e#t-3.

Analisis de la expresion de la linea reportadora TOP1,,,::GUS en el mutante e#-3.

La expresion de TOP1,,,::GUS en el mutante ett-3 se localizo, al igual que en el
silvestre, en flores de estadios tempranos, en el estigma y estilo, en los 6vulos, en la
zona de abscision de los 6rganos florales y en la zona de union entre tallo y pedicelos de
las flores (Fig. IV-78). Sin embargo, la expresion del gen delator en la zona del estilo
era muy intensa en el mutante eft-3 en comparacion con el silvestre y se extendia hacia
zonas mas basales, abaxiales y mediales del gineceo. Por otra parte, se observo
expresion en la zona basal de las valvas en frutos eft-3 de estadio 15 (Fig. IV-78 G,

flecha), zona en la que en frutos silvestres no se observo expresion.

Fig. IV-78: Patrén de expresion de TOP1,,,::GUS en fondo ett-3.
(A-D, Fy H) et#-3. (E y G) Col-0. (A y E) Inflorescencias. (B) Flores de
estadioll, en dos perspectivas distintas. (C) Flor de estadio 11. (D)
Tallo. (F y G) Detalle de la expresion en las regiones apicales del
gineceo. (H) Fruto, las flechas indican expresion en la zona basal de las
valvas.
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La expansion del dominio de expresion de TOPI en ETT es similar a lo que
ocurre con la expresion de SPT en el mutante ett. En ett, SPT se expresa ectopicamente
en las regiones mediales del gineceo y en las proliferaciones de células abaxiales que
aparecen apicalmente en dicho mutante [Heisler, 2001 #1281]. Se ha propuesto que E77T
previene la expresion de SPT en las regiones basales (sub-regiones) del gineceo
silvestre [Heisler, 2001 #1281]. Ademas, aunque no se detecta la expresion de SPT en el
gindforo de las flores eft a partir de estadio7, si que se extiende hacia la base del
gineceo en estadio 6 [Heisler, 2001 #1281].

Los resultados obtenidos parecian indicar que ETT podria reprimir directa o
indirectamente la expresion de los genes TOP, al igual que ocurre con SP7, impidiendo
que éstos se expresen en el ovario a partir de estadio 10, por lo que la expresion de
TOPI,,,::GUS se expande en las regiones apicales de los mutantes eft. Es importante
destacar que a diferencia de lo que ocurre en el mutante spt ett, en el triple mutante
topl-3 top2-2 ett-3 no se recupera el tamafnio del ovario ni del gindforo, al contrario,
¢stos son mas pequeiio y mas largo respectivamente, lo que podria indicar cierta

sinergia entre los genes TOP y ETT.

3-2. Analisis de las interacciones genéticas de los genes TOP con genes implicados

en el desarrollo del eje medio-lateral del gineceo de Arabidopsis.

Como se describe en detalle en la introduccion, la distribucion de los tejidos en
el eje medio lateral del fruto estd controlada por dos grupos de genes, uno que
promueve el desarrollo del margen de la valva (SHPI,2, IND y ALC) y otro que
restringe al primero en las regiones adyacentes, las valvas (FUL) y el replum (RPL)
[Dinneny, 2005 #1834] [Ferrandiz, 2000 #1242]. Ademaés se ha descrito que los genes
FIL, JAG y YAB3 actlian promoviendo, de forma redundante, la expresion tanto de los
genes del margen de la valva como de FUL y que dichas actividades se encuentran
reguladas negativamente por RPL en el replum [Dinneny, 2005 #1848]. En el esquema
[-10 de la introduccion se muestra un modelo de las interacciones genéticas en la
especificacion del margen de la valva.

A pesar de que los frutos de la linea top-1D presentaban similitudes con los del
mutante fruitfull (Fig. IV-79), al analizar los fenotipos de los mutantes de pérdida de
funcion TOP no se encontraron alteraciones en el desarrollo de las regiones del fruto a
lo largo del eje medio lateral, sino defectos en las regiones apicales del gineceo. El

analisis de las interacciones genéticas con mutantes afectados en dichas regiones como
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SPT y STY reveld cierta redundancia entre éstos y los genes TOP en el correcto
desarrollo de las mismas(Fig. IV-79). Sin embargo, durante el andlisis del doble
mutante topl-3 styl-1 se observo cierta indehiscencia de los frutos, por lo que se realizo
un analisis del patron de lignificacion de los mismos en el eje medio-lateral para

determinar posibles alteraciones a este nivel.

Fig. IV-78

(A) Comparacion de las alteraciones del fruto de la linea de sobreexpresion de TOPI, topl-1D con las
alteraciones en el mutante fi/.

(B) Alteraciones en las regiones apicales del gineceo de los mutantes top y sty y distintas
combinaciones mutantes, topI-3 styl-1, topl-3 styl-1 sty2-2 y topI-3 top2-2 styl-3.

(C) Alteraciones en las regiones apicales del gineceo de los mutantes fop y spt y distintas
combinaciones mutantes, top -3 spt-2, top2-2 spt-2'y top1-3 top2-2 spt-2.

3-2-1. Analisis de la lignificacion del doble mutante top1-3 styl-1.

Para analizar posibles cambios en la estructura del eje medio-lateral y en el
patron de lignificacion de los frutos de los dobles mutantes ftop -3 styl-1, se incluyeron
en parafina frutos de estadio 17 tardio y se realizaron cortes histologicos transversales

que se tifieron con floroglucinol. Esta sustancia tifie especificamente de color rosado las
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c€lulas lignificadas. También se analizaron los mutantes simples topl-3 y styl-1 y se
compararon con frutos del ecotipo silvestre Col-0. En la figura IV- 18 se muestra un
esquema de la zona de dehiscencia de un fruto de Arabidopsis.

El analisis del patron de lignificacion del doble mutante topl-3 styl-1 revelod
alteraciones en la zona de dehiscencia del mismo (Fig. 1V-80). En frutos del doble
mutante fopl-3 styl-1 se encontrd un puente de cé€lulas lignificadas que conectaba el
margen de valva lignificado y la linea enb con el tejido vascular lignificado del replum,
similar al que se encuentra en el mutante alc [Rajani, 2001 #1312](Fig. 1V-80 I).
Debido a estos defectos los frutos del mutante alc son parcialmente indehiscentes, ya
que se abren bajo presion. Este es un fenotipo menos severo que el de los frutos de los
mutantes shp o ind, en los que no se desarrollan las paredes lignificadas adyacentes a la
zona de dehiscencia. El doble mutante topl-3 styl-1 era dehiscente aunque no
completamente.

El patron de lignificacion observado en el eje medio-lateral de los dobles
mutantes fopl-3 styl-1 podria indicar cierta funcion, quiz4 de manera conjunta, de los
genes TOP y STY en la especificacion de dicha zona, a pesar de que no se observod
expresion de STY o TOP en la misma, lo que podria sugerir quiza cierta actividad a

distancia.

Fig. IV-80: Secciones transversales de frutos teiiidos con floroglucinol para la deteccion de

lignina. (A, B, C, G e I) Detalle de la zona de dehiscencia. (D, E, F y H) Secciones transversales de

frutos. La barra de escala en I corresponde a 100um. (A y D) Col-0. (By E) topi-3. (Cy F) styl-1.

(G y H) topI-3 styl-1. Las flechas en G sefialan el puente lignificado (I) alc tomado de Rajani et a/
154 (01). LB:puente lignificado, ov: margen de valva externo.
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El fenotipo de la linea de sobreexpresion topl-1D relacionaba a los genes TOP
con FUL. Los mutantes ful sufren alteraciones en el eje medio-lateral del fruto,
diferenciandose en la valva tipos celulares de la LL y SL [Ferrandiz, 2000 #1242]. Se
ha demostrado que los fenotipos fu/ en el fruto son debidos principalmente a la
expresion ectopica de IND en la valva, ya que en el doble mutante ful ind se suprime en
gran medida el fenotipo ful [Liljegren, 2004 #1843]. Aunque no solo la expresion
ectopica de IND es la responsable del fenotipo ful, puesto que conforme aumenta el
numero de mutantes de genes implicados en el desarrollo del margen de valva se rescata
mas el fenotipo ful. Asi en el quintuple mutante ful ind shpl shp2 alc se recupera la
zona de dehiscencia practicamente en su totalidad [Liljegren, 2004 #1843].

Los fenotipos del fruto de la linea topl-1D podrian explicarse por varias
hipétesis (Fig. IV-81), dentro de las cuales las tres mas sencillas serian:

a - TOP podria reprimir a FUL.

b - TOP podria activar ectopicamente a /ND en la valva o ser necesario para la

actividad de éste.

¢ - IND podria activar a TOP y ser la activacion ectopica de TOP la responsable

del fenotipo de ful.

Otras posibles explicaciones podrian implicar la interaccion fisica de los

distintos factores o regulaciones indirectas de los mismos.

Fig. IV-81: esquema de las
posibles interacciones genéticas
de los genes TOP 'y los genes
que intervienen en el
establecimiento del eje medio-
lateral del fruto.

Posibilidad a - TOP podria
reprimir a FUL.

Posibilidad b - TOP podria
activar ectopicamente a IND en
la valva o ser necesario para la
actividad de éste.

Posibilidad ¢ - IND podria
activar a TOP y ser la
activacion ectopica de TOP la
responsable del fenotipo de ful.
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Para determinar cudl de estas hipotesis era la correcta se comenzo el analisis de
las interacciones de los genes TOP con genes implicados en el desarrollo del eje medio-
lateral del fruto de Arabidopsis como FUL, SHP, IND y RPL.

A continuacion se describen los resultados preliminares que se han obtenido
durante el desarrollo de esta tesis utilizando analisis genéticos. Es importante destacar
que todos estos resultados solo abren una puerta para el inicio de este trabajo que

necesitara de un desarrollo posterior.

3-2-2. Analisis de las interacciones con FRUITFULL.

El gen FRUITFULL (FUL), codifica un factor de transcripcion de tipo MADS-
box. Su funcion principal es la especificacion de la identidad de las células de la valva,
especialmente tras la polinizacioén. Las plantas fu/ presentan frutos de reducido tamafio
como resultado de la formacion ectopica en la valva de pequenas células como las de la
zona de dehiscencia. Como consecuencia, las células de la valva no elongan
correctamente y el replum de estos frutos se dispone en zig-zag [Gu, 1998 #1784].

Se obtuvo el doble mutante top1-3 ful-2, y se observo que el grado de zig-zag
del replum era menos severo que en ful-2 (Fig. IV-82). Este resultado se puede
interpretar como una supresion parcial del fenotipo ful, aunque cabe destacar que muy
debil. Esto podria apoyar la hipdtesis de que TOP fuera importante en la especificacion
del margen de valva, como podria indicar también el fenotipo parecido a alc de los
mutantes fop sty, o bien que tuviera algun papel en la especificacion del replum. Cabe
destacar que la morfologia del replum del doble mutante ful/ alc no ha sido descrita
aunque si se ha descrito que en este mutante doble se recupera ligeramente el tamafo
del fruto del mutante ful. En el doble mutante fopl-3 ful-2 sin embargo, no se observo
recuperacion del tamano del fruto. Por otra parte, también se observd que el doble
mutante fopl-3 ful-2 tenia el estilo mas largo que el mutante fu/-2. Es importante
recordar que los mutantes de pérdida de funcion, sobre todo top2-2 presentaban estilos
alargados, al igual que el mutante ful/, sobre todo en fondo erecta, por lo que podria
existir alguna relacion entre ambos genes en el desarrollo del estilo y quiza también con

ER [Ferrandiz, 2000 #1228] [Woodward, 2005 #2064].
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Fig. IV-82: Alteraciones del doble mutante fop1-3 ful-2. Micrografias electronicas de barrido.
(A-D) ful-2. (E-G) top1-3 ful-2. (A y E) frutos. (B y F) detalle del estilo. La barra roja en B representa
400 wm, y la barra roja en F representa Imm, se puede comparar la longitud del estilo de fi/-2 (B) y
topl-3 ful-2 (F). (C, D y G) detalle del replum. se ha coloreado en verde el contorno de algunas
células de la valva para destacar la diferencia entre ful-2'y topi-3 ful-2.

A continuacion se analizd la interaccion genética de los genes TOP con genes

del margen de valva como los genes SHP y el gen IND.

3-2-3. Analisis de las interacciones con SHATTERPROOF.

SHATTERPROOFI (SHPI) y SHP2 pertenecen a la familia MADS- box de
factores de transcripciéon y son funcionalmente redundantes [Liljegren, 2004
#1843][Liljegren, 2000 #1229]. Los frutos del doble mutante shpl shp2 son
indehiscentes, ya que no se diferencia la zona de dehiscencia y disminuye la

lignificacion del margen de la valva, necesaria para la apertura del fruto [Liljegren,

2000 #1229].
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Se obtuvo el triple mutante topl-3 shpl shp2 y se observd que la zona de
dehiscencia a nivel apical se encontraba menos diferenciada que en el doble mutante
shpl shp2, mientras que a nivel basal no se encontraron diferencias (Fig. IV-83). Este
resultado podria indicar que la actividad de los genes TOP contribuyera, quiza en
paralelo a los genes SHP, en la especificacion de dicha zona.

Por otra parte, se encontrdé un fenotipo inesperado en el triple mutante fopl-3
shpl shp2. Este mostraba defectos en la filotaxis (Fig. IV-83 G) no descritos en shpl
shp2 ni en topl-3. Los entrenudos del triple mutante no elongaban correctamente
apareciendo, como se muestra en la figura, las hojas caulinares agrupadas y los frutos,
dispuestos en el tallo mucho mas cercanos unos a otros que en el silvestre. Quiza estos
defectos podrian deberse a que los genes TOP y SHP pudieran tener alguna relacion
con los procesos de filotaxis en Arabidopsis, en los que las auxinas juegan un papel
fundamental. Estos defectos se han observado en el mutante p/ [Byrne, 2003 #1733],
en el que el patron de iniciacion de los 6rganos esta alterado y los organos laterales

aparecen con mayor frecuencia que en el silvestre.

Fig. IV-83: Alteraciones del triple mutante top1-3 shpl shp2.

(A y D) shp Ishp2. (B, C, E-G) topl-3 shpl shp2. (A, B y C) Detalle de las regiones apicales del
gineceo. (D-F) Detalle de las regiones basales del gineceo. (G) Las flechas sefialan los defectos de
filotaxis que muestran los mutantes fop -3 shpl shp?.

3-2-4. Analisis de las interacciones con INDEHISCENT.

INDEHISCENT (IND) es un factor de transcripcion de tipo bHLH (basic Helix-
Loop-Helix) y junto a los SHP especifica la identidad del margen de valva. IND juega
un papel muy importante en el desarrollo de la zona de separacion (SL) y la zona la

lignificada (LL) [Liljegren, 2004 #1843]. En alelos fuertes de ind tanto la SL como la
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LL estan ausentes, siendo los frutos indehiscentes. /ND se expresa estrictamente en la
region del margen de valva justo antes de la polinizacion. Una demostracién del papel
central que juega IND en el desarrollo del margen de valva es que la mutacion ind es
capaz de rescatar varios aspectos del fenotipo del mutante ful/, suprimiendo la
lignificacion ectopica de las valvas de ful. Las mutaciones en /ND también rescatan
substancialmente la elongacion del fruto de los mutantes ful y la expansion de la valva
[Liljegren, 2004 #1843].

Se analiz6 la expresion del gen delator GUS bajo el control del promotor de IND
en el mutante fopl-3, y no se observaron cambios de expresion respecto al silvestre
(Fig. IV-84). Esto podria indicar que TOP1 no regulara a IND o que los posibles efectos
se vieran enmascarados por la redundancia de otros miembros de la familia TOP. Otra
posibilidad seria que otros genes, pudieran actuar redundantemente con los 7OP en esta

regulacion.

Fig. IV-84: Patrén de expresion de INDpro::GUS en distintos fondos.
(AyB)Col-0. (CyD) topI-3. (Ay C) Flores en antesis. (B y D) Frutos.

3-2-5. Analisis de las interacciones con REPLUMLESS.
REPLUMLESS (RPL) pertenece a la clase BELL (BELL-1 like) de factores de

transcripcion con homeodominio. En los mutantes de pérdida de funcion se reduce
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drasticamente la anchura del replum, y ademés aparecen importantes errores de filotaxia
y porte alterado. RPL realiza una funcion en el replum similar a la de FUL en las valvas,
impidiendo que se expresen genes de identidad de margen de valva [Roeder, 2003
#1776].

Se obtuvo el doble mutante topl-3 rpl-1. Mediante microscopia electronica de
barrido se observd que el replum parecia mas ancho en el doble mutante top-3 rpl-1
que en rpl-1 (Fig. IV-85). Sin embargo mediante cortes de frutos en parafina, no se
encontraron diferencias entre ambos mutantes en cuanto al tamafio del replum, aunque
se observo que en el caso del mutante rp/-1, el replum aparecia como un depresion mas
profunda que en el doble mutante (Fig IV-85 C y F). Por otra parte, el doble mutante
topl-3 rpl-1 presentaba errores de filotaxia al igual que el mutante simple rpl-1 (Fig.

IV-85-G y H).

Fig. IV-85: Alteraciones del doble mutante top1-3 rpl-1.

(A-C) rpl-1. (D-H) topI-3 rpl-1. (A, B, D y E )Micrografias electronicas de barrido. (A y D ) Detalle
de las regiones apicales del gineceo. (B y E) Detalle de la zona del replum. (C y F) Secciones
transversales de frutos, detalle de la zona de dehiscencia. (G) Porte de la planta topl-3 rpl-1, se
observan alteraciones en la filotaxis (flecha). (H) Detalle de las alteraciones en la elongacion de los
entrenudos (flecha).
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Por lo tanto estos resultados preliminares parecian apuntar hacia la hipotesis ¢
como la correcta ya que por una parte se observo cierto rescate, aunque débil, del
fenotipo ful en el doble mutante fop! ful. Por otra parte, se observo cierto paralelismo
en la especificacion del margen de valva entre los genes SHP y TOP, aunque también se
observo cierta sinergia en los defectos de filotaxis. Ademas los genes TOP no parecia
que actuaran regulando a /ND, aunque no se podia descartar la redundancia funcional de
otros miembros de la familia TOP.

Asi, estos resultados preliminares apuntarian a que los genes TOP podrian estar
implicados directamente en la especificacion de la zona de dehiscencia, quizd aguas

abajo de IND.

4. RASTREO DE LA GENOTECA DE EXPRESION EN LEVADURAS DE
¢DNA DE Arabidopsis MEDIANTE EL SISTEMA DEL DOBLE HiBRIDO.

Los resultados obtenidos sugerian que los genes TOP podrian estar actuando en
vias complejas y de modo sinérgico con otros genes. Una posibilidad era que las
proteinas TOP actuaran formando parte de complejos multiméricos con otras proteinas.
Para detectar posibles proteinas de Arabidopsis que interaccionaran fisicamente con
TOP1 y TOP4 y de este modo pudieran regular su actividad, se realizo el rastreo de una
genoteca de doble hibrido de levadura. Se eligi6 TOPI y TOP4 por ser los miembros de
la familia TOP mas diferentes entre si y asi poder evaluar un rango mas amplio de
posibles interactores. La identificacion de estos interactores era especialmente relevante
puesto que diversos resultados sugerian que la funciéon de TOP1 y TOP4 podia estar
regulada por la formacion de complejos diferentes en los distintos tejidos, y como
respuesta a la sefializacion hormonal, y por tanto, podrian jugar un papel clave en la
coordinacién que presentan los procesos de diferenciacion y maduracion del fruto y la
semilla. La identificacion de los posibles miembros de estos complejos aportarian una

informacion muy valiosa sobre la base molecular de estos mecanismos.

La técnica del doble hibrido ha sido aplicada con éxito a la determinacién de
interacciones proteina-proteina en plantas en un gran numero de estudios. Este
experimento fue realizado durante una estancia en el laboratorio del Dr Davies (Leeds,
Reino unido), grupo de experiencia contrastada en este tipo de técnica.

El plan de trabajo que se realizo se detalla a continuacion:
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- Se originaron dos construcciones para la expresion de TOP1 y TOP4 en los
vectores adecuados para realizar el rastreo. Se generaron levaduras
recombinantes que expresaban dichas construcciones.

- Se realizaron controles positivos y negativos que confirmaran la idoneidad de
las construcciones generadas y se pusieron a punto las condiciones
experimentales adecuadas para la realizacion del rastreo.

- Se realizo el rastreo de la genoteca de doble hibrido y se obtuvieron clones
positivos, realizando posteriormente el analisis preliminar de los mismos.

- Se validaron los resultados positivos mediante distintos ensayos que
descartaran los interacciones espurias y confirmaran los resultados con
significado biologico.

4-1. Generacion de las construcciones cebo pMT22 v pMT23 v levaduras

recombinantes.

Como cebo para el rastreo de la genoteca se emplearon dos construcciones
distintas pMT22 (BD-TOPI) y pMT23 (BD-TOP4) que se utilizaron en dos rastreos
distintos de la misma libreria de cDNA de Arabidopsis. Estas construcciones se detallan
en el anexo 1I-2.

La construccion pMT22 (BD-TOPI) contenia el cDNA de TOPI en el vector
PGBTY, que posee el dominio de uniéon a DNA. La construccion pMT23 (BD-TOP4)
contenia el cDNA de TOP4 en el vector PGBTY.

Antes de proceder al rastreo de la genoteca con estas construcciones, se
transformo con ellas las distintas cepas de levadura (apartado 7-1-8-1 de materiales y
métodos) que se iban a emplear (AH109 y Y187). La cepa Y187 se utiliz6 en el rastreo
de la libreria de doble hibrido y la cepa AH109 se utilizd para comprobar que las
construcciones BD-TOP! y BD-TOP4 no eran capaces de activar, por si solas, la
transcripcion de los genes delatores de estas levaduras. En este ultimo caso, se
determin6 que 5 mM de 3-AT era, para ambas construcciones, la concentracion 6ptima
para controlar el fondo de crecimiento en un medio sin histidina. Se comprobd que las
construcciones no activaban por si solas la transcripcion de los genes delatores (ver

apartado 7-5 de materiales y métodos).

4-2. Rastreo de la genoteca de doble hibrido vy obtencion de clones positivos.

Tras comprobar que las construcciones no activaban por si solas la transcripcion

de los genes delatores, se realizo el escrutinio de la libreria de cDNA de Arabidopsis
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mediante “Mating”( ver apartado 7-1-8-2 de materiales y métodos) o apareamiento de
levaduras.

El nimero de clones rastreados de la libreria se determiné mediante la formula
descrita en el apartado 7-1-9 de materiales y métodos. Con la construccion pMT22 (BD-
TOPI) se consiguié rastrear 1X10° clones de la libreria y con la construccién BD-
TOP4 el nimero de clones rastreados de la libreria fue de 4X10°. Estos numeros
indican la cantidad de posibles interactores con las proteinas cebo que se habia
rastreado. Tras realizar la seleccion de los recombinantes positivos como se describe en
el apartado 7-6 de materiales y métodos, se rescataron 50 colonias positivas en la
interaccion con TOP1 y 20 colonias positivas en la interaccion con TOP4.
Posteriormente, se aislo el DNA plasmidico de estas colonias positivas de levadura.
Este es una mezcla del plasmido DNA-BD/cebo y el plasmido AD/genoteca, por lo
tanto, se debia transformar E.coli para separarlos y aislar solo el pldsmido que contiene
el DNA de la libreria. Esto se realizd para cada una de las colonias positivas. A
continuacion se secuenciaron estos plasmidos y se realizo un BLAST con la secuencia
obtenida, para determinar las distintas proteinas interactoras codificadas por dichas
secuencias.

En la tabla IV-1 se muestran los resultados obtenidos en la secuenciacion de los

clones positivos de la interaccion con TOP1 y con TOPA4.

Tabla IV-1

Proteinas que interaccionan con TOP1

Proteina Caracteristicas Funcion

At2g01070 | Similar a las proteina transmembrana | Posible receptor transmembrana
PTM1 y Lung seven.

At2g01720 | Proteina de la familia de la La Riboforina I es la subunidad catalitica de un
Riboforina I. complejo que glicosila proteinas

At2g10940 | Contiene dominio tipico de inhibidor | Posible transportador de lipidos en el cloroplasto
de proteasa, proteinas de
almacenamiento en semilla y de
transferencia de lipidos

At2g19670 |Posible actividad Arginina N- Metilacion de proteinas, dcidos nucleicos u otras
metiltransferasa moléculas
At2¢36580 | Posible piruvato kinasa Actua en el paso final de la glucdlisis, generando
ATP
At3g01180 |Posible glicosil transferasa Sintesis de almidon en el cloroplasto
At3g06650 | Subunidad B de la enzima ATP Regeneracion citosdlica de acetil-CoA para el ciclo
citrato liasa de Krebs
At4g00180 | YABBY3, factor de transcripcion Involucrada en el desarrollo del fruto y otros
oOrganos
At4g08950 | Posible proteina de respuesta a Desconocida
fosfato
At4g32520 | SHM3 (SERINE Sintesis de Serina, en cloroplasto
HYDROXYMETHYLTRANSFERASE
3)
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At5g01530

CP29, proteina de unién a clorofila
A-B

Involucrada en la fotosintesis

At5g20540

BRX-L4 (BREVIS RADIX-LIKE 4)

Regulacion de la proliferacion celular y la
elongacion en la raiz

At5g22120

Contiene dominio de union a
nucleotidos

Desconocida

Proteinas que interaccionan con TOP4

Proteina Caracteristicas Funcién
At2g17705 | Metionina sulféxido reductasa Reversion de la inactivacion de proteinas mediada
por la oxidacién de residuos criticos de metionina
At2g22360 | Proteina de la familia DNAJ heat Chaperona, protege y ayuda al plegamiento de otras
shock proteinas
At3g55410 |Posible componente de la 2- Enzima del ciclo de Krebs
oxoglutarato dshidrogenasa E1
At4g00180 | YABBY3, factor de transcripcion Involucrada en el desarrollo del fruto y otros
oOrganos
At4g03280 | Centro del complejo del citocromo Fotosintesis
bof
At5g11720 | AGLU1 (Alfa-glucosidasal) Metabolismo de carbohidratos

Durante el desarrollo de esta tesis no dio tiempo a analizar todas las colonias

positivas de los experimentos de doble hibrido por lo tanto, quedan posibles interactores

por detectar. Las colonias que quedan por analizar son aquellas que crecieron mas tarde

en medio solido por lo que puede tratarse de interactores débiles.

De las proteinas que interaccionaron con TOP1 y TOP4, cabe destacar los

factores de transcripcion YABBY3 y BRX-L4.

Se confirmo la interaccion proteina-proteina mediante ensayos en placa. En la

figura IV-86 se muestra el crecimiento de colonias azules que indican interaccion

proteica.
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4-2-1. YABBY3.

YABBY3 (YAB3) es miembro de la familia YABBY. Algunos de los miembros de
esta familia, entre ellos el mismo YAB3, estdn implicados en el establecimiento de la
polaridad en distintos momentos del desarrollo de la planta, expresdndose en posiciones
abaxiales del SAM, de las hojas y del gineceo [Eshed, 1999 #1259][Eshed, 2004
#1893][Sawa, 1999 #1900][Siegfried, 1999 #1898]. La sobreexpresion de YAB3
provoca la abaxializacion de los organos laterales, apareciendo hojas epinasticas y
pequefias (no llegan a ver fenotipo en flor) (Fig. IV-87 M) [Siegfried, 1999 #1898].
Mientras que el mutante simple yab3-1 no tiene fenotipo distinto al silvestre, el doble
mutante fil-5 yab3-1 si, indicando la redundancia entre ambos genes. Casi todos los
organos de la flor del doble mutante se encuentran radializados de alguna manera por la
pérdida del eje abaxial-adaxial. Los carpelos exhiben el estilo alargado y en la valva no
se puede distinguir la epidermis abaxial de las células adaxiales subepidérmicas.

Los genes YABBY han sido implicados no solo en dirigir la polaridad
adaxial/abaxial sino también en el establecimiento de los dominios medio-laterales,
regulando positivamente tanto a FUL como a los genes SHP en la valva y en el margen
de valva respectivamente [Dinneny, 2005 #1848]. Ademas los genes YABBY (en
concreto FIL), junto a ANT/LUG/SEU, se han involucrado en el desarrollo de los tejidos
marginales, derivados de las regiones mediales del primordio del gineceo [Nole-Wilson,
2006 #1901]. ANT, LUG y SEU parecen estar involucrados en el mantenimiento de la
expresion y /o actividad de FIL [Franks, 2006 #1925][Nole-Wilson, 2006 #1901].
Ademas CRC, miembro de la familia YABBY [Bowman, 1999 #1270], esta involucrado
en la especificacion del carpelo. Los mutantes crc tienen defectos en el desarrollo del
mismo, como la pérdida de fusion en las regiones apicales. Que tanto TOP1 como
TOP4 interaccionaran con YAB3 podria aportar datos acerca de las posibles funciones
de los genes TOP en el establecimiento no sélo del eje medio-lateral del gineceo, sino

también en la polaridad del mismo.

Fig. IV-87: YAB3 y los genes TOP.

(A-G) Patron de expresion de YAB3. (A-1 y M) Tomadas de Slegfried et al (99). (A-C) Secciones
longitudinales. (D-G) Secciones transversales. (A) Sépalos de un apice de estadio 3. (B) Pétalos de un
gineceo de estadio 5. (C) Pétalos de un gineceo de estadio 8. (D) Pétalos de un gineceo de estadio 8.
(E) Primordio de un estambre de un gineceo de estadio 6. (F) Gineceo de estadio 8. (G) Flor en
estadio 9. se: sépalo, ad: adaxial, ab: abaxial, va: valva, pe: pétalo, ca: carpelo, mv: borde medial, co;
tejido conectivo.
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Cont. fig. IV-87: (H) Flor silvestre. (I) Flor fil-5 yab3-1 con detalle de la parte apical del sépalo (se)
izquierda y del estambre (st) derecha. (J, K y N) Tomadas de Dinneny et al (05). (J) Micrografia
electrénica de barrido de un fruto fil yab3. Los paréntesis marcan la region donde no se encuentra
margen de valva visible (- mv) y la regién donde se desarrolla el margen de valva ectopico (++ mv).
Se observa la expansion del ginéforo. (K) Regién apical de fil yab3. st: estilo, v: valva, r: replum. (N)
Region basal de fil yab3. Aparece una banda de tejido de margen de valva (emv) a lo largo de la
mitad de la valva. (L) Roseta Col-0. (M) Roseta 35S5::YAB3. (N) Roseta 35S::TOPI.

4-2-2. BRX-L4.

Otra de las proteinas que interaccion6 con las TOP, fue BREVIS RADIX LIKE
4 (BRX-L4). BRLX-L4 pertenece a la familia BRX. Esta familia estd compuesta por
cinco miembros, BREVIS RADIX (BRX), que fue identificado como regulador del
crecimiento de la raiz [Mouchel, 2004 #1963], BRX-LIKE1 (BRX-L1), BRX-L2, BRX-L3
y BRX-L4. Los genes de la familia BRX comparten elevados niveles de similitud entre
ellos y tienen varios dominios conservados, sin embargo, las proteinas BRX muestran
redundancia funcional limitada. Es importante destacar que no se ha descrito el fenotipo
de pérdida de funcion de BRX-L4. Aunque los datos conocidos sobre los otros
miembros de la familia indican que s6lo brx tiene fenotipo en la raiz, siendo mas corta
que la silvestre. El resto de los miembros de la familia no tienen ningin fenotipo
observable ni parecen ser redundantes con BRX puesto que en el cuadruple brx brxll

brxl2 brxI3 no se aumenta el fenotipo de brx [Briggs, 2006 #1964].
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Todos los miembros de la familia se expresan, a parte de en la raiz, en todos los
organos aéreos, aunque no se ha encontrado ningiin fenotipo aparente, ni siquiera en el
cuadruple mutante [Briggs, 2006 #1964].

BRX no se expresa en la zona de proliferacion celular del meristemo de la raiz ,
pero si en la columella y en la vasculatura del floema, tanto en raiz como en tallo (Fig.
IV-88). La mutacion brx influye en el tamano del meristemo, posiblemente
interrumpiendo el transporte polar de auxinas, ya que esto provoca fenotipos similares a
brx [Mouchel, 2006 #1965]. Que los TOP interaccionaran con BRX-L4 podria aportar

datos sobre la posible funcion de los TOP en la raiz.

Fig. IV-88: Comparacién de los patrones de expresion de TOPI,,,::GUS y BRX,,,::GUS.

(AyC) TOPI1,,::GUS. (By D) BRX,,,::GUS. (A y B) Expresion en la raiz principal. (C) Expresion en
la raiz secundaria. (D) Expresiéon en embriéon de estadio torpedo. (B y D) Modificado a partir de
Mouchel et al (06).
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1. TOP1 y TOP2 son factores de transcripcion con dominio B3.

Los genes TOP1 y TOP2 forman junto a TOP3 y TOP4 una pequefia subfamilia
dentro de los factores de transcripcion con dominio B3. El dominio B3 es un dominio
de union a DNA exclusivo de plantas [Bateman, 2004 #2010]. En un trabajo todavia no
publicado, Thomas Jack describe que el dominio B3 se ha encontrado en genes de
Gimnospermas, musgos y algas verdes, implicando que dicho dominio existe en el
linaje de las plantas desde antes de que fueran multicelulares. Ademads, el hecho de que
exista una gran diversidad de factores con dominio B3 (363) podria dar una idea de la
importancia de dicho dominio que puede haberse diversificado adoptando todo tipo de
funciones.

Cabe destacar que la proteina (Q8H6E4) que tiene el dominio B3 maés parecido
al de los miembros de la familia TOP pertenece a la planta dioica Marchantia
polymorpha (Division Bryophyta), aunque en este caso, la proteina tiene dos dominios
B3 [Okada, 2001 #2117][Ishizaki, 2002 #2116]. En la figura V-1 se muestran

fotografias de los esporocarpos, femenino y masculino de Marchantia polymorpha.

Fig. V-1
Esporocarpos de
Marchantia
polymorpha.
(A) esporocarpo
femenino

(B) esporocarpo
masculino

El gen homologo a TOP se encuentra tanto en el cromosoma Y, en varias copias,
como en el cromosoma X y en los autosomas, lo que indica que es un gen que no se
encuentra ligado al sexo y que su funcidén ancestral precede a la apariciéon de los

organos reproductores.

En Arabidopsis podemos encontrar 118 genes que contienen dominios B3 y que
se pueden dividir en 4 grupos distintos (Thomas Jack no publicado) dentro de los cudles
solo un pequefio numero ha podido relacionarse con funciones determinadas. Varios de
estos genes se han descrito como factores de respuesta a distintas hormonas como: el

acido abcisico, en el caso de la familia LAV [Luerfen, 1998 #1262]; las auxinas, en el
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caso de la quizd mas profundamente estudiada familia ARF (ver revisiones [Guilfoyle,
2007 #2096] [Liscum, 2002 #2113] [Remington, 2005 #2098] [Wang, 2007 #2112]; el
etileno [Li, 2004 #2129][Alonso, 2003 #2099] y los brasinoesteroides [Vert, 2005
#1968] [Mouchel, 2006 #1965].

Las hormonas tienen un papel instructivo fundamental en el desarrollo general
de las plantas y son basicas en los procesos de morfogénesis [Alabadi, 2008 #2110].
Como se acaba de explicar muchos de los miembros de la familia B3 estan relacionados
con las respuestas hormonales, como es el caso de los genes TOP, relacionados con las
auxinas. Puede que la escaso nimero de hormonas pero la gran variedad de procesos en
los que estan involucradas durante el desarrollo de las plantas esté ligada con la gran
variedad de factores con dominio B3 existente y que éstos puedan ser los nexos de
union entre las hormonas y la gran diversidad de “instrucciones” que éstas
proporcionan.

Como ya se ha descrito en la Introduccion, hasta el momento la superfamilia B3
esta formada por 363 miembros dentro de varias especies de plantas [Waltner, 2005
#2009] agrupados en distintas arquitecturas estructurales basadas en su asociacion con
otros dominios conservados [Bateman, 2004 #2010]. Dentro de la superfamilia B3, las
proteinas TOP estarian dentro de la familia RAV. Dentro de ésta, los genes TOP forman
un subgrupo ya que, a diferencia del resto de miembros que poseen dominios AP2, los
TOP no poseen otros dominios de union a DNA y sin embargo, comparten otros
motivos caracteristicos de la subfamilia TOP.

Si nos fijamos en el arbol filogenético de la familia RAV propuesto por Thomas
Jack (Fig. V-2) se puede observar que los miembros mas antiguos de la familia RAV,
pertenecientes a arroz, no poseen el dominio AP2. Si la topologia del arbol es correcta,
considerando estos genes como ancestrales, se puede hipotetizar que este dominio AP2
se ha debido de adquirir en un momento posterior de la evolucion y que el subgrupo al
que pertenece la familia 7OP podria haberlo perdido posteriormente (Fig. V-2,

destacado en rosa).
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Fig. V-2: Arbol filogenético de la familia
RAYV modificado a partir de resultados no
publicados de Thomas Jack.

Se ha coloreado en naranja los genes
ancestrales de arroz. Estos genes no tenian
dominio AP2. En verde se ha coloreado los
genes con dominio AP2, que
presumiblemente debieron adquirirlo y en
rosa aquellos genes que volvieron a “perder”
el dominio AP2. dentro de este ultimo grupo
se encuentran los genes TOP.

En un trabajo sobre la caracterizacion molecular de R4V (Tomas Jack, no
publicado), se muestra que la union a DNA se produce de modo cooperativo mediante
el dominio B3 y el AP2, que por separado se unen con baja afinidad [Okamuro, 1997
#972 ; Kagaya, 1999 #1261]. Es posible especular que los genes TOP, con un solo
dominio B3, podrian “necesitar” dominios de uniéon a DNA adicionales, de tipo AP2 o
no, para aumentar su afinidad por el DNA, que podrian ser reclutados mediante
interacciones proteina-proteina.

Acerca de la proteinas TOP y sus posibles funciones controlando la
transcripcion, es interesante destacar que dentro de los motivos conservados que hay en
la familia TOP se encuentra un motivo semejante a la secuencia consenso de dominio
de represion EAR (Fig. IV-6, al final del motivo 4). La secuencia del dominio EAR ha
sido analizada por diversos autores y se han postulado varios consensos, entre ellos el
propuesto en [Tsukagoshi, 2005 #2119] seria [(L/F)DLN(L/F)xP]. Otros autores han
propuesto la secuencia consenso LxLxL que se encuentra en el dominio I de muchas

proteinas Aux/IAA [Tiwari, 2004 #2128]. La existencia de este motivo podria indicar
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un papel de los genes TOP como represores. Apoyando esta hipotesis en los ensayos de
doble hibrido se observo que los genes TOP no activaban por si mismos la transcripcion
por lo que puede que su papel sea mas represivo que activador, aunque carecemos de
datos experimentales adicionales que lo apoyen.

También otros tres miembros de la familia B3 que pertenecen a la subfamilia
VAL que se encuentra dentro de la familia LAV, tienen dominios de represion tipo
EAR [Suzuki, 2007 #2118] [Tsukagoshi, 2005 #2119] (Thomas Jack no publicado).
Estos miembros de la subfamilia VAL parece que ejercen un papel represor en los
programas de desarrollo del embrion, probablemente mediante la regulacion negativa de
los genes ABI3 y FUS3, estrechamente emparentados con los genes VAL y que se
encuentran sobreexpresados en los mutantes vall val?2 [Suzuki, 2007 #2118]
[Tsukagoshi, 2007 #2122].

Como ya se ha descrito anteriormente, por la homologia en la secuencia de
nucleotidos, TOP1 y TOP2 formarian un subgrupo dentro de la familia TOP y TOP3 y
TOP4 otro. Las regiones gendmicas 5’y 3" de TOPI y TOP2 son muy parecidas entre si
(Fig. IV-4 de resultados), y esta homologia se extiende a los genes adyacentes, lo que
indica que podrian provenir de una duplicacion reciente. Las duplicaciones génicas
preceden a la diversificacion funcional, pero cuando son recientes suelen dar lugar a
genes con funciones redundantes [Moore, 2005 #2130]. Ejemplos claros en Arabidopsis
son los genes SHP [Liljegren, 2004 #1843; Liljegren, 2000 #1229] y API1/CAL
[Ferrandiz, 2000 #1228].

2. TOPI y TOP2 actian redundantemente en el desarrollo de las regiones apicales
del gineceo.

¢, Estan los genes TOP implicados en la determinacion de la identidad de los tejidos

apicales o en el crecimiento/proliferacion celular del gineceo?.

La pérdida de funcion de los genes TOP provoca alteraciones en las regiones
apicales del gineceo de Arabidopsis. Dichas alteraciones consisten en un desarrollo
defectuoso de dichos tejidos, sobre todo del estilo y del estigma. Asi, el nimero de
papilas estigmaticas disminuye en comparacion con el silvestre y aparecen defectos de
fusion en el estilo y en el septum apicalmente.

El gineceo crece por divisiones celulares de las células apicales [Hill, 1989 #41],

por lo que estas alteraciones podrian ser reflejo de un menor crecimiento del gineceo
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provocado por una disminucion de la division celular que como consecuencia provocara
que los defectos sean mas visibles en las regiones apicales. Alternativamente, podrian
deberse a la funcion de TOP en la especificacion de la identidad de los tejidos apicales,
concretamente el estilo y el estigma.

El gineceo crece como un tubo que se cierra en estadio 10 y posteriormente se
desarrollan los tejidos apicales, el estilo y el estigma. En los mutantes fop los defectos
en las regiones apicales ya se observan en estadios previos a la fusion del gineceo y son
evidentes en estadio 10, por lo que se podria pensar que los genes TOP tendrian una
funcion asociada al crecimiento y/o proliferacién celular del gineceo. Varios datos
apoyan esta hipotesis. Los genes TOP se expresan en zonas asociadas a la proliferacion
y/o crecimiento celular tanto en el gineceo, como en las hojas. En el caso del gineceo, la
expresion de TOPI y TOP2 se observa extendida uniformemente en los 6érganos florales
en estadios tempranos de desarrollo, en los que estan creciendo. En estadios posteriores
la expresion se observa en las zonas apicales de los 6rganos florales, es decir, zonas
también de crecimiento y/o proliferacion celular de los 6rganos en formacion. De igual
forma, en las hojas, la expresion de TOPI se observa en zonas en las que se esta
produciendo una proliferacion celular para la expansion de las hojas, como es el caso
del meristemo intercalar [Donnelly, 1999 #1907]. También se observa la expresion de
TOPI en las regiones apicales de las hojas que también serian zonas de crecimiento
celular [Donnelly, 1999 #1907]. Ademas, el cuadruple mutante topl top2 top3 top4
tiene hojas aserradas reflejando posibles problemas de crecimiento celular, dado que la
forma final de las hojas depende de que se produzca la division celular y la expansion
de una forma coordinada [Ohno, 2004 #1911].

Sin embargo, no se puede descartar que los genes TOP tengan un papel en la
especificacion de la identidad de los tejidos apicales ya que aunque los tejidos apicales,
como ya se ha descrito en la introduccion, son observables claramente solo en estadios
posteriores a la fusion del gineceo, todavia no se sabe si la determinacion de la
identidad de los mismos es previa a la fusion. Apoyando esta hipotesis, la
sobreexpresion de TOPI provoca la aparicion de células de estilo ectdpicas.

Es interesante destacar que en las lineas fopl-1D se encontraron células del
estilo claramente distinguibles en la zona del replum, mientras que en las lineas pMT17
las células del estilo en el replum s6lo se han observado en algunas ocasiones. Este
hecho puede ser debido a que mientras que en la linea pMT17 la region bajo el control

del promotor 35S era solo la ORF, en la linea generada por “Activation tagging” se
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incluia, ademads de la ORF, parte de la region promotora de TOP1. Por lo tanto, en estas
lineas la expresion constitutiva de TOP1 provocada por el 35S podria superponerse al
patron propio de TOPI. Es decir los factores que actuaran sobre 7OPI podrian
continuar haciéndolo y el fenotipo no seria igual que en la linea pMTI7. Seria
interesante analizar el patron de expresion de TOP1 en ambas lineas de sobreexpresion
y compararlos para determinar si existen diferencias que puedan explicar la diferencia
de fenotipos.

¢;Son los genes TOP funcionalmente redundantes o tienen funciones especificas?.

Las alteraciones en el gineceo de los mutantes fop son mas severas en los
mutantes multiples de miembros de la familia 7OP que en los mutantes simples por
separado, lo que indicaria redundancia funcional de los miembros de la familia. Las
proteinas TOP son muy parecidas, ademas, como ya se ha descrito, se expresan en las
mismas zonas y de hecho hay secuencias en las regiones promotoras similares entre los
cuatro miembros de la familia TOP (Fig. V-5, cuadro rojo).

Asimismo, la sobreexpresion de cualquiera de los miembros de la familia TOP
provoca fenotipos muy similares (Navarrete y Ferrandiz, comunicacion personal). Se ha
visto que la sobreexpresion de 7OPI, cuando se utilizan lineas que sobreexpresan
débilmente TOPI, suprimen el fenotipo del doble mutante topl-3 top2-2 lo que
implicaria que TOPI es capaz de rescatar la pérdida de funcion de TOP2. Este hecho
apoyaria la redundancia funcional de los miembros de la familia TOP.

Ademas, la interaccion proteina-proteina con YAB3 tanto de TOP1 como de
TOP4 apoya la hipotesis de la redundancia funcional de los genes TOP, ya que TOPI y
TOP4 son los miembros de la familia TOP menos similares entre si y aln asi parece
que interaccionan con los mismos factores.

Es interesante destacar que la redundancia funcional seria parcial ya que cada
uno de los mutantes por separado tiene fenotipo, aunque débil. También es importante
poner de manifiesto que aunque existe redundancia funcional, TOP! y TOP2 podrian
tener ademas funciones diferentes. En el caso de los mutantes top2 se observa un
aumento destacado de la longitud del estilo lo que podria involucrar a 7TOP2 de manera
preferente en la determinacion de la longitud del mismo. Asi mismo, los mutantes fop/
parecen tener alteraciones mas claras que los mutantes fop2 en el crecimiento asimétrico

de las valvas, que provoca la inclinacion del estilo, y en la fusion del mismo lo que
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podria involucrar a TOPI en dichos procesos quizd de manera mas destacable que
TOP2.

La redundancia funcional entre miembros de familias génicas dificulta la
identificacion de loci responsables de determinadas funciones, complicando el andlisis
de los fenotipos causados por la pérdida de funcion de los mismos mediante
mutagénesis cldsica y estrategias de genética directa. TOPI fue identificado en una
mutagénesis por Activation tagging, en la que se podian encontrar, generalmente,
fenotipos de sobreexpresion [Weigel, 2000 #1782]. En este caso, la linea que
sobreexpresaba TOP]I tenia un fenotipo observable que consistia en alteraciones en el
desarrollo del carpelo por lo que se eligido para el posterior analisis. Gracias a la
identificacion del gen afectado en dicha linea posteriormente se realizd la busqueda de
mutantes de pérdida de funcion que, como hemos mencionado, hubieran sido dificiles

de identificar mediante abordajes de genética directa.

* ;Qué nos dicen los diferentes alelos sobre las funciones de los genes TOP? .

Como se ha mencionado los mutantes simples topl y top2 muestran fenotipos
menos severos que los mutantes dobles, Sin embargo, el alelo fopl-3 muestra un
fenotipo mas severo que otros alelos top/. En un principio este hecho junto a que no se
transcribe el cDNA completo de TOP1 en este alelo y ademds el cDNA truncado que se
transcribe lo hace en menor cantidad que en el silvestre, hizo que se eligiera dicho alelo
para realizar los experimentos posteriores. Sin embargo, como se discutird a
continuacion puede que el alelo topl-4 muestre la pérdida de funcidon mas fuerte y no
asi top1-3.

En comparacion con el alelo topl-4, la localizacion de la insercion del
transposon (T-DNA en el caso de topl-4) en topl-3, podria permitir la traduccion de
una proteina con un dominio B3 casi completo. Aunque los dominios adicionales no se
traducirian, el dominio B3, que es el dominio de union a DNA, si lo haria [Bateman,
2004 #2010]. Si se estuviera traduciendo una proteina truncada con dicho dominio,
aunque éste no estuviera completo, la proteina truncada podria quizé seguir uniéndose al
promotor de sus dianas. Sin embargo, el resto de la proteina no estaria completa, lo que
podria provocar que ésta actuara como una proteina antimorfa. Por ejemplo, en el caso
de que la proteina TOP1 silvestre actuara mediante una union proteina-proteina, la
proteina traducida en el alelo fopl-3 quiza podria unirse al DNA, pero probablemente

no podria interaccionar correctamente con las posibles proteinas interactoras. fopl-3 es
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un alelo recesivo, por lo que quiza simplemente, la union al DNA de la proteina
truncada podria impedir la union de otros miembros de la familia TOP que ya no
actuarian correctamente disminuyendo en conjunto la actividad TOP.

Para comprobar esta hipotesis seria interesante analizar el fenotipo de
sobreexpresion de TOPI-3 y compararlo con el de sobreexpresion de TOPI. En un
principio se podria esperar que la sobreexpresion de TOPI-3 provocara fenotipo top
aunque también podria provocar otros fenotipos distintos que pudieran revelar factores
adicionales (REF de alelos antimorfos).

Por lo tanto, a pesar de que el fenotipo del alelo fopl-4 era més débil que el de
topl-3 y por este motivo no se analizd tan profundamente en un principio, se decidid
incluir posteriormente el alelo topl-4 en el estudio. En el caso del alelo fopl-4 la
insercion ocurre en el principio de la region que codifica el dominio B3, por lo que se
puede suponer que, en caso de producir una proteina truncada, no podra unirse al DNA.

A pesar de las caracteristicas del alelo fopl-3, el haber realizado el analisis de
las interacciones con este alelo ha permitido observar los fenotipos con mayor claridad

que si se hubieran realizado s6lo con topl-4.

3. La implicacion de los genes 7OP en el desarrollo del eje apical-basal del gineceo
de Arabidopsis.

El tipo de alteraciones que muestran los mutantes fop implica a los genes TOP
en el desarrollo del eje apical- basal del gineceo de Arabidopsis. Por lo tanto, se ha
analizado la posible interaccion de €stos con otros genes ya conocidos involucrados en
dicho proceso.

* Los genes TOP y STY estan estrechamente relacionados.

* Similitudes funcionales entre los genes TOP y los genes STY.

Los fenotipos de pérdida de funcidn de los genes TOP (esta tesis) y STY [Kuusk,
2002 #1935] son muy parecidos, por lo que podrian sugerir que actuaran en los mismos
procesos. Ademas, los genes STY [Kuusk, 2002 #1935] se expresan en las mismas zonas
que los genes TOP por lo que podria existir alguna regulacion directa entre ellos. Para
determinar si existe una regulacion directa de TOP por parte de STY o viceversa, se ha
analizado la expresion de las lineas reportadoras S7Y1,.,::GUS y TOPI1,,::GUS en
distintos fondos mutantes top y sty respectivamente. No se han encontrado cambios en

el patron de expresion en ningln caso, incluso en un trabajo realizado en el laboratorio
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fuera de esta tesis se ha observado que en el cuddruple mutante top! top?2 top3 top4, la
expresion de STY,,.:GUS no varia significativamente. Por lo tanto, no parece que
exista una regulacion directa de unos sobre otros. Asi, la coincidencia del patron de
expresion podia sugerir que los genes TOP y STY estén regulados por factores comunes.

Ademas, en el andlisis de los dobles mutantes fop ! styl se ha observado que los
fenotipos son mas severos que los encontrados en los mutantes por separado. Estos
resultados podrian sugerir que los genes TOP y STY actuaran en vias convergentes

quiza sobre las mismas dianas.

Fig. V-4: distintas posibilidades de
interaccion genética entre TOP'y STY.
(A)No se ha observado que ninguno
de los dos regule al otro.

(B) podrian actuar en  vias
convergentes, y podrian  estar
regulados por factores comunes.

* Los genes TOP y STY podrian tener dianas comunes.

En el articulo [Sohlberg, 2006 #1934] se han determinado varias de las dianas de
los genes STY. En concreto en este articulo, se ha descrito que los genes S7Y podrian
regular la sintesis de auxinas activando al gen YUCCA4, que codifica enzimas clave en
la ruta de biosintesis de auxinas. Diversos resultados indican que los genes 7OP podrian
estar implicados en vias de sefalizacion por auxinas. Por ejemplo, la expresion de los
genes TOP coincide con regiones de maximos de auxinas [Benkova, 2003 #1943]
[Reinhardt, 2003 #1871] [Zgurski, 2005 #1885] y tanto la pérdida como la ganancia de
funcion de los genes TOP provocan fenotipos relacionados con la disminucion y con el
aumento de auxinas respectivamente [Scheres, 2002 #2103]), como se puede observar
en los fenotipos de las raices y en el desarrollo vascular del gineceo.

Como ya se ha discutido, STY y TOP podrian converger en dianas comunes
siendo los genes YUC buenos candidatos a ser dichas dianas. Se han encontrado
secuencias en el promotor de YUC2 y YUC4 que son similares a los sitios de union del
dominio B3 de RAVI[Kagaya, 1999 #1261] miembro de la familia RAV al igual que los

genes TOP. El sitio de union de RAV'1 es caCCTG pero la region més conservada dentro
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de este motivo es CCTG [Kagaya, 1999 #1261]. En la figura V-5 se muestra donde se
localizan dichas secuencias.

Durante el desarrollo de esta tesis no ha dado tiempo a realizar un analisis en
profundidad de las interacciones con los genes YUC; aun asi, si se ha podido determinar
que los genes TOP no estan regulados por los genes YUC ya que en las lineas de
sobreexpresion de YUCI[Cheng, 2006 #1962], no varia la expresion de TOP1,,,.::GUS.
Sin embargo, resultados recientes de nuestro laboratorio han implicado a los genes TOP
en la activacion de los genes YUC2 y YUC4 (Navarrete y Ferrandiz, comunicacion
personal). Asi, los genes TOP y STY podrian converger en la sintesis de auxinas,

mediante la regulacion de los genes YUC.

Fig. V-5: Secuencias promotoras de YUC2 y YUC4. En azul se ha marcado el ATG. En rojo se han
encuadrado aquellas secuencias (CCTG) similares a los sitios de union del dominio B3 de RAVI
(caCCTG). En amarillo se ha destacado el sitio de union de S7TY (Kuusk, comunicaciéon personal)

Por otra parte cabe destacar que las zonas de expresion de los genes TOP

coinciden con las zonas de expresion de algunos genes involucrados en la sintesis de
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ligninas [Kim, 2007 #2025] como AtCAD7 y AtCAD8 (Cinamil Alcohol
Deshidrogenasas). No se ha estudiado el fenotipo que provoca la pérdida de funcion de
estos genes en el gineceo de Arabidopsis aunque se ha observado defectos en el porte de
las plantas que no crecen tan erguidas como las silvestres [Sibout, 2005 #2126]. Los
mutantes fop muestran defectos en los patrones de lignificacion, por lo que quizé seria
interesante analizar las interacciones de los genes TOP con estos genes de sintesis de
ligninas para saber si los genes TOP podrian estar regulando a dichos genes. Por otra
parte, ya que los mutantes fop también muestran defectos en los haces vasculares,
probablemente relacionados con las vias de sefalizacion de auxinas, seria interesante
determinar si la regulacién de los genes de sintesis de ligninas puede ser indirecta a
través de las auxinas ya que éstas juegan un papel importante en el desarrollo de los

haces vasculares [Nemhauser, 2000 #1289].

* Otras posibles dianas de los genes TOP sugeridas por otros miembros de la familia
B3.

Aunque se puede especular sobre cudles podrian ser las dianas de los genes TOP
no se sabe cudles son las secuencias de DNA que reconocen los genes 7TOP. Sin
embargo, ya que pertenecen a la familia RAV se podria pensar que podrian reconocer
las mismas secuencias de DNA que los miembros de esta familia (caCCTG) [Kagaya,
1999 #1261] y por lo tanto, tener dianas comunes.

Por otra parte, las secuencias de DNA que reconocen los dominios B3 de las
distintas familias son de seis pares de bases y comparten cierta similitud. Se ha
propuesto que los dominios B3 comparten una estructura comin de reconocimiento
aunque difieran en las bases especificas a reconocer [ Yamasaki, 2004 #2048]. Quiza esa
estructura comun de reconocimiento podria permitir en algunas ocasiones a los
miembros de las diferentes familias reconocer secuencias distintas a las de
reconocimiento especifico, aunque similares, pero quiza con menor especificidad.

Seria interesante determinar las implicaciones en la regulacion génica que puede
tener el hecho de que los dominios B3 pudieran reconocer secuencias distintas, aunque
similares, a las especificas de cada subfamilia. ;Podrian en ese caso interferir los
miembros de una subfamilia de factores con dominio B3 con la regulacion que llevan a

cabo los miembros de otra subfamilia de factores B3?.

e Los genes TOP y STY podrian tener reguladores comunes.
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Como ya hemos mencionado los patrones de expresién coincidentes (aunque
como se explicard mas adelante no son exactamente iguales) de los genes TOP y STY y
el que no exista una regulacion de unos sobre otros podria indicar que estén regulados
por algun factor comun. Apoyando esta hipdtesis, se han encontrado regiones
conservadas comunes en las secuencias promotoras de los miembros de las familias
TOP y STY (Fig. V-6, cuadros verdes). Seria interesante conocer posibles factores que
se unieran especificamente a dichas regiones para determinar posibles reguladores
comunes a los TOP y STY. Durante el desarrollo de esta tesis se llevo a cabo un

experimento de hibrido simple que no se ha incluido ya que no salié adecuadamente.

Fig. V-6: Secuencia promotora de TOPI. Los cuadros en verde marcan las regiones conservadas en
las secuencias promotoras de los genes TOP y STY. Los cuadros rojos marcan las secuencias
conservadas entre los miembros de la familia TOP.
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Un posible candidato para esta regulaciéon comun podria ser LUG, un cofactor
transcripcional, que ha sido propuesto como regulador de STY. Los fenotipos /ug son
epistaticos sobre los fenotipos sty, como se observa en el doble mutante /ug sty [Kuusk,
2006 #1933]. Ademas, la sobreexpresion de STY es capaz de rescatar los fenotipos /ug
por lo que parece que LUG podria estar regulando a los genes STY directa o
indirectamente. Si como ya se ha discutido, los genes TOP y STY pueden tener
reguladores comunes, quiza LUG podria ser uno de ellos.

Seria interesante analizar si la sobreexpresion de TOP1 es capaz de rescatar los
fenotipos /ug al igual que ocurre con la sobreexpresion de S77Y. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre con S77Y, el andlisis de los fenotipos mutantes fop lug no ha
revelado epistasia como en el caso de sty sino que en dichos mutantes aparecen nuevos
fenotipos mucho mas severos en el desarrollo del carpelo. Ademas, el andlisis de la
expresion de TOP1,,,::GUS en fondo /ug no ha revelado alteraciones evidentes respecto
al silvestre. Por lo tanto, no parece que LUG regule a los genes TOP como se ha
propuesto para los genes STY aunque no se puede descartar que ademas de LUG, otros
factores puedan regular a TOP independientemente de LUG de forma redundante (Fig.
V-7 A).

Nuestros resultados indican que existe interaccion genética entre LUG y los
genes TOP. Por un lado, algunos aspectos del fenotipo de los triples mutantes top! top2
lug son sinérgicos, como las alteraciones relacionadas con el desarrollo de los tejidos
marginales, que en el triple mutante son mas severas que el de los mutantes por
separado. Por otro lado, otros aspectos del fenotipo de los triples mutantes fop! top2 lug
podrian considerarse aditivos, como ocurre en el desarrollo de los haces vasculares. En
los triples mutantes top! top2 lug los haces vasculares mediales estan alterados de igual
forma, que en el doble mutante topl top2, es decir disminuyen en numero y se
basalizan, mientras que el mutante /ug no muestra alteraciones en el desarrollo de los
haces vasculares mediales.

Estas evidencias sugieren que la interaccion de LUG con TOPI y TOP2 no es
equivalente a la de LUG con STY, aunque quiza cabe destacar que la epistasia de /ug
sobre sty no ha sido documentada en gran profundidad, sobre todo en lo referente a los
haces vasculares. Asi, se podria pensar que LUG no regula a TOP sino que la
interaccion es de otra naturaleza.

En base a los resultados anteriores se podria especular que los genes TOP

pudieran formar parte de la ruta ANT/LUG/SEU/YAB para la especificacion de los
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tejidos marginales. Se ha propuesto que estos factores podrian actuar formando un
complejo, aunque con poca evidencia experimental, en el desarrollo de las regiones
marginales [Balanza, 2006 #1954] [Franks, 2002 #1267] [Sridhar, 2004 #1927]
[Navarro, 2004 #1931]. Teniendo en cuenta que TOP1 y TOP4 son capaces de
interaccionar proteina-proteina con YAB3 es tentador pensar que las proteinas TOP

pudieran formar parte de dicho complejo si es que éste existe realmente.

Fig. V-7: Distintas posibilidades de interaccion genética entre TOP y LUG.

(A)Podrian existir factores adicionales que activaran a TOP independientemente de LUG. (B)LUG
y TOP podrian actuar en vias convergentes. (C) TOP y LUG podrian interaccionar proteina-
proteina. (D) TOP podria formar parte de un posible complejo SEU, LUG, ANT, YAB3.

Como ya se ha descrito en la introduccion, las mutaciones en ANT, que provocan
fenotipos de pérdida de funcion similares a los mutantes fop en el gineceo, aumentan el
fenotipo de las mutaciones /ug [Liu, 2000 #1547] al igual que ocurre en el caso de los
mutantes fop. Cabe destacar que ANT tiene un dominio de union AP2 [Hu, 2004 #2047
al igual que muchos de los miembros de la familia RAV a la que pertenecen los genes
TOP. La subfamilia TOP parece haber perdido el dominio AP2 durante la evolucion, y
quiz4, mediante la formacion de complejos con factores transcripcionales con estos

dominios, pueda realizar parte de las funciones ancestrales.

* A pesar de sus similitudes los genes TOP y STY no tienen funciones idénticas.

Como ya se ha descrito existe una relacion funcional muy estrecha entre los
genes TOP y STY como revelan los fenotipos sinérgicos de los mutantes fop sty. Sin
embargo, a pesar de que la similitud de los fenotipos de pérdida de funcién de los
mutantes fop y sty es muy elevada, afectando severamente al desarrollo de las regiones
apicales del gineceo de Arabidopsis, no son fenotipos completamente iguales.

Mientras que los mutantes fop muestran alteraciones mas severas en las regiones

apicales laterales y el replum no muestra defectos tan severos, los mutantes sty muestran
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alteraciones en las regiones apicales mediales y las valvas muestran defectos menos
severos (Fig. IV-57). Estos fenotipos podrian indicar que los genes TOP y STY aunque

convergen en determinados procesos también podrian actuar en procesos distintos.

Fig. V-8: STY y TOP podrian convergen en el
desarrollo de las regiones apicales del gineceo de
Arabidopsis. aunque podrian estar implicados en
otros procesos por separado.

Otra posibilidad es que TOP y STY actuen en los mismos procesos sobre las
mismas dianas, pero que dependiendo de posibles diferencias en sus dominios de
expresion, regulen preferentemente a dichas dianas en regiones diferentes.

Apoyando esta ultima hipotesis se ha observado que los patrones de expresion
de TOP1 y STYI no solapan por completo. Mientras que en el meristemo floral en
estadio 3 la expresion de STY parece situarse en zonas abaxiales [Kuusk, 2002 #1935],
la de TOP parece ser mas adaxial (Fig. IV-57). Para estar seguros de que las
expresiones de los genes TOP y STY no son completamente iguales seria necesario
realizar un analisis mas detallado de la expresion de los mismos. Asi, por ejemplo seria
interesante realizar hibridaciones in situ de TOPI y STYI en cortes seriados en
diferentes estadios de desarrollo para poner de manifiesto estas posibles diferencias.

Otro resultado que podria sugerir que las dianas comunes puedan estar
preferentemente reguladas por TOP o STY en diferentes dominios, seria que la
sobreexpresion de TOP1 y STYI provoca fenotipos que, aunque relacionados, podrian
considerarse espacialmente complementarios. Mientras que la sobreexpresion de TOP1
provoca la aparicion de valvas mas pequenas, el replum adopta una forma de zig-zag, y
aparecen cé€lulas del estilo ectdpicas en el gindforo y en ocasiones en el replum. la
sobreexpresion de STY! provoca la aparicion de valvas arrugadas por la aparicion de

c€lulas del estilo ectopicas en la zona central de la valva [Kuusk, 2002 #1935].
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Estos defectos en zonas diferentes observados en los mutantes de las familias
STY y TOP podrian indicar que los genes TOP y STY pueden realizar la misma funcion

pero de forma preferente en dominios diferentes.

Fig. V-9: esquema
representativo de las
alteraciones en las
regiones mediales (rojo)
y laterales (verde) del
gineceo en los mutantes
topy styy en las lineas
de sobreexpresion de
TOPI1y STY1.

e SPT podria ser un tercer factor importante junto a S7Y v TOP en el desarrollo de los

tejidos apicales.

Otro gen que puede estar estrechamente relacionado con los genes TOP es SPT.
SPT tiene un patron de expresion que solapa con el de los genes TOP y STY y que es
muy similar en las regiones apicales del gineceo [Heisler, 2001 #1281]. La pérdida de
funcion de SPT provoca defectos en la determinacion de los tejidos apicales del
gineceo al igual que ocurre en los mutantes fop (resultados de esta tesis) y sty [Kuusk,
2002 #1935]. Ademas, el anélisis de los fenotipos sty spt ha revelado una fuerte
sinergia lo que indica que al menos estos dos genes pueden estar actuando en los

mismos procesos [Kuusk, 2002 #1935] [Kuusk, 2006 #1933].

Fig. V-10: Esquema de la posible
convergencia de las actividades
TOP, STY y SPT.
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Se ha analizado el fenotipo de los mutantes top ! top2 spt y se ha observado que
¢ste es mucho mas severo que el de los mutantes simples por separado. Asi, en el
gineceo de los triples mutantes existe una reduccion muy severa del tejido marginal
(estilo, estigma y tracto de transmision). Estos resultados sugieren que TOP y SPT
estan implicados en la formacion de las regiones apicales del gineceo, probablemente
junto a los genes STY (como se discutird mas adelante).

Es importante destacar que el alelo sp#-2, que tiene una mutacion en el posible
sitio de uniéon a DNA y que ha sido descrito como un alelo fuerte, puede estar
comportandose como un alelo antimorfo en el desarrollo del carpelo, aunque en otros
contextos, como por ejemplo en su papel en la germinacion, si que se comportaria
como un alelo de pérdida de funcion [Penfield, 2005 #1938]. Por lo tanto, quedaria por
analizar que ocurriria en un alelo spt nulo para determinar el grado de sinergia.

De manera destacable, la severidad de las alteraciones que se observan en el
triple mutante fopl top2 spt se ponen de manifiesto en el desarrollo de los haces
vasculares que discurren por el gineceo. En los mutantes topl top2 spt los haces
vasculares que discurren por el replum se bifurcan hacia la zona de las valvas
recordando a la disposicién que adoptan los haces vasculares en los sépalos, lo que se
podria interpretar como una pérdida de identidad del carpelo. Esta pérdida de la
identidad del carpelo, aunque algo menos severa, también se ha observado en los
mutantes sty /-1 spt-2 [Kuusk, 2002 #1935]. También en los mutantes crc-1 spt-2 se ha
observado un fenotipo similar, aunque en este caso mucho mas severo [Alvarez, 2002
#2059]. Bassdo en estos fenotipos, SPT y CRC han sido propuestos como genes de
identidad del carpelo [Alvarez, 1999 #1269]. Los fenotipos sinérgicos observados en
el mutante fop [ top2 spt-2 podrian sugerir que quiza los genes TOP también podrian
estar involucrados en funciones similares. Apoyando esta hipdtesis, resultados
realizados en paralelo a esta tesis indican que el fenotipo del doble mutante top 4 crc
también es fuertemente sinérgico (Navarrete y Ferrandiz, comunicacion personal).

Asimismo, es interesante destacar que tanto CRC como SPT han sido descritos
como genes de identidad del carpelo en una via independiente de 4G, al igual que los
genes SHP [Alvarez, 1999 #1269]. También, en un trabajo en el que se analizaban los
efectos en el transcriptoma de la induccion de AG (en lineas 35S::AG::GR), los genes
CRC, SPT'y SHP han sido identificados como posibles dianas de AG, al igual que TOP1

y TOP4 [Gomez-Mena, 2005 #2115]. Seria interesante analizar la relacion funcional y
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la jerarquia reguladora de estos genes en la especificacion de la identidad del carpelo,
como parte de una o varias rutas convergentes.

Hemos realizado analisis genéticos para determinar que tipo de relacion
genética existe entre SPT y los genes TOP y se han analizado los patrones de
expresion de ambos genes en distintos fondos mutantes. El andlisis de las lineas
reportadoras TOP1,,,::GUS en spt-2 y en 355::SPT no ha revelado diferencias en el
patron de expresion por lo que no parece que SPT regule directamente la expresion de
TOP. Asi, TOP podria regular la expresion de SPT o bien no existir una regulacion
directa entre ellos a nivel transcripcional.

El analisis de SPT,,,:GUS en el mutante fop/ ha revelado que TOP tampoco
regula a SPT en la mayoria de los 6rganos, incluyendo los tejidos apicales, aunque en
algunos como los 6vulos en desarrollo si. Estos resultados por una parte indican que
en los dominios, en los que la expresion no cambia, TOP podria no regular a SPT , o
hacerlo de modo redundante con otros genes. Alternativamente, la expresion ectdpica
de SPT en los 6vulos de los mutantes fopl podria ser un efecto indirecto de la
mutacion topl en el desarrollo del 6vulo, ain no suficientemente explorado. En
cualquier caso y durante el desarrollo de las regiones apicales, TOPI y SPT podrian
estar actuando en paralelo sobre las mismas o distintas dianas.

Esto queda también reflejado en los fenotipos sinérgicos obtenidos en las lineas
que sobreexpresaban tanto TOPI como SPT, en las que las plantas no llegaban a
desarrollarse y los cotiledones aparecian fusionados. Es importante destacar que la
sobreexpresion de TOPI también provoca fenotipos de cotiledones fusionados, con
baja frecuencia y sin que se impida el desarrollo de las plantulas. Sin embargo, la
sobreexpresion de SPT sola no provoca fenotipos destacables, excepto hipocotilos méas
largos [Penfield, 2005 #1938] [Gremski, 2007 #1985]. Este hecho podria indicar que
SPT puede que “necesite” a TOP para realizar determinadas funciones.

Actualmente en el laboratorio se estd intentando conseguir plantas en las que la
sobreexpresion de ambos genes sea inducible permitiendo que se pongan de
manifiesto los fenotipos en estadios de desarrollo determinados, en el contexto del
gineceo.

Por otra parte, se observo que algunas de las plantas de sobreexpresion de SPT
tenian fenotipo en el fruto, probablemente debido a problemas de cosupresion ya que

no se ha descrito que dichas lineas tengan fenotipo en el fruto [Gremski, 2007 #1985].
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En concreto se encontr6 una planta que mostraba en la inflorescencia principal frutos
con fenotipo spt y en las inflorescencias laterales frutos con fenotipos fop! top2 (datos
no mostrados). Este hecho sugiere que la dosis de SPT provoca distintos fenotipos en
el carpelo y que niveles medios de SPT pueden provocar fenotipos en el fruto
parecidos a los de pérdida de funcién de TOP.

Este efecto de “dosis” también se ha observado en con los niveles de TOP. Asi,
la sobreexpresion de TOPI provoca fenotipos distintos en plantas homocigoéticas y
heterocigoticas para el transgén que sobreexpresa TOP1.

SPT es un factor de transcripcion tipo bHLH [Heisler, 2001 #1281], dentro de
esta familia también se encuentra el gen /ND [Rajani, 2001 #1312] y los genes HEC
[Gremski, 2007 #1985] aunque todos éstos son miembros atipicos de la familia bHLH.
Aunque en esta tesis no ha dado tiempo, seria interesante analizar la relacion de los
genes TOP con los genes HEC ya que éstos también han sido implicados en la
determinacion de los tejidos marginales [Gremski, 2007 #1985]. Por otra parte, IND
estd implicado en la determinacion de la zona de dehiscencia, donde quizéa los genes

TOP también tengan una funcion, como se explicard mas adelante.

Varios resultados sugieren que la sobreexpresion de TOP1 podria ser deletérea.
Por una parte, muy pocas plantas transgénicas que sobreexpresaban TOPI llegan a
mostrar fenotipo de sobreexpresion en el fruto, mientras que si lo muestran en la
roseta. Este hecho, probablemente podria indicar que a lo largo del desarrollo de la
planta se producen fendmenos de silenciamiento del transgén. Por otra parte, la
eficiencia de la transformacion con distintas construcciones de sobreexpresion de
TOPI ha sido generalmente muy baja, quizd debido a problemas de germinacion

provocados por niveles elevados de TOP1.

*Resumiendo.

Todos los resultados anteriores parecen indicar una relacion funcional estrecha
entre los genes TOP, STY y SPT. Este hecho, junto a que coinciden en diversas zonas de
expresion y ademds no parece que unos regulen a otros, por lo menos en las regiones
apicales, podria indicar la actuacion de dichos genes en vias convergentes. Apoyando
esta hipotesis como ya se ha discutido, se han encontrado regiones en el promotor de

YUC que pueden ser diana de la regulacion de TOP y STY.
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Otra posibilidad seria que SP7, STY y TOP actuaran formando complejos. Sin
embargo, es interesante destacar que diversos resultados (BiFC y Y2H) indican que no
parece que ni SPT ni STY interaccionen fisicamente con las proteinas TOP por lo que
quiza o no se forman complejos o si se forman complejos puede que sean necesarios
factores adicionales.

Suponiendo que TOP, SPT y STY pueden tener funciones en los mismos
procesos, actuando en conjunto, y ademas funciones especificas, bien por separado o en
combinaciones por parejas, seria interesante determinar: primero, si el complejo existe
realmente y si puede estar mediado por DNA [Lara, 2003 #1777]; segundo, qué
posibles genes estan regulados por uno, dos o varios de los posibles miembros del
complejo; tercero, conocer si los distintos miembros en conjunto pueden realizar
funciones diferentes a las que realizan por separado o si incluso al estar actuando en
conjunto pueden impedir funciones que cada uno de los miembros puede hacer solo.
Para intentar responder a estas preguntas se podria comparar los genes que cambian o
no de expresion en plantas donde se realizan distintas combinaciones de las
sobreexpresiones de TOP, STY y SPT. Asi, se podria determinar si en funcion de los
miembros que estan actuando, los genes sobre los que actian varian o incluso si lo
hacen de forma diferente. Actualmente en el laboratorio se estd realizando una

aproximacion para intentar responder a estas cuestiones.

¢ [os factores antagonistas de los genes que dirigen la formacion de los tejidos apicales:

ETT.

Como se ha discutido hasta el momento, podria ser que STY y SPT actuaran
junto a los genes TOP en vias probablemente convergentes. Como ya se ha descrito, los
mutantes de pérdida de funcidén de dichos genes provocan alteraciones en el gineceo
similares, es decir una disminucién de los tejidos de las regiones apicales. Las
mutaciones en ETT [Sessions, 1997 #1102] también provocan alteraciones en el eje
apical-basal del fruto, pero en este caso se produce un aumento de las regiones apicales
(estigma y estilo) y basales (gindéforo) y una disminucion del ovario.

Por lo tanto, este fenotipo se podria considerar hasta cierto punto contrario a lo
que ocurre en los mutantes top en los que las regiones del estilo y del estigma estan
disminuidas. Este hecho podria indicar que quiza ETT estuviera reprimiendo a los genes

TOP 'y que la expresion ectopica de los mismos provocara algunas de las alteraciones
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observadas en eff. Apoyando esta hipdtesis se ha observado que los fenotipos
provocados por la sobreexpresion de TOPI recuerdan a los mutantes ett. Se reduce el
tamano del ovario y aparecen gindforos alargados. Ademas, en ambos aparecen células
estriadas ectopicas tipicas del estilo (esta tesis y [Sessions, 1997 #1102]), que podria ser
consecuencia de la expresion ectopica de TOP o de otros genes, como S7TY, cuya
sobreexpresion también provoca aparicion de células del estilo ectopicas [Kuusk, 2002

#1935].

* La expresion ectopica de SPT no puede ser la responsable de todas las alteraciones de
eftt.

Un hecho conocido es que la expresion ectopica de SPT es la responsable en
gran medida del fenotipo de etf [Heisler, 2001 #1281]. Asi, el fenotipo spt es epistatico
sobre eft y en el doble mutante et spt se rescata el tamafo del ovario de ett, la
adaxializacion observada en este mutante y el aumento de las regiones apicales (estilo y
estigma). Sin embargo, en los dobles mutantes sp¢ eff las regiones apicales se
encuentran disminuidas como ocurre en spt, es decir, no se recupera el fenotipo
silvestre, lo que indica que SPT es necesario para que los tejidos apicales se desarrollen
correctamente. Es interesante destacar, como ya se ha mencionado, que la
sobreexpresion de SPT no produce ningun fenotipo en el gineceo lo que podria indicar
que necesita otros factores adicionales para realizar su funcién, es decir, que aunque la
expresion ectopica de SPT parece ser necesaria, no es suficiente para que se produzca el
fenotipo ett. Se ha propuesto que los genes HEC podrian ser unos de dichos factores

[Gremski, 2007 #1985], pero también pueden considerarse otros como podrian ser TOP

y STY.

*Varios factores se expresan ectopicamente en los mutantes ett.

La expresion de SPT en el mutante ett-3 ha sido analizada en [Heisler, 2001
#1281]. Asi, en los mutantes ett-3, SPT se expresa ectopicamente en los tejidos
laterales (Fig. E) y abaxialmente en las proliferaciones de tejido que se producen en ett-
3 (Fig. G y H). También se ha analizado la expresion de HEC2 y HEC3 en el mutante
ett-7 [Gremski, 2007 #1985] y se ha observado que ambos se expresan abaxialmente en
dicho mutante preferentemente en las regiones mediales, es decir, las valvas. Cabe

destacar que no se ha analizado el fenotipo de los mutantes e#t hec.
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En esta tesis se analizado la expresion de TOP1::GUS en el gineceo de ett-3 y se
ha observado que: TOPI se expresa ectopicamente en las zonas mediales abaxiales, es
decir, aparece en las regiones abaxiales del replum igual que ocurre con la expresion de
SPT [Heisler, 2001 #1281] y a diferencia de lo que ocurre con la expresion de HEC
[Gremski, 2007 #1985]. La expresion de STY en ett no se ha analizado. Sin embargo, se
ha observado que en los dobles mutantes sty eft-1 se suprime parcialmente el fenotipo
de ett, como se explicard mas adelante, aunque no se recupera el tamafio del ovario, ni
del gindforo, las papilas estigmdticas disminuyen en nimero [Sohlberg, 2006 #1934].
Asi, puede suponerse que la expresion ectopica de STY en el mutante ett podria ser
responsable de la aparicion ectopica de papilas estigmaticas. Por lo tanto, parece que

ETT reprime o al menos restringe la expresion de TOP, STY, SPTy HEC.

Fig. V-11: patrén de expresion de SPT en ett-3.Tomado de Heisler et a/ (01). patrénn de expresion de
HEC en ett-7. Tomado de Gremski et a/ (07). Patron de expresion de TOPI,,,::GUS en ett-3. Se
muestran a la derecha unos esquemas del patréon de expresion de los tres genes en el gineceo del
mutante eff en un eje apical-basal y medio-lateral.

*SPT, TOP, STY podrian ser necesarios ¢ interdependientes para el desarrollo de las
regiones apicales.

En el triple mutante top! top?2 ett-3 se rescatan las papilas estigmaticas ectopicas
de ett-3, al igual que ocurre en sty! ett-1 [Sohlberg, 2006 #1934] y spt-2 ett-3 [Heisler,
2001 #1281].
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Por la tanto, puede que tanto 7TOP como SPT'y STY sean necesarios en conjunto
para el desarrollo ectopico de papilas estigmaticas en el mutante eff. Asi, al mutar
cualquiera de ellos en el fondo mutante et no se produce la aparicion ectopica de

papilas estigmaticas.

Fig. V-12: Esquema de la posible
convergencia de las actividades TOP, STY
y SPT en el desarrollo de las regiones
apicales del gineceo de Arabidopsis

Mas dificiles de explicar segiin este esquema son las interacciones observadas
entre ETT, SPT, TOP y STY en el desarrollo del ovario. Mientras que el tamafio del
ovario se recupera en el doble mutante spz-2 ett-3 [Heisler, 2001 #1281], en sty-1 ett-1
[Sohlberg, 2006 #1934] y en topl top2 ett-3 (esta tesis) es aun menor que en el mutante
ett. La “recuperacion” del tamafio del ovario también ocurre, aunque parcialmente, en el
triple mutante sty-1 spt-2 ett-1, no obstante en este caso el ovario no se fusiona
[Sohlberg, 2006 #1934]. Seria interesante analizar que es lo que ocurre en el triple

mutante fop ett spt.

Fig. V-13: Alteraciones en el gineceo de distintos mutantes y combinaciones mutantes. Se muestra de
que articulos se han obtenido las distintas fotos.

Como ya se ha mencionado, en el mutante e#z-/ [Heisler, 2001 #1281] existe una
expresion ectopica de SPT [Heisler, 2001 #1281]. Sin embargo, la expresion ectdpica de
SPT por si sola no provoca fenotipos e#t reforzando la idea de que necesita otros

factores adicionales para realizar su funcion. En cambio, la sobreexpresion de TOPI

191



DISCUSION

provoca fenotipos similares a la pérdida de funcion de ETT y ocurre algo parecido con
la sobreexpresion de los genes HEC [Gremski, 2007 #1985]. Por otra parte, es
interesante destacar que la sobreexpresion de ETT tampoco produce ningin fenotipo en
el gineceo [Pekker, 2005 #1858]. Tanto ett-1 como eft-3, utilizados tradicionalmente en
los estudios funcionales de E77, no son alelos nulos y se ha postulado recientemente
que pueden estar comportandose como alelos antimorfos. Esto queda apoyado por la
identificacion de alelos nulos como eft-13, que no muestran un fenotipo tan severo
como los anteriores. Ademas, la sobreexpresion de un E7T truncado que incluye parte
de la region 5S'UTR, produce fenotipos ett-1 [Pekker, 2005 #1858]. Asi, puede que las
caracteristicas de los alelos eft-1 y ett-3 estén dificultando el analisis de los fenotipos
obtenidos por lo que seria interesante analizar los diferentes mutantes top, sty y spt en
fondos e#f nulos.

Asimismo, se ha descrito que E7T actiia de modo redundante con ARF'4 [Pekker,
2005 #1858]. De hecho, el fenotipo del doble mutante ett-3 arf4 es muy similar al del
triple mutante fop! top?2 ett-3 y al del doble mutante s#y-1 ett-1[Sohlberg, 2006 #1934],
pudiendo indicar que STY o TOP podrian ser necesarios para la funcion de ARF4. De
nuevo, seria necesario ampliar el analisis genético incluyendo mutantes arf4 para poder
aventurar hipotesis funcionales mas fundadas.

Por lo tanto, con los resultados que se conocen hasta el momento, es dificil
poder determinar cudl es la relacion de las actividades TOP, ETT, SPT, STY, ARF4,
HEC y como podrian todos estos genes interaccionar durante el desarrollo del gineceo.
Todavia queda mucho trabajo por realizar para poder responder a esas preguntas.

Aun asi, siguiendo el modelo propuesto por [Nemhauser, 2000 #1289] en el que
el desarrollo del gineceo, al menos en el eje apical-basal, podria explicarse por
gradientes de auxinas, se podria intentar encajar en dicho modelo a los genes anteriores.
Hay que tener en cuenta que el modelo de gradiente de auxinas no ha sido demostrado
por lo tanto hay que tomar esta hipodtesis con toda la cautela posible. Sin embargo,
existen varios datos sugerentes que podrian de alguna forma apuntar hacia la hipotesis
del gradiente de auxinas. Por ejemplo, la sobreexpresion de los genes HEC ademas de
provocar fenotipos ett también provoca fenotipos pin [Gremski, 2007 #1985] y los
genes PIN son transportadores del flujo polar de auxinas [Benkova, 2003 #1943]. Tanto
ETT como ARF4 pertenecen a la familia ARF, factores de respuesta a auxinas

[Ulmasov, 1997 #2012]. Por tultimo, los fenotipos spt se suprimen mediante la
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inhibicion quimica del transporte polar de auxinas que aumenta su concentracion en las
regiones apicales [Nemhauser, 2000 #1289].

El gradiente podria comenzar en las regiones apicales en las que TOP y STY
favorecerian la sintesis de auxinas a través de la activacion de los genes YUC. En las
regiones apicales SPT interpretaria ese gradiente para formar las regiones apicales y/o
mediaria la transmision del gradiente hacia regiones del ovario, probablemente junto
con los HEC y en el ovario ETT y otros factores como quiza ARF4 interpretarian la

sefal de las auxina para formar el ovario.

Fig. V-14: Modelo del desarrollo del eje apical-basal del
gineceo de Arabidopsis basado en la hipotesis del
gradiente de auxinas de Nemhauser et a/
(02).Modificado a partir de Balanza et al (06). Los
niveles de auxinas (representadas en rojo) serian
mayores en las regiones apicales, dirigiendo la
formacion del estilo y del estigma; los niveles
intermedios promoverian el desarrollo del ovario; y los
niveles bajos dirigirian la formacion del ginoforo. La
sintesis de auxinas en las posiciones “fuente” se
encontraria bajo en control de los genes STY/SHIy TOP,
mientras que la traduccion de las instrucciones de las
auxinas a diferenciacion de tejidos podria estar mediada
por la accion de SPT'y ETT en sus respectivos dominios.

En el modelo de la formacion de gradientes y de su interpretacion para el
correcto desarrollo del gineceo, hemos hablado de posibles factores adicionales a ETT
para la interpretacion de la sefial de formacion del ovario. Es sugerente que la
sobreexpresion de TOP se parezca tanto a la pérdida de funcion de ett como a la pérdida
de funcion de ful [Gu, 1998 #1784]. Ademas, la pérdida de funcion de FUL provoca
fenotipos, de algin modo, similares a los de eff ya que provoca ginéforos mas largos
que el silvestre, ovarios de tamafio reducido y regiones apicales aumentadas de tamafo
[Ferrandiz, 2000 #1228]. También, resultados todavia no publicados de nuestro
laboratorio indican que la sobreexpresion de FUL rescata el tamafio del ovario en
plantas 35S::FUL ett-3, de modo similar a lo que ocurre en el doble mutante ett spt
[Heisler, 2001 #1281]. Ademas, FUL tiene en su promotor secuencias AuxRE (Auxin
Response Elementes) por lo que seria interesante analizar el papel de FUL en el modelo

propuesto para la formacion del ovario.
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ETT es un ARF atipico ya que no tiene los dominios de interaccion con los
AUX/TAA para el balance de auxinas [Hagen, 2002 #2051]. Este hecho puede implicar
que el mecanismo de regulacion de ETT sea distinto al de otros ARFs. Resultados
paralelos a esta tesis indican que TOP y ETT interaccionan fisicamente (Navarrete y
Ferrandiz, comunicacion personal). Seria interesante analizar cudl podria ser la
implicacion de esta interaccion, cabe recordar que los fenotipos de sobreexpresion de
TOPI son similares a los fenotipos del mutante ett, ;podria TOP interaccionar con ETT,
quizd modulando su funcion?, ;la expresion ectopica de TOP1 podria “secuestrar” a

ETT y provocar los fenotipos ef?.

4. La implicacion de los genes 7OP en el eje medio- lateral.

No se encontraron fenotipos claros en los dobles mutantes top que indicaran que
estos sufrian alteraciones en el eje medio-lateral aunque no se descartd que dichas
alteraciones pudieran estar enmascaradas por la redundancia funcional entre los genes
TOP, y que por lo tanto si pudieran observarse en mutantes cuddruples top! top2 top3
top4. Por otra parte, la redundancia funcional podia ser con otras familias génicas, es
decir que los genes TOP junto a otros genes estuvieran involucrados en el desarrollo de
dichas regiones y que so6lo al mutar varios de estos genes se observaran los defectos.
Apoyando esta ultima hipoétesis, en el doble mutante sty/ fopl se observo la aparicion
de un puente lignificado que unia la zona del replum a la del margen de valva de forma
parecida a lo que ocurre en el mutante alc [Rajani, 2001 #1312] y que provocaba cierta
indehiscencia en los mutantes styl fopl. Seria interesante analizar los patrones de
lignificacion en combinaciones mutantes de miembros de la familia 7TOP de mayor
orden, y en combinacidon con miembros de la familia STY y comprobar si en algin caso
los frutos son completamente indehiscentes.

Cabe destacar que ALC es un factor tipo bHLH muy similar a SPT [Rajani,
2001 #1312] implicado en la determinacion de la zona de dehiscencia. Ya que SPT'y
los genes TOP parecen tener una relacion funcional muy estrecha seria interesante
analizar la relacion genética de los genes TOP con ALC en el contexto de la
diferenciacion de la zona de dehiscencia.

En Brassica se ha observado que poco antes de que se abran los frutos se
produce una disminucion de la concentracion de auxinas en la zona de dehiscencia

[Child, 1998 #1411]. Sorefan y Ostergaard (comunicacion personal) trabajando con
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Arabidopsis, han propuesto que dicha disminucion de auxinas puede estar dirigida por
IND, puesto que el gen iaal. de Pseudomonas syringae, que codifica una enzima que
inactiva el IAA conjugandolo con Lys[Romano, 1991 #2134], bajo el control del
promotor de /ND es capaz de rescatar los fenotipos de indehiscencia en el mutante ind.
Es probable que el fenotipo ligeramente indehiscente observado en los mutantes top sty
esté provocado por posibles alteraciones hormonales, en concreto de las auxinas, mas
que porque ambos en conjunto especifiquen directamente el desarrollo de la zona de
dehiscencia, aunque tampoco se puede descartar dicha hipotesis.

Parece un poco contradictorio que, si por una parte parece que es necesario que
disminuyan las auxinas para que se produzca la dehiscencia [Child, 1998 #1411], en
mutantes en los que probablemente disminuyen las auxinas como sty [Sohlberg, 2006
#1934] vy top aparezcan fenotipos parcialmente indehiscentes similares a los del
mutante alc [Rajani, 2001 #1312]. Quiza esta contradiccion podria explicarse de dos
maneras:

En condiciones silvestres la concentracion de auxinas en la zona de dehiscencia
disminuye cuando se produce la dehiscencia formandose un posible gradiente de
auxinas con el minimo en dicha zona. En los mutantes top sty podria existir de partida
una concentracién menor de auxinas que hiciera que el gradiente fuera distinto y la zona
de dehiscencia no se formara correctamente provocando el fenotipo débil de
indehiscencia observado en el doble mutante. Al contrario, la zona de dehiscencia mas
ancha observada en las plantas que sobreexpresan TOPI podria deberse a un gradiente
mas amplio al posiblemente existir una mayor concentracion de auxinas de partida. En
la figura V-15 se muestra un esquema de los posibles gradientes de auxinas que se
forman en la zona de dehiscencia y un esquema de los fenotipos que se observan en la
zona de dehiscencia de Col-0, topl-3 styl-1'y 35S::TOP y como se podrian explicar

dichos fenotipos en funcion del posible gradiente que se formaria.
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Fig. V-15: Esquema de los posibles gradientes locales de auxinas que de podrian formar durante el
proceso de dehiscencia. En color amarillo se ha marcado la zona de dehiscencia, en verde las valvas y
en rojo el replum. X: Una concentracion determinada de auxinas, nX: Una concentracion n veces mayor
que X. Las graficas azules indican los gradientes de auxinas en la zona de dehiscencia en el silvestre,

top1 sty Oen poSibl@R%plicacion a la aparente contradiccion que ocurre en los mutantes
top sty seria la siguiente: la posible disminucion de auxinas que ocurre cuando se
produce la dehiscencia parece deberse a una relocalizacion de los transportadores de
auxinas, en concreto PINI (Sorefan y Ostergaard, comunicacion personal) que
comienza a dirigir las auxinas hacia otras partes de la planta indicando que en la zona
“sin auxinas” debe producirse la dehiscencia. Si en los mutantes fop sty disminuye la
sintesis de auxinas puede que los transportadores de auxinas no puedan responder
apropiadamente, no cambien su localizacién polar, y no se produzca la dehiscencia
correctamente. Sorefan y Ostergaard han propuesto (comunicacion personal) que la
relocalizacion de PINI estd mediada por IND, que estaria reprimiendo a P/D. Como se
describe a continuacion, IND podria estar directa o indirectamente regulado por los
genes TOP, y esta interaccion podria explicar los fenotipos observados.

Como ya se ha descrito en el apartado de introduccion el patrén en el eje medio-
lateral en el fruto de Arabidopsis ha sido estudiado en profundidad y se conocen
muchos de los genes implicados en su determinacion. Sin embargo, los factores que
actiian en un principio para desencadenar dicho desarrollo no se conocen todavia. En la
figura V-16 se muestra un esquema de las interacciones genéticas que dirigen la
determinacion de la zona de dehiscencia a partir de lo propuesto en [Dinneny, 2005

#1848]. Tomado de [Balanza, 2006 #1954].
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Fig. V-16: (A) Modelo de las interacciones
genéticas que dirigen la especificacion de
las valvas (verde), el margen de valva
(azul) y el replum (naranja) segun Dinneny
et al (05). Tomado de Balanza et al (06).

A pesar de la falta de defectos en el eje medio-lateral que se observd en los
mutantes de pérdida de funcion, en las plantas que sobreexpresan TOPI si que se
observaron alteraciones en el mismo, como una expansion de la zona de dehiscencia.
Durante el desarrollo de esta tesis no se pudo realizar un analisis en profundidad de las
interacciones de los genes TOP con otros implicados en el desarrollo de este eje como
por ejemplo FUL, SHP, IND y ALC. Sin embargo, los resultados preliminares obtenidos
podrian arrojar algo de luz acerca de dichas relaciones.

La sobreexpresion de TOPI recuerda a la perdida de funcion de FUL con frutos
con las valvas mas pequenas, el replum en zig-zag y la zona de dehiscencia mas ancha,
que en el caso de ful es debida principalmente a la expresion ectopica de IND
[Liljegren, 2004 #1843]. El analisis del patron de lignificacion en las lineas de
sobreexpresion de 7TOPI ha revelado una lignificacion ectdpica de las valvas muy
parecida a lo que ocurre en el mutante fu/. Como ya se ha explicado en el apartado de
resultados existen varias posibilidades que podrian explicar este fenotipo y que se

detallan en la siguiente figura.

Fig. V-17: Esquema de las
posibles interacciones genéticas
de los genes TOP 'y los genes
que intervienen en el
establecimiento del eje medio-
lateral del fruto.

Posibilidad a - TOP podria
reprimir a FUL.

Posibilidad b - TOP podria
activar ectopicamente a IND en
la valva o ser necesario para la
actividad de éste.

Posibilidad ¢ - IND podria
activar a TOP y ser la
activacion ectopica de TOP la
responsable del fenotipo de ful.
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En resultados preliminares se ha observado que la expresion de IND,,,::GUS no
varia en el fondo mutante fop /-3 aunque no se puede descartar que alguno de los otros
miembros de la familia TOP supla el papel de TOPI en la activacion o represion de
IND. Estos resultados parecian colocar en un principio a los genes TOP aguas abajo de
IND y hubiera sido interesante analizar la expresion de /ND en el cuadruple mutante
topl top?2 top3 top4. Sin embargo, resultados recientes de nuestro laboratorio en los que
se ha observado que la sobreexpresion de TOPI expande la expresion de IND,,,.:GUS,
colocarian a los genes TOP por encima de IND en la cascada de regulacion que
desarrolla el patron en el eje medio-lateral del fruto y podria explicar la expansion de la
zona de dehiscencia que se observa en plantas que sobreexpresan 7OPI. Ademas, de
estos resultados obtenidos en nuestro laboratorio, resultados todavia sin publicar
(Sorefan et a/) muestran que la sobreexpresion de IND provoca fenotipos en el fruto
muy parecidos a los que provoca la sobreexpresion de TOP.

Por lo tanto, estos resultados preliminares podrian sugerir que 7OP podria
activar a IND directa o indirectamente. Quiza la Gltima posibilidad sea la mas probable
ya que en nuestro laboratorio se ha observado recientemente que la sobreexpresion de
TOPI reprime la expresion de FUL. Si esta represion impide que FUL reprima a IND,
¢ste podria expresarse ectopicamente en las lineas de sobreexpresion de TOP y provocar
el aumento del tamafio del margen de valva en dichas lineas.

La regulacion de IND por parte de TOP podria explicarse por dos hipdtesis que
no serian excluyentes:

La primera seria que los genes TOP podrian regular a FUL y/o a IND mediante
gradientes de auxinas.

La segunda seria la siguiente: los datos anteriores podrian indicar que
probablemente los genes TOP se encuentren actuando directamente sobre FUL, quizé
junto a otros factores y en los primeros pasos del desarrollo del patron medio-lateral.

Apoyando la primera hipdtesis, es importante destacar que FUL tiene en su
secuencia promotora elementos de respuesta a auxinas (AuxRE), por lo que, ademas de
la posible interaccion con los genes TOP, podria responder directamente a niveles de

auxinas dependientes de TOP.
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Apoyando la segunda hipotesis, en el modelo ya propuesto en [Dinneny, 2005
#1848] y que se ha explicado en la introduccion, se dice que niveles elevados de las
actividades FIL/YAB3/JAG activan a FUL, mientras que niveles mas bajos activan a los
genes SHP. Los genes TOP podrian actuar reprimiendo a FUL o impidiendo su
activacion de alguna forma, quiza favoreciendo la activaciéon de los SHP frente a la
activacion de FUL, como se explicard mas adelante. La interaccion fisica de TOP1 y
TOP4 con YAB3 pueden apoyar esta hipotesis. Es importante destacar que no se sabe si
realmente FIL/YAB3/JAG forman un complejo proteico ya que no se sabe si
interaccionan fisicamente.

Otro dato interesante que apoyaria la hipdtesis de una funciéon de TOP en el
complejo FIL/YAB3/JAG favoreciendo la activacion de los genes SHP frente a la de
FUL es que se observo cierta sinergia de los fenotipos en los mutantes de pérdida de
funcion de los genes TOP y los genes SHP1/SHP2. La zona del margen de valva, que ya
en el doble mutante shp! shp2 no se desarrolla correctamente provocando la aparicion
de frutos indehiscentes [Liljegren, 2000 #1229], se diferenciaba visualmente todavia
menos en la regidon apical de los frutos de los triples mutantes fopl shpl shp2. Este
hecho, como ya se ha dicho, podria significar por una parte, cierta convergencia con los
genes SHP indicando una relacion entre los genes TOP y SHP. Por otra parte, podria
simplemente indicar que la zona apical del gineceo se encuentra més afectada al no
estar los genes TOP actuando en su correcto desarrollo, sin implicar que exista la
relacion anterior de convergencia. Asi, los genes TOP podrian estar implicados en la
determinacion de la dehiscencia por ejemplo mediante las auxinas, como ya hemos
explicado en un apartado anterior. Por lo tanto, estos resultados podrian apoyar la
segunda hipdtesis sobre la implicacion de los genes TOP en la formacion de gradientes
de auxinas

De todas formas, hay que sefialar que todos lo resultados obtenidos que implican
a lo genes TOP junto a FIL/YAB3/JAG en el desarrollo del eje medio lateral, se han
observado cuando se sobreexpresa TOPI, es decir, cuando TOPI esta ectopico. En
condiciones silvestres, TOPI no se expresa en la zona de dehiscencia ni en las valvas en
el estadio en el que se va a producir la dehiscencia. Sin embargo, en estadios anteriores
si que se expresa en las valvas por lo que quizd podria dejar las “instrucciones” en
dichos estadios. De todas formas, puede que las interacciones con FIL/YAB3/JAG sean

un artefacto provocado por la expresion ectopica de TOPI y que en condiciones
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silvestres, TOP1 lo que esté haciendo sea modular las actividades FIL/'YAB3/JAG en la

zona del estilo, impidiendo la aparicion de tejido del ovario en dicha zona.

Fig. V-18: (A) Modelo de las interacciones
genéticas que dirigen la especificacion de las valvas
(verde), el margen de valva (azul) y el replum
(naranja) segun Dinneny et al (05). Modificado de
Balanza et al (06). TOP favoreceria la activacion de
SHP frente a la activacion de FUL.

Curiosamente en los mutantes topl shpl shp2 se observaron alteraciones en la
filotaxis no descritas en los dobles mutantes shpl shp2, que podrian ser debidas a
alteraciones hormonales y que son parecidas a las observadas en el mutante rp/ [Roeder,
2003 #1776]. Se ha propuesto que las actividades FIL/YAB3/JAG reprime a los genes
KNOX [Alonso-Cantabrana, 2007 #1983]. Dentro de estos genes se encuentra BP
(también denominado KNAT1) que esta implicado en la determinacion correcta de la
filotaxis formando un heterodimero con RPL [Kanrar, 2006 #2062]. Si TOP formara
parte del posible complejo FIL/YAB3/JAG, esta relacion podria explicar los problemas

de filotaxia observados.

En el modelo de [Dinneny, 2005 #1848] se propone que RPL reprime a
FIL/JAG/YAB3 impidiendo que activen a los genes del margen de valva, SHP e IND,
que se expresan ectOpicamente en el mutante rp/. También se ha descrito que esta
represion por parte de RPL podria ser directa sobre los genes del margen de valva
[Roeder, 2003 #1776]. Si los genes TOP formaran parte del posible complejo
FIL/YAB3/JAG y modularan su actividad favoreciendo la activacion de SHP frente a la
de FUL quiza el fenotipo del doble mutante rp/ top seria distinto al de rp/ ya que podia
disminuir la expresion ectopica de los genes SHP. Sin embargo, no se han encontrado
diferencias en el tamafio del replum entre el mutante rp/ y el doble mutante top! rpl.

Por lo tanto, podria ocurrir que los genes TOP no tengan un papel en el desarrollo del
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replum o que otros genes TOP puedan suplir la funcion de 7OPI modulando la
regulacion de SHP. Seria necesario estudiar el fenotipo de combinaciones mutantes de

varios genes TOP para ver si estan afectados en el desarrollo del replum.

5. La implicacion de los genes TOP en la polaridad abaxial-adaxial del gineceo.

Aunque en esta tesis no ha dado tiempo a analizar las interacciones de los genes
TOP con genes involucrados en la determinacion de la polaridad abaxial-adaxial, varios
resultados implican a los genes TOP en procesos de polaridad del gineceo de
Arabidopsis. Uno de esos resultados es la interaccion proteina-proteina de tanto TOP1
como de TOP4 con YAB3 que esta implicado en la determinacion de los dominios
abaxiales del gineceo [Siegfried, 1999 #1898].

Por otra parte, los fenotipos observados en el triple mutante fopl top2 ett
recordaban tanto a los fenotipos del doble mutante ett arf4 como a los de los mutantes
kanadi [Pekker, 2005 #1858]. Ademas los genes TOP, también denominados NGATHA,
han sido implicados en el aumento de los fenotipos kanadi [Alvarez, 2006 #1982].
Tanto ETT como ARF'4 y los genes KAN han sido implicados en la determinacion de los

dominios abaxiales del gineceo [Pekker, 2005 #1858].

6. La implicacion de los genes TOP en el desarrollo de los meristemos.

Es importante destacar, como se ha explicado en la Introduccion, que los tejidos
marginales, entre ellos las regiones apicales, estilo y estigma, derivan de tejidos con
actividad meristematica, las regiones mediales del primordio del gineceo. Muchos genes
asociados al meristemo, como los genes de “frontera” CUC y los genes KNOX, se
expresan en esas regiones, y parece que son requeridos para el desarrollo del tejido
marginal [Ishida, 2000 #1918]. Ademas los genes KNOX estan reprimidos por los genes
YABBY en las regiones laterales. Teniendo en cuenta que tanto TOP1 como TOP4
interaccionan con YAB3 fisicamente, podria ser interesante analizar las interacciones de
los genes TOP con los genes CUC 'y los genes KNOX para determinar si el fenotipo que
se observa en los mutantes fop podria ser también debido a una falta de desarrollo de las
regiones meristematicas y no solo de los tejidos marginales en concreto. También es
importante destacar la implicacioén de las auxinas en la represion de los genes KNOX en
la posicidon de iniciacion de los primordios de los érganos laterales [Reinhardt, 2000
#1873]. Por lo que quiza la relacion entre los genes TOP y los genes “meristematicos”

podria ser a través de las mismas.
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7. Los genes TOP como integradores de sefiales en los distintos ejes a través de las
auxinas.

A pesar de que en un principio diversos estudios sugerian que la mayoria de los
tejidos del gineceo se desarrollan de forma bastante independiente [Bowman, 1999
#1232] [Ferrandiz, 1999 #1230], cada vez estd mas claro que las conexiones
funcionales entre ellos son mas fuertes de lo que se anticipaba y que el desarrollo de
los diferentes compartimentos a lo largo de los ejes de desarrollo implican a muchos
reguladores comunes que estan altamente coordinados. Como se ha explicado en la
introduccion, a partir de lo que se conoce hasta el momento acerca del desarrollo del
patron de gineceo, se puede sacar una conclusion clara: las auxinas estan relacionadas
con las principales vias que dirigen la polaridad en todos los ejes del gineceo.

Como se ha descrito en esta tesis los genes TOP podrian estar estrechamente
relacionados con las vias de sefalizacion por auxinas y sus mutaciones parecen tener
efecto sobre la polaridad en los tres ejes del gineceo. Estos datos podrian colocar a los
genes TOP como posible nexo de union entre los distintos ejes de desarrollo de
Arabidopsis a través de la auxinas.

Por una parte, los patrones de expresion de los genes TOP coincidian en
muchos casos con zonas descritas como zonas de concentraciones maximas de auxinas
como el extremo distal de las hojas y los hidatodos, las zona mas distal de las raices
principales y los primordios de las raices laterales [Benkova, 2003 #1943], aunque
también coincidian con zonas donde se localizan los transportadores de auxinas
[Michniewicz, 2007 #2101] [Swarup, 2001 #2106]. Este hecho podia implicar que los
genes TOP tuvieran un papel bien en la sintesis de auxinas, por eso alli donde se
encontraban existian niveles maximos de auxinas, o bien en el transporte de las mismas,
y por lo tanto debian encontrarse alli donde se pudieran movilizar éstas, o bien podian
ser factores de respuesta a auxinas, como en el caso de E7T (factor muy relacionado con
los TOP como se ha ido discutiendo) [Sessions, 1997 #1103].

La expresion de TOP1,,,::GUS no parece variar con la adicion de 2-4D, una
auxina sintética, por lo que no parece que esté respondiendo a auxinas, aunque no se
puede descartar que puedan responder a otras concentraciones de auxinas no probadas
en nuestros experimentos. Asimismo, tampoco varia el patron de expresion al inhibir el

transporte polar de auxinas por lo que no parece estar respondiendo a cambios en los
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gradientes de auxinas. Sin embargo, como ya se ha mencionado, resultados recientes de
nuestro laboratorio involucran a los genes TOP en la activacién de los genes YUC,
relacionados directamente en la sintesis de auxinas.

Tampoco se descarta, aunque no se han realizado experimentos para
demostrarlo, que los genes TOP puedan estar involucrados en el transporte polar de las
auxinas afectando quizéa de alguna forma a la relocalizacién de los PIN como ya se ha
discutido en un apartado anterior.

Como ya se ha explicado en el apartado de los resultados, los efectos del NPA, un
inhibidor del transporte polar de auxinas, en el gineceo de Arabidopsis mimetizan el
fenotipo de los mutantes etr. Ademas, la aplicacion de diferentes concentraciones de
NPA aumenta el fenotipo de los alelos débiles de e#t mientras que, de manera contraria,
los defectos encontrados en el gineceo de spf se rescatan parcialmente por los
tratamientos con NPA [Nemhauser, 2000 #1289]. Se ha propuesto que el patrén apical-
basal del gineceo podria ser dependiente de un gradiente de auxinas [Nemhauser, 2000
#1289]. Las auxinas se sintetizarian en el extremo apical del gineceo y se transportarian
hacia las zonas basales en un gradiente decreciente. De acuerdo con esta hipodtesis,
niveles elevados de auxinas inducirian la diferenciacion del estilo y estigma, niveles
intermedios el ovario, y niveles bajos el gindforo [Nemhauser, 2000 #1289]. Los
fenotipos de pérdida de funcidn de los genes TOP podrian interpretarse como fenotipos
provocados por un gradiente de auxinas mas suave que podria explicarse por una menor
sintesis apical de las mismas. Los fenotipos de ganancia de funcion podrian deberse a

una concentracion general mayor de auxinas.
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Fig. V-19 (pag. anterior): Interpretacion de los fenotipos fop, ett, spt 'y 355::TOP segun el posible
modelo propuesto por Nemhauser e a/ (00) de gradientes de auxinas.

Dentro del modelo del gradiente de auxinas que se ha propuesto [Nemhauser,
2000 #1289] y que podria dar lugar al patrén apical-basal se podria colocar a los genes
TOP como ya se ha discutido. Asi, la sintesis de auxinas dependiente de YUCCA se
podria colocar directamente bajo el control de los genes TOP/STY/SHI en el extremo
apical del gineceo. SPT, que mediaria las respuestas a elevados niveles de auxinas para
dirigir la diferenciacion del estilo, estigma y tracto de transmision y /o participar en la
formacion de un gradiente de auxinas regulando su transporte polar, podria hacerlo
quiza junto a los genes TOP, los genes HEC y NTT [Crawford, 2007 #2073]. ETT
ademas de la regulacion espacial de tanto SPT como TOP responderia a niveles
intermedios de auxinas para establecer el tamafio de la region medial en el gineceo,
donde se desarrollaria el ovario.

Por otra parte, se ha observado un expresion destacada de los genes TOP en la
zona de abscision de los organos florales. Se ha propuesto que las auxinas juegan un
papel en la represion de la abscision mientras que el etileno la promueve [Jinn, 2000
#1366], por lo que seria interesante analizar si la sobreexpresion de los genes TOP
provoca algliin defecto en la abscision de los 6rganos florales. Asi, se ha observado que
en las lineas de sobreexpresion de TOP/ la abscision de los 6rganos florales se produce

mas tarde que en el silvestre.
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8. Otras posibles funciones de los genes TOP fuera del contexto del desarrollo del
gineceo.

Como se ha ido mostrando a lo largo de los resultados los genes TOP podrian
tener un papel en el desarrollo de otras parte de la planta y no s6lo del gineceo.

Por ejemplo, aunque ni en los mutantes simples ni en los dobles mutantes se
observaron defectos en la morfologia de las hojas, en el cuadruple mutante fop! top2
top3 top4 si que se han observado defectos en las mismas, presentando é€stas una
morfologia aserrada (Navarrete y Ferrandiz, comunicacion personal). De acuerdo con
este fenotipo, se observa la expresion de TOPI en el meristemo intercalar de la hoja,
zona relacionada con el crecimiento y proliferacion celular para que se desarrolle la
lamina de la hoja [Donnelly, 1999 #1907]. Una de las funciones principales de las
auxinas es la expansion y proliferacion celular. Una disminucion de la concentracion de
auxinas en los mutantes fop podria quiza concordar con las alteraciones en las hojas.

Por otra parte, a pesar de que los genes TOP se expresan en la raiz, no se han
encontrado fenotipos claros en las raices de los mutantes top excepto alteraciones en el
nimero y longitud de las mismas. Estos fenotipos no se han estudiado con mucho
detalle ya que no era el objetivo de este trabajo. La ausencia de alteraciones claras en
los tipos celulares de la raiz podria deberse bien a que los genes TOP no tengan
funciones en identidad de los mismos o a que la redundancia funcional entre los genes
TOP enmascare posibles alteraciones. También es posible que los posibles fenotipos

solo se pongan de manifiesto en condiciones particulares (estrés, etc.).

Al realizar el rastreo de la genoteca de doble hibrido, una de las proteina que han
interaccionado tanto con TOP1 como con TOP4 es BRX-L4 [Mouchel, 2004 #1963].
Como ya se ha mencionado en el apartado de resultados, BRX-L4 pertenece a una
familia compuesta por cinco miembros que comparten elevados niveles de similitud,
que tienen varios dominios conservados y que han sido relacionados con funciones en el
desarrollo de los haces vasculares de la raiz [Mouchel, 2006 #1965]. Las proteinas BRX
muestran redundancia funcional limitada [Briggs, 2006 #1964]. S6lo brx tiene fenotipo
en la raiz, siendo esta mas corta que el silvestre, el resto de los mutantes no tienen
fenotipo y ademas en el cuddruple mutante brx brx-I11 brx-I2 brx-13 no se aumenta el
fenotipo de brx. Es importante mencionar que en el trabajo de [Briggs, 2006 #1964] no
se incluian alelos mutantes del gen BRX-L4, por lo que no se sabe si en este caso y

como en la mayoria de los miembros de la familia BRX, tampoco se encontrarian
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fenotipos. se ha propuesto que BRX media la retroalimentacion entre los niveles de
brasinoesteroides y la sefial de auxinas que debe ser necesario para el correcto
crecimiento de la raiz [Mouchel, 2006 #1965]. El promotor de BRX contiene los sitios
predichos de union de factores de transcripcidon de respuesta a auxinas y
brasinoesteroides [Mouchel, 2006 #1965] y se ha observado que la expresion de BRX se
induce por auxinas y se reprime parcialmente por brasindlido, lo que ha llevado a
proponer que BRX actiia como nexo entre la sintesis de brasinoesteroides y la sefial de
auxinas manteniendo niveles umbral de brasinoesteroides para permitir la accidon

adecuada de las auxinas [Mouchel, 2006 #1965].

Fig. V-20: Esquema propuesto en Mouchel et al (06) para la retroalimentacion entre la biosintesis
de brasinoesteroides y la sefial de auxinas a través de BRX en el crecimiento de la raiz.

Aunque no se sabe si BRX-L4 puede realizar la misma funcion que BRJX, si las
proteinas TOP y BRX-L4 pueden interaccionar fisicamente, es probable que esta
interaccion pueda extrapolarse al resto de miembros de la familia BRX y quiz4 actuar
junto a BRX en el balance entre auxinas y brasinoesteroides.

Cabe destacar que se desconoce el posible mecanismo de accion molecular de
las proteinas BRX, ya que no tienen dominios de localizacion nuclear ni de unién a
DNA, lo que ha sugerido que puedan necesitar cofactores [Briggs, 2006 #1964]. La
interaccion con TOP podria sugerir que quiza sean los posibles cofactores.

Asi, se podria incluir en el modelo ya propuesto de actuacion de BRX a los genes

TOP, que podrian formar un complejo junto a BRX para dirigir la sintesis de auxinas,
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mientras que BRX favoreceria la sintesis de brasinoesteroides [Mouchel, 2006 #1965] y
ambas hormonas podrian activar a sus dianas comunes.

Seria interesante conocer si dicha interaccion podria ocurrir en la raiz y también
en otras zonas de la planta, como en el fruto, ya que los genes de la familia BRX se
expresan en otras partes de la planta y no s6lo en la raiz aunque no se ha observado
fenotipo alguno en la partes aéreas de los mutantes de pérdida de funcion, ni siquiera en
los multiples [Briggs, 2006 #1964].

Por otra parte, en la secuencia de promotores de genes de respuesta a
brasinoesteroides se ha encontrado el sitio de union del dominio B3 (CACCTG) [Vert,
2005 #1968] caracteristico de la familia RAV [Hu, 2004 #2047], a la que pertenecen los
genes TOP. Por lo que los genes TOP podrian también actuar directamente

promoviendo o reprimiendo la respuesta a brasinoesteroides.

Curiosamente se ha especulado que R4 VI funciona como un regulador negativo
del crecimiento y de la floracion y que los brasinoesteroides promueven el crecimiento
y el desarrollo regulando negativamente a RAVI [Hu, 2004 #2047]. Los genes TOP
pertenecen a la familia RAV. Estos datos abren una puerta acerca de la posible
implicacion de los ges TOP no solo en las vias de respuesta a auxinas, si no en las de
otras hormonas como los brasinoesteroides.

Los genes TOP podrian actuar mediando en el balance hormonal o en las
respuestas a distintas hormonas dependiendo de junto a qué otros factores estuvieran
actuando. Varios trabajos han relacionado a los distintos “compaiieros” de los genes
TOP con las giberelinas (GA), por ejemplo SHI (miembro de la familia STY/SHI) ha
sido propuesto como represor de las respuestas a GA [Fridborg, 2001 #1936]. También
se ha propuesto que SPT puede actuar como represor de la expresion de la GA3o0x, que
codifica un enzima clave en la ruta de biosintesis de las GA [Penfield, 2005 #1938]. Al
contrario que para las auxinas, todavia no ha sido propuesto un papel para las
giberelinas en el desarrollo del patrén del gineceo, aunque es tentador trasladar la
relacion antagonista entre las auxinas y las GA en el SAM al dominio medial
“meristematico” del gineceo y seria interesante explorar como los genes TOP, SPT y
STY/SHI podrian trabajar conjuntamente en promover las respuestas a auxinas mientras
que reducen la sefial de GA, y si este balance tiene un papel en la direccion del

desarrollo del tejido marginal del gineceo.
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VI. CONCLUSIONES

PRIMERA. Los genes TOPI y TOP2 forman junto a TOP3 y TOP4 una subfamilia de
factores de transcripcion con dominio B3 dentro de la superfamilia de factores
transcripcionales B3. Las relaciones de los genes TOP con respecto a sus ortdlogos en
otras especies vegetales indican un alto grado de conservacion entre monocotiledoneas
y dicotiledoneas, lo que muy probablemente es un reflejo de la importancia de su
funcion.

SEGUNDA. La caracterizacion fenotipica de lineas de ganancia y de pérdida de
funcion de los genes TOP ha revelado que éstos actian de forma parcialmente
redundante en el desarrollo de las regiones apicales del gineceo de Arabidopsis,
promoviendo la diferenciacion de las células del estilo y el estigma. Concordantemente
el patron de expresion espacio-temporal de TOPI y TOP2 coincide con las regiones
afectadas en los mutantes de pérdida de funcion, es decir, el estilo y el estigma.
Asimismo, se ha detectado expresion de TOPI y TOP?2 en otras regiones del gineceo.
TERCERA. El analisis del patron de expresion de los genes TOPI y TOP2 sugiere que
los genes TOP pueden tener otras funciones fuera del contexto del desarrollo del
gineceo. Asi, se ha detectado expresion de TOPI y TOP2 en otros 6rganos florales, en
las hojas y en las raices, en general coincidiendo con zonas de elongacion y/o aparicion
de nuevos 6rganos, y con regiones que se han relacionado con elevadas concentraciones
de auxinas. Concordantemente, se han observado alteraciones en el desarrollo de dichos
organos.

CUARTA. Mediante analisis genético se ha observado que los genes TOP junto a los
genes STY y SPT son necesarios € interdependientes para el desarrollo de las regiones
apicales del gineceo, donde no se ha detectado una regulacion directa entre ellos. ETT
parece ejercer una funcioén antagonista en el ovario reprimiendo la expresion de TOP1
en el mismo, tal y como ha sido descrito en otros trabajos que sucede con la expresion
de SPT'y STY. Asimismo, se ha observado que los genes TOP actian de forma sinérgica
con LUG en el desarrollo de los tejidos marginales, como el estilo, el estigma y el
septum.

QUINTA. Resultados preliminares mediante analisis genético indican que los genes
TOPI y TOP2 estan implicados en el desarrollo del eje medio-lateral del gineceo
activando directa o indirectamente al gen /ND.

SEXTA. Mediante el escrutinio de una libreria de doble hibrido se ha determinado que

TOPl y TOP4 interaccionan fisicamente con YAB3 y BRX-L4, dos reguladores
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transcripcionales implicados en el establecimiento de la polaridad abaxial-adaxial de los

organos laterales y el crecimiento de la raiz respectivamente.

VI. CONCLUSIONS

FIRST. TOP1 and TOP?2 together with TOP3 and TOP4 form a small subfamily within
the B3 domain transcription factor superfamily. The relationship among the TOP genes
and their orthologhes in different plant species indicates a high conservation degree that
probably reflects the importance of their function.

SECOND. The phenotypical characterization of TOP loss and gain-of-function lines
has shown that they are redundantly involved in the development of Arabidopsis apical
gynoecium tissues promoting style and stigma differentiation. Accordingly, their spatial
and temporal pattern of expression overlaps with those regions defective in loss-of-
function mutants, style and stigma. TOP1 and TOP2 expression has been also detected
in other gynoecium tissues.

THIRD. TOPI and TOP?2 patterns of expression suggest that TOP genes could have
roles outside the gynoecium developmental context. Expression has been detected in all
floral organs, in leaves and roots, generally associated with positions of primordia
emergence or cell proliferation and with regions which have been reported as auxin
maxima. Accordingly, developmental defects in other plant tissues have been observed.
FOURTH. Genetic analysis has shown that TOP genes are with STY and SPT,
necessary and interdependent for apical tissue gynoecium development likely acting at
the same level, since no direct regulation has been observed among them, at least in the
apical gynoecium context. E7T plays an antagonistic role in the ovary restricting TOP1
expression, like it has been reported for SPT and STY expression. In addition, TOP
genes have been shown to act synergistically with LUG in marginal tissue development:
style, stigma and septum.

FIFTH. Preliminary genetic analyses indicate that 7TOPI and TOP2 genes are involved
in medial-lateral gynoecium patterning development through direct or indirect /ND
positive regulation.

SIXTH. In a yeast two-hybrid assay it has been determined that TOP genes physically
interact with YAB3 and BRX-L4, two transcriptional regulators with proposed roles in

abaxial-adaxial polarity specification and root growth respectively.
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1. MATERIAL BIOLOGICO.

1-1. MATERIAL VEGETAL.

En la tabla VII-1 se muestran las distintas lineas de Arabidopsis thaliana

utilizadas en este trabajo.

Tabla VII-1. Genotipos, ecotipos y procedencia de las plantas de Arabidopsis utilizadas en este

trabajo.
Linea Codigo Ecotipo Mutageno Referencia
Lineas silvestres
Col-0 N1092 - - Redei, 1962
Ler NW20 - - Redei, 1962
Lineas mutantes
ett-3 Donado por Ler La0 EMS Sessions y Zambryski, 1995
P.Zambryski
ful-2 Donado por M. Col-0 EMS Ferrandiz et al., 2000*
Yanofsky
lug-1 NASC Ler EMS Liu y Meyerowitz, 1995
rpl-1 Donado por M. Ler EMS Roeder et al., 2003
Yanofsky
seu-1 NASC Ler EMS Franks et al, 2002
shpl-1 Donado por M. Ler T-DNA Liljegren et al., 2000
Yanofsky
shp2-1 Donado por M. Ler T-DNA Kempin et al., 1997
Yanofsky
spt-2 Donado por D. Ler EMS Alvarez y Smith ,1999
Smyth
styl-1 Donado por E. Col-0 Transposén Ds Kuusk et al, 2002
Sundberg
sty2-1 Donado por E. Col-0 Transposén Ds Kuusk et al, 2002
Sundberg
topl-2 Este trabajo Col-0 Transposén Spm AMAZE Collection
Wisman et al, 1998
topl-3 Este trabajo Col-0 Transposén Spm AMAZE Collection
Wisman et al, 1998
topl-4 Este trabajo Col-0 T-DNA
top2-1 Este trabajo Col-0 Transposén Spm AMAZE Collection
Wisman et al, 1998
top2-2 Este trabajo Col-0 TransposonSpm AMAZE Collection
Wisman et al, 1998
Lineas transgénicas
358::IND Donado por M. Ler T-DNA Liljegren et al ,2004
Yanofsky
358::SPT Donado por D. Ler T-DNA Penfield et al, 2005
Smyth
358::TOPI Este trabajo Col-0 Activation tagging Weigel et al, 2000
(top1-1D)
358::TOPI Este trabajo Col-0 T-DNA
(pMT17)
358::YUCCAIL Donado por Y. Col-0 T-DNA Cheng et al ,2006
Zhao
IND::GUS Donado por R. Ler Transposén Ds Sundaresan et al, 1995
(GT140) Martienssen
SPT::GUS Donado por D.
Smyth
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STY1::GUS Donado por E. Col-0 T-DNA Kuusk et al, 2002
Sundberg

TOPI::GUS Este trabajo Col-0

(pMTS)

YUCCA4::GUS  Donado por Y. Col-0 T-DNA Cheng et al ,2006

Zhao

SHP2::GUS Donado por M. No-0 T-DNA Savidge et al., 1995

Yanofsky

Las muestras de los tejidos vegetales utilizadas para la extraccion de acidos
nucléicos se recogieron directamente de la planta, se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido y se almacenaron a —80°C hasta su posterior utilizacion. Las muestras
destinadas a estudios de microscopia se fijaron para ser procesadas posteriormente,

segun se indica en el apartado 4.

1-1-1. Condiciones de cultivo de plantas.

1-1-1-1. Cultivo de Arabidopsis thaliana en macetas.

Las plantas de Arabidopsis se cultivaron en camaras bajo condiciones
controladas de fotoperiodo y temperatura. La temperatura se mantuvo constante a 21°C
y la iluminacién procedia de tubos fluorescentes que proporcionaban luz blanca fria,
con una intensidad de 150 uE m™ s (Sylvania standard F58W/133-T8). Habitualmente,
las plantas se cultivaron bajo condiciones de fotoperiodo inductivo, que fueron de 16 h
de luz y 8 h de oscuridad (dia largo, DL).

Las semillas de los distintos genotipos se sembraron en macetas de plastico de
11 6 13 cm de didmetro o en bandejas de alveolos en una mezcla de
turba:perlita:vermiculita (1:1:1), previamente esterilizada a -80°C durante 20 min. Las
macetas se colocaron en bandejas dentro de las camaras de cultivo y se regaron, por
inmersion con agua destilada; una vez a la semana se regaba con soluciéon Hoagland
n°l, suplementada con oligoelementos (Hewit, 1966). Tras la siembra, las bandejas se
cubrieron con plastico para mantener una humedad alta durante la germinacion y para
evitar contaminaciones de semillas procedentes de otras plantas proximas, y se
mantuvieron en oscuridad, a 4°C, durante tres dias, a fin de sincronizar la germinacion,
antes de pasarlas a las cabinas. Cuando aparecia el primer par de hojas se agujered el
pléstico en distintos puntos de la bandeja, y el nimero y tamafo de los agujeros se fue
aumentando progresivamente hasta que, al cabo de dos o tres dias se elimind por

completo el plastico.
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1-1-1-2. Cultivo de Arabidopsis thaliana en placas de Petri.

El cultivo in vitro de Arabidopsis en placas de Petri, se realizdé en cabinas con
temperatura constante de 25° C, bajo condiciones de fotoperiodo de dia largo (16 h de
luz y 8 h de oscuridad). En este caso la luz fué suministrada por tubos fluorescentes de
tipo Grolux 36W (Sylvania) con una intensidad de 90 uE m? s™.

Las semillas se esterilizaron por inmersion, durante 5 minutos en una solucion
de lejia comercial al 40% (v/v) y 0°02% Triton X-100 (v/v) con agitacidon, 5 minutos en
etanol 70% (v/v) y, posteriormente se lavaron 5 veces con agua Mili-Q estéril, en la
campana de flujo laminar, antes de la siembra.

Para la seleccion de transformantes primarios las semillas esterilizadas se
sembraron en placas de Petri de 15 cm de didmetro (30 mg de semillas, que equivale a
unas 1500, en cada placa) que contenian medio de seleccion con el antibiotico de
resistencia [kanamicina (50mg/l) o Basta ( 15 ug/ml )] [2°2 g/l sales MS (Duchefa), 20
g/l sacarosa, 0’1 g/l MES pH 5’9, 0°6% agar (Pronadisa)] usando agarosa al 0.1 % para
extender las semillas. Las placas con las semillas se almacenaron durante tres dias a 4°C
en oscuridad, tras lo cual se trasladaron a una cabina de cultivo in vitro. Después de 7-
10 dias desde la siembra los transformantes, que eran claramente identificables por su
color verde y raiz elongada, se transplantaron, con ayuda de unas pinzas, desde las
placas de medio de seleccion, a alveolos de plastico de 6’5 x 6’5 x 5 cm con
turba:perlita:vermiculita, donde se cultivaron en cabinas con temperatura constante y

fotoperiodo de dia largo bajo las condiciones descritas en el apartado 1-1-1-1.

1-2. MICROORGANISMOS.
1-2-1. Cepas bacterianas.

En este trabajo se han utilizado las cepas bacterianas que se detallan en la tabla

VII-2.

Tabla VII-2. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.
Cepa Referencia/origen Uso
DH5a (E. coli) Hanahan (1983) Transformacion de bacterias
HBI101 (E. coli) (apartado 7-2) Takara Transformacion de bacterias
ElectroMAx DH10B™ (E. coli) Life technologies Transformacion de bacterias
C58 pMP90 (4. tumefaciens) Koncz y Schell (1986) Transformacion de plantas
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1-2-2. Cepas de levadura.

En este trabajo se han utilizado las cepas de levadura cuyos genotipos se detallan
en la tabla VII-11 en el apartado 7-1.

1-2-3. Condiciones de cultivo de microorganismos.

Los cultivos liquidos de bacterias, E. coli y A. tumefaciens se incubaron toda la
noche a 37°C y 28°C respectivamente, con agitacion de 200 rpm. Los cultivos de E. coli
v A. tumefaciens en placas con medio so6lido se incubaron toda la noche en estufa a 37°C
y de dos a tres dias a 28°C, respectivamente.

Los cultivos liquidos de las distintas cepas de levadura se detallan en el apartado
7-1-5.

1-2-4. Medios de cultivo.

- Los medios utilizados para el crecimiento de los cultivos bacterianos fueron:

- Medio LB (Luria-Bertani-Medium): 1% triptona, 0°5% extracto de levadura, 1%
NaCl, pH 7°0; cuando se utilizé el medio solido éste se solidificaba mediante la adicion
de 1°5% agar (Pronadisa).

- Medio M9: se detalla en el apartado 7-2-1

- Los medios utilizados para el crecimiento de los cultivos de levadura se
detallan en el apartado 7-1-6

En la tabla VII-3 se detallan los antibidticos, los herbicidas y las concentraciones

utilizadas de los mismos en este trabajo.

Tabla VII-3. Antibioticos, herbicidas y sus concentraciones utilizadas.

Antibiédtico Concentracion
Ampicilina 60-100 ug/ul para E. coli
Kanamicina 25 wg/ul para E. coli

50 ug/ul para A. tumefaciens
Rifampicina 100 ug/ul para para 4. tumefaciens
Basta 15 wg/ml para para A. thaliana en placa

0.05% para para A. thaliana en spray

2. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

2-1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS.
2-1-1 Aislamiento DNA plasmidico.
NOTA: el aislamiento de DNA plasmidico de levadura se detalla en el apartado 7-1-7.
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2-1-1-1 Aislamiento de DNA plasmidico de Escherichia coli.

Para las preparaciones de DNA plasmidico a pequefia escala se utilizaron
distintos métodos partiendo de un cultivo de 3 ml crecido durante una noche en
medio liquido LB suplementado con el correspondiente antibiotico. El método de la
lisis alcalina, tal como lo describen Sambrook et al., (1989), el procedimiento de
purificacion y aislamiento de DNA plasmidico del sistema Nucleo Spin Plasmid Kit de
Macherey-Nagel o el sistema Fast Plasmid Mini Kit de Eppendorf. En los dos ultimos
casos se siguieron las recomendaciones suministradas por las casas comerciales.

Las preparaciones de DNA plasmidico a media escala se realizaron a partir de
cultivos crecidos durante una noche en 100 ml de medio liquido LB suplementado
con antibidtico, segiin el procedimiento de extraccion y purificacion de DNA
plasmidico del sistema de Qiagen Plasmid Midi Kit (columnas Qiagen tip-100),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

2-1-1-2. Aislamiento de DNA plasmidico de Agrobacterium tumefaciens.

Para las preparaciones a pequenia escala de DNA plasmidico de A. tumefaciens
se utilizaron los mismos métodos que para E. coli (apartado 2-1-1-1).

La pureza y el rendimiento de la preparacion de DNA obtenida por este
procedimiento no era suficientemente alta para realizar andlisis de restriccion del
plasmido. Para solventar este problema, una alicuota de 1 ul de esta preparacién de
DNA se utilizaba para transformar E coli; de uno de los clones transformantes de E coli
obtenidos de ese modo, se hacia una nueva preparaciéon de DNA plasmidico que se

utilizaba para los analisis pertinentes.

2-1-2. Aislamiento DNA gendémico.

Se han utilizado dos protocolos distintos de extraccion de DNA gendémico
durante el desarrollo de esta tesis, el segundo produjo mejores resultados al realizar las
posteriores reacciones de PCR.
2-1-2-1. Quick DNA Prep for PCR: descrito en Arabidopsis: a Laboratory Manual
(Weigel D. y Glazebrook J.) pag:168-169.

Se partié de hojas de roseta (aproximadamente 1/2-3/4 del tamafio de una tapa
de eppendorf) y se utilizd un protocolo de extraccion consistente en homogeneizar las
hojas y utilizar una solucion de extraccion [ 200mM Tris.Hel, (pH 7.5), 250 mM NaCl,
25mM EDTA (pHS), 0,5% SDS y agua estéril], posteriormente se mezclo con el vortex
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para romper las células de la planta, tras centrifugar se pasé el sobrenadante a
otro eppendorf y se precipitd el DNA con isopropanol y se hizo un lavado con etanol
70% y se resuspendié el DNA en un volumen de 100ul de agua estéril.

2-1-2-1. Método de extraccidon de acidos nucleicos para genotipado por PCR de

Berendzen et al, 2005 ( Plant Methods) Se parti6 de aproximadamente 10 mg de
material (una hoja joven pequefia o un disco del tamafio de una tapa de eppendorf) y se
congeld la muestra en nitrégeno liquido. Con la ayuda de una varilla de plastico
autoclavada se moli6 el tejido con 100 ul de la disolucidon de sacarosa ( se debe preparar
en el momento y usar en una semana como mucho) S0mM Tris-HCI; pH7.5, 300mM
NaCl, 300mM Sacarosa y agua hasta 20ml. Posteriormente se afiadi6 100 ul mas de esta
disolucién e incubo inmediatamente a 95-100°C durante 10 minutos. Se centrifugd a
8000 rpm durante 5-10 segundos. Opcionalmente, si no se va a continuar la extraccion
con una PCR se transfieren 50-100 ul del sobrenadante a un tubo nuevo y se guarda (a -
20°C), si se continua con una PCR, se debe utilizar 2 ul del sobrenadante para la

reaccion de PCR (se aconsejan 35-40 ciclos).

2-2. EXTRACCION, PURIFICACION DE RNA TOTAL Y SINTESIS DE cDNA.

Para la extraccion de RNA total de plantas Col-0, topI-3, top 1-4, top2-1'y top2-
2 que posteriormente se utilizd para los experimentos de RT-PCR, se utiliz6 el sistema
RNeasy Plant Minikit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit se
basa en la union selectiva del RNA a membranas acopladas a columnas de
centrifugacion. Posteriormente se utilizaron 4 ug de RNA total para sintetizar el

cDNA utilizando el Kit First Strand cDNA synthesis (Amersham Biosciences).

2-3. PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA).

Se utilizaron distintos tipos de PCR en funcién del proposito de las mismas.
2-3-1. PCR tipo para introducir sitios de restriccion.

Para la amplificacion de secuencias especificas de DNA introduciendo sitios
concretos de restriccion se realizaron reacciones de PCR en las siguientes condiciones:
1-1.25 puM de cada cebador; 1.25 mM de una mezcla equimolar de cada
desoxirribonucledtido; MgCl, 1.25 mM; 1 U Taq DNA polimerasa EcoTaq(Ecogen);

Tampon de PCR 1X (Ecogen) y DNA molde en concentracion variable. La reaccion se
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llevé a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ Research) , con un paso inicial
de 10 minutos a 94°C seguido de 30 o 35 ciclos de 10 segundos a 94°C, 30 segundos a
la temperatura optima de hibridacion de los cebadores (52-58°C normalmente) y 2
minutos a 72°C. Como paso final se programo una elongacion de 15 minutos a 72°C. En
cada reaccion, la temperatura de anillamiento se estimo en funcion de la temperatura de
fusion estimada (Tm) de los cebadores empleados. El tiempo de extension empleado
dependié de la longitud del fragmento a amplificar, en general se utilizd 1 minuto por
Kb.
Los oligonucleotidos empleados como cebadores fueron sintetizados por la
empresa INVITROGEN (http://www.invitrogen.com) con grado de purificacion

maximo. En el Anexo I se recogen todos los cebadores empleados en esta Tesis.

2-3-2. PCR para realizar genotipados.
2-3-2-1.Mutantes fop.

La tabla VII-4 recoge las condiciones de PCR utilizadas para genotipar los

mutantes fop, asi como los tamafios de las bandas esperadas en gel.

Tabla VII-4.
Mutante Programa de PCR Cebadores Bandas en WT Bandas en el
(Anexo II-1) mutante
topl-2 Programa TOP1 SS044 SS044/En8130 SS044/En8130
94°C 10 min En8130 No banda 1,7 Kb
94°C 30 seg
62.5°C 45 seg 30x
72°C 2 min
72°C 5 min
10°C infinito
topl-3 Programa TOP1 SS044 SS044/SS043 SS044/SS043
94°C 10 min SS043 1,5Kb 2 kB
94°C 30 seg En8130 SS044/En8130 SS044/En8130
62.5°C 45 seg No banda 1,2Kb
72°C 2 min
72°C 5 min
10°C infinito
topl-4 Programa TOP1 SS044 SS044/SS043 SS044/SS043
94°C 10 min SS043 1,5Kb NO banda
94°C 30 seg LB3 SS044/LB3 SS044/LB3
62.5°C 45 seg QRB3 NO banda 1,2 Kb
72°C 2 min SS043/LB3 SS043/LB3
72°C 5 min NO banda 0,6 Kb
10°C infinito
top2-2 Programa TOP2 SS065 SS065/SS066 SS065/SS066
94°C 10 min SS066 1Kb No banda
94°C 30 seg En8130 SS065/En8130 SS065/En8130
60°C 45 seg No banda 0,4 Kb
72°C 1 min
72°C 5 min
10°C infinito
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top2-1 Programa TOP2 SS066 SS066/En205 SS066/En205
94°C 10 min En205 No banda 1,1 Kb

94°C 30 seg

60°C 45 seg 30x
72°C 1 min

72°C 5 min

10°C infinito

La reaccion de PCR utilizada en el genotipado de los mutantes fop contenia, en un
volumen final de 25 ul: 1.25 uM de cada cebador; 1.25 mM de una mezcla equimolar
de cada desoxirribonucledtido; MgCl, 1.25 mM; 1 U Taq DNA polimerasa
EcoTaq(Ecogen); Tampon de PCR 1X (Ecogen) y DNA molde 2 ul .

Reaccion tipo: Tp 10X 2.5 ul, CIMg; 2 wl, dNTPs 2 ul, DNA 2 ul, Cebador A 1 ul,
Cebador B 1 ul, Taq 0.75 ul, H,O 13.75 ul.

2-3-2-2. Otros mutantes.

2-3-2-2-1.Utilizando dCAPS.

La tabla VII-5 recoge las condiciones de PCR utilizadas para genotipar otros
mutantes por dCAPS [Neff, 1998 #1218], asi como los cebadores y enzimas utilizadas.
Para cada uno de los distintos mutantes se disefiaron los cebadores adecuados y se

optimizaron las condiciones de PCR.

Tabla VII-S5.
Mutante | Programa de PCR Cebadores Enzima | Bandas en Bandas en el
(Anexo II-1) usado WT mutante
lug-1 94°C 10 min OMT17 BseLl Corta No corta
94°C 10 seg OMTI18 3 bandas 2 bandas
50°C 15 seg 30x Banda de 177 pb + (porque existe
72°C 1 min 302pb 100 pb +25 | otro sitio BseLI
72°C 5 min pb mas)
10°C infinito 277 pb + 25 pb
spt-2 94°C 10 min OMT15 BseLl Corta No corta
94°C 10 seg OMTI16 2 bandas 207 pb
50°C 15 seg 30x Banda de 207 pb 182 pb +
72°C 1 min 25 pb
72°C 5 min
10°C infinito
ett-3 94°C 10 min OMT13 BseLl Corta No corta
94°C 10 seg OMT14 2 bandas 181 pb
56°C 15 seg 30x Banda de 181 pb 157 + 24 pb
72°C 1 min
72°C 5 min
10°C infinito
Sful-2 94°C 10 min ful-2F Apal No corta Corta
94°C 10 seg ful-2 R 291 pb 263 pb
56°C 15 seg 30x banda de 291 pb 28 pb
72°C 1 min
72°C 5 min
10°C infinito
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2-3-2-2-2. Métodos ya publicados.
La tabla VII-6 recoge las referencias utilizadas para genotipar los distintos mutantes de

la tabla. En el anexo I se recogen los cebadores utilizados para genotipar los mutantes

de la tabla VII-6.

Tabla VII-6.
Mutante Referencia Mutante Referencia
styl-1 [Kuusk, 2002 #1935] rpl-1 [Roeder, 2003 #1776]
sty2-1 [Kuusk, 2002 #1935] indl-2 [Liljegren, 2004 #1843 ]
2-3-3.RT-PCR.

La tabla VII-7 recoge el programa de PCR (H3), los cebadores y las bandas
esperadas en gel utilizados en el experimento de RT-PCR. Ver figura de resultados
donde se detalla la localizacion de los cebadores utilizados para RT-PCR.

NOTA: la reaccion de amplificacion de la tubulina se detuvo a 25 ciclos, se utilizaron
los cebadores N-1136 y N-1137 que amplifican una banda de 1.3 Kb. Para top2-1 y
top2-2 el programa fue el mismo (H3) pero la temperatura de anillamiento fue de 50°C.

Tabla VII-7.

Mutante Programa de PCR Cebadores Bandas en WT Bandas en el
mutante
topl-3 Programa H3 OMTI OMTI1/OMT2 OMT1/OMT2
94°C 10 min OMT2 1Kb 1.5Kb
94°C 10 seg SS079 SS079/SS080 SS079/SS080
60°C 20 seg 45%x SS080 534pb 534pb
72°C 1 min30s SS079/0MT2 SS079/0MT2
72°C 5 min 1,3Kb 1,8Kb
10°C infinito
topl-4 Programa H3 OMTI OMTI1/OMT2 OMT1/OMT2
94°C 10 min OMT2 1Kb No banda
94°C 10 seg SS079 SS079/SS080 SS079/SS080
60°C 20 seg 45% SS080 534pb 534pb
72°C 1 min30s SS079/0MT2 SS079/0MT2
72°C 5 min 1,3Kb No banda
10°C infinito
top2-2 Programa H3 OMT3 OMT3 OMT3
94°C 10 min OMT4 OMT4 OMT4
94°C 10 seg 981pb No banda
50°C 20 seg 45x
72°C 1 min30s
72°C 5 min
10°C infinito
top2-1 Programa H3 OMT3 OMT3 OMT3
94°C 10 min OMT4 OMT4 OMT4
94°C 10 seg 981pb 981pb
50°C 20 seg 45x
72°C 1 min30seg
72°C 5 min
10°C infinito
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2-4. TECNICAS DE CLONACION.
2-4-1. Vectores plasmidicos utilizados.

NOTA: todas las construcciones generadas en esta tesis se adjuntan en el anexo
II.

Las clonaciones se hicieron en diferentes plasmidos en funcion de la
procedencia de los fragmentos de DNA y de los fines requeridos (Tabla VII-8).

Los productos de PCR se clonaron en el plasmido pGEM-T Easy (Promega), o
en el plasmido PCRII ( Dual promoter TA Cloning kit Invitrogen) que contienen un
sitio de clonacién especifico para productos de PCR con una adenina libre en los
extremos 3’ . Estos vectores ademas, se utilizaron como paso intermedio de clonacion
puesto que tienen un sitio de clonaje multiple que se utiliz6 para la adicion de sitios de
restriccion. También se utilizaron para secuenciar fragmentos de PCR ya que poseen los
sitios de union de los cebadores T7 y SP6.

El sistema binario pGREEN [Hellens, 2000 #1496] se utiliz6 para la obtencion
de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana mediante transformacién con
Agrobacterium tumefaciens (apartado 5). El sistema binario denominado pGREEN
estd formado por los plasmidos pSoup (también denominado pJIC) y pGreenll. El
plasmido pSoup contiene todas las funciones trans necesarias para la integracion del T-
DNA que porta el plasmido pGreenll.

La eleccion del sistema binario pGREEN para transformar plantas de
Arabidopsis fue debida a que genera menos problemas de cosupresion de las
construcciones ya que no se expresa a niveles tan elevados como otros. [Hellens,

2000 #1496].Para mas informacion sobre el sistema pGREEN se puede consultar la

pagina web www.pgreen.ac.uk.

Se utilizo6 el plasmido pGREENII para llevar a cabo la expresion constitutiva
de TOPI (apartado 5-1) en plantas de Arabidopsis thaliana, también para la
expresion inducible de TOP1 y TOP2 utilizando un plasmido pGREEN modificado
(apartado 5-2) y para la expresion del gen reportador GUS bajo la direccidén de la

region promotora de TOP( ver apartado 5-3).
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Tabla VII-8. Plasmidos utilizados en esta tesis.

Plasmido Caracteristicas Origen/referencia
pGEM-T Easy Amp', lacZ, promotores T7 y SP6 Promega
pCRII Amp', Kan" , lacZ, promotores T7, MI13R Invitrogen

yM13 F
pGREENII0029 Kan' JIC
pGREEN0029 Kan' JIC modificado
(35S::GR)
pGREEN0229 Basta' JIC modificado
(35S::GR)
pGBT9 (ver apartado 7-2) (ver apartado 7-2)
pGADT7-Rec (ver apartado 7-2) (ver apartado 7-2)

Amp": Resistencia a ampicilina.

Kan": Resistencia a kanamicina.

lacZ: region N-terminal del gen de la $-galactosidasa.

Se indican aquellos vectores que contienen promotores de las RNA polimerasas de los fagos T7, SP6.

Los plasmidos utilizados en el experimento de doble hibrido se detallan en el
apartado 7-2.

2-4-2. Digestiones del DNA con enzimas de restriccion.

Para cada enzima de restriccion se utilizd el tampon y las condiciones
recomendadas por las distintas casas comerciales. Las digestiones se llevaron a cabo en
tubos de 1.5 ml con 5-10 u/ug DNA, durante al menos 2 horas a la temperatura dptima
para cada enzima.

2-4-3. Extraccion de DNA en gel.

Tras separar las muestras de DNA mediante electroforesis en geles de
agarosa/TBE, las bandas de interés se cortaron del gel con una cuchilla y el DNA
contenido en las mismas se purifico mediante el sistema QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La extraccion y purificacion de
los fragmentos de DNA por este método se basa en la solubilizacién de la agarosa y la
adsorcion selectiva de los acidos nucleicos en una membrana de gel de sillice, en
presencia de una elevada concentracion de sal. La elusion del DNA se llevo a cabo en

10mM Tris-HCI pH 8.
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2-4-4. Reacciones de ligacion de DNA.

Las reacciones de ligacion se realizaron manteniendo una proporcion molar
entre inserto y vector de aproximadamente 3:1. La reaccion de ligacion contenia las
cantidades de inserto y vector necesarias para obtener las proporciones molares
mencionadas, el tampoén de ligacion (Roche) y 1 unidad de DNA ligasa del fago T4
(Roche), en un volumen total de 10 ul. las reacciones de ligacion se realizaron a 16°C o
a 4°C durante 16 horas. En los casos de los plasmidos p-GEMT-easy (Promega) y
PCRII (Invitrogen) se utilizaron los kits que proporciona la casa comercial y se

siguieron sus recomendaciones.

2-5. TRANSFORMACION DE BACTERIAS.

Las cepas de Escherichia coli que se emplearon en las transformaciones fueron
DH5a, DHI10B y HB101. Para la transformacion de plantas de Arabidopsis thaliana se
utilizaron las cepas de Agrobacterium tumefaciens C58 (GV3101::pMP90) , en concreto
para la transformacion de plantas de Arabidopsis con construcciones en el plasmido

binario pGREEN se utilizo la cepa C58 que ya poseia el plasmido auxiliar pSoup .

2-5-1. Preparacion de células competentes y transformacion por electroporacion.
La preparacion de células competentes para su transformacién mediante
electroporacion se llevo a cabo segin los protocolos descritos en el catalogo Pulse
controller, Accessory for bacterial and fungal electro-transformation (BioRad), en el
caso de E. coli, y segin Wen-jun y Forde (1989) en el caso de A. tumefaciens. Tras
descongelar en hielo una alicuota de 40 ul de células competentes, se afiadi6é de 1 a 200
ng del vector transformante. La mezcla se introdujo en una cubeta de 0’1 cm de
separacion entre electrodos (BioRad), previamente enfriada en hielo, y se sometié a un
pulso eléctrico con un aparato Gene Pulser'™ (BioRad). Las condiciones de
electroporacion fueron 200 Q, 25 uF y 1’8 kV, para E. coli, y 400 Q, 25 uF y 1’8 kV,
para A. tumefaciens. Después del pulso eléctrico se afiadido 1 ml de LB y se incubd 1 h a

37°Cy 200 rpm para E. coli y 3 ha 28°C y 200 rpm para 4. tumefaciens.

2-6. SECUENCIACION DE DNA.
Las reacciones de secuenciacidon se llevaron a cabo en el Servicio de
Secuenciacion de DNA del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas

(Universidad Politécnica de Valencia - CSIC), donde se utilizd un termociclador
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Mastercycler (Eppendorf) siguiendo las instrucciones propuestas en el kit
BigDye Terminator Cycle Sequencing v2.0 Ready Reaction (Abi Prism), utilizando
como molde 300-500 ng de productos de PCR de menos de 700 pb y 1 uM de cebador.
Las electroforesis de los productos se realizaron en un secuenciador automatico Abi

Prism 377.

3. ESTUDIOS DE EXPRESION MEDIANTE HIBRIDACION IN
SITU.

Se siguid el protocolo descrito por Cristina Ferrandiz y Allen Sessions en
[Weigel, 2002 #1998] pag. 195- 203. Este protocolo se utilizo para analizar la expresion
de TOPI y de TOP2 en dos experimentos de hibridacion in situ distintos.

3.1. GENERACION DE RIBOSONDAS MARCADAS CON DIGOXIGENINA.

Por una parte se amplifico6 mediante PCR (ver apartado 2-3-1) el cDNA del gen
TOPI utilizando los cebadores OMT1 y OMT?2 (ver Anexo 1), y el producto resultante
se clond en el plasmido pGEM-T (Promega) obteniendo el plasmido pMT1I. Por otra
parte se utiliz6 el plasmido CFM110 que contiene 300 pb de la region 3 codificante de
TOP2 amplificada a partir del BAC F1104 con los cebadores F1104-ISHd y F1104-
ISHu y clonada en el plasmido pCR II.

El plasmido pGEM-T y el pCR II poseen los promotores para las polimerasas de
RNA de los bacteriofagos SP6 y T7 a cada lado del sitio de clonacion maltiple, por lo
que se linearizaron los plasmidos pM7T1 y CFM110 con las enzimas apropiadas (Xbal
en el caso de pMTI1 y Bam HI en el caso de CFM110) y se utilizd como molde de
transcripcion in vitro para generar las ribosondas antisentido (como control negativo se
utilizaron las mismas sondas sobre los mutantes topl-3 y top2-2 respectivamente). Se
usaron 2 pg de los plasmidos cortados como molde para una reaccion de 20 pl ( de cada
uno ) en presencia de digoxigenina-11-dUTP de la mezcla DIG-RNA labeling mix
(Roche Diagnostics), 40 U de inhibidor de RNasas, 20 U de la polimerasa de RNA (T7
o SP6, Roche Diagnostics) ( SP6 en el caso de pMT1 y T7 en el caso de CFM110)y 2
ul del tampdén 10X correspondiente (Roche Diagnostics). La reaccion tuvo lugar a 37°C
durante 90 minutos.

Tras la incubacion se afiadieron 10 U de DNasal libre de RNasas (Roche

Diagnostics) a la mezcla de reaccion y se mantuvo 15 minutos a 37°C. Se precipitaron
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las sondas con tRNA de levadura (1 pg/ul, Roche Diagnostics), acetato
amoénico 0,6 My 220 ul de etanol absoluto, y se almacend a -20°C hasta el momento de
cuantificar el rendimiento del marcaje de las sondas. La verificacion de la integridad de

las sondas se llevo a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa .

3-2. CUANTIFICACION DE LAS SONDAS.

Se centrifugaron las sondas a 4°C y 13.000 rpm durante 15 minutos, se elimind el
sobrenadante, se lavo el precipitado con etanol 70%, se dejo secar al aire y se
resuspendieron en 10 pl de agua tratada con DEPC. Con 1 pl de esta disolucion ( de
cada una de las sondas) se prepararon las diluciones empleadas en la cuantificacion
(1/20, 1/250, 1/1.000 y 1/2.500). Se aplic6 1 pl de cada una de las diluciones anteriores
a una membrana de nailon (dot blof) que, tras secarse, se irradié con luz UV. El
revelado de esta membrana se realizO junto con una tira control con distintas
concentraciones de RNA marcado con digoxigenina (RNA Scripts Test, Roche

Diagnostics; Fig. VII-1). Se mojaron las tiras en

I
[ ' ] ' !
Tira 0:.0:0: 0
control %
A B C D) K
1 /25
Fig. VII-1. Cuantificacién simultinea de varias
ribosondas (A-E). En la parte superior aparece una

1/100 0.8 e § - tira control que contiene cantidades estandarizadas
de RNA marcado con digoxigenina. La
concentracion de sonda cuya mancha se aproxime al

: pentltimo punto de la tira (asterisco) es, en

1/250 SR principio, la mas adecuada.

TBS 1X (stock preparado a concentracion 10X: Tris-HCI 1 M; NaCl 4 M; pH 7,5)
durante 2 minutos, y a continuacion se incubaron 10 minutos en TBS 1X con agente
bloqueante 0,5% (m/v, Roche Diagnostics). Se incubaron durante 15 minutos en TBS
I1X con el anticuerpo anti-DIG-ab (1/3.000, Roche Diagnostics), y se lavaron 1
minuto en tampon de deteccion 1X sin sustratos (stock preparado 10X: Tris-HCI 1 M;
NaCl 1 M; MgCl, 0,5 M; pH 9,5). Por ultimo, se reveld incubando con tampoén de
deteccion 1X con sustrato [150 pl de NBT (100 mg/ml) y 150 ul de BCIP (50 mg/ml)
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por cada 100 ml de tampdn; Roche Diagnostics] durante el tiempo suficiente
para que se viera el ultimo punto de la tira control.
La concentracion de sonda a utilizar en cada caso fue la que mas se aproximo al

penultimo punto de la tira.

3-3. PREHIBRIDACION E HIBRIDACION.

Se obtuvieron cortes histologicos de las muestras vegetales, Col-0, topl-3 y
top2-2 previamente incluidas en parafina (ver apartados 4-3-1 y 4-3-3). A continuacion
se procedid como se describe en Ferrandiz y Sessions (2002). El tejido se desparafin
en los portas con histoclear, y a continuacion se rehidratd en series de etanol a
concentraciones decrecientes de 2 minutos cada una. Se llevo a cabo la hidrdlisis de las
proteinas mediante un tratamiento de 20 minutos en HCI 0,2 M, y posteriormente se
sometio el tejido a una incubacion con proteinasa K (1 pg/pl) durante 30 minutos a
37°C. Los portas se lavaron durante 2 minutos con PBS 1X (stock preparado a
concentracion 20X: NaCl 2,75 M; KC1 50 mM; Na,HPO, 200 mM; KH,PO, 35 mM;
pH 7,4) y se bloqued la accion de la proteinasa K incubando 2 minutos en 1X PBS con
glicina (0,2% m/v). Tras dos lavados con PBS 1X de 2 minutos cada uno, se refijo el
tejido con una solucion de PBS 1X y formaldehido (3,7% v/v) a temperatura ambiente
durante 10 minutos, seguido de dos pasos de 5 minutos con PBS 1X. Se prosiguié con
la deshidratacion del tejido en series crecientes de etanol de 2 minutos cada paso hasta
llegar al etanol absoluto. Tras secar un poco los portas, se sometieron a vacio durante 20
minutos a una presion de 100 mb.

Para la hibridacion, se precalentaron los portas con el tejido en una placa
calefactora (Barnstead, BI) a 45°C durante unos minutos. Las sondas se diluyeron en
tampon de hibridacion [SSC 6X (stock preparado 20X: NaCl 3 M; citrato sodico 0,3 M;
pH 7,0); SDS 1,5% (m/v); formamida 50% (v/v); tRNA de levadura (100 pg/ml)] hasta
la concentracion deseada, y se desnaturalizaron a 80°C durante unos minutos. Se
aplicaron 300 pl de la solucion de hibridacion a cada porta con su muestra
correspondiente (pMT1 en Col-0y topl-3 y CFM110 en Col-0 y top2-2), disponiéndose
éstos enfrentados dos a dos. Gracias al sistema Probe-On-Plus, al enfrentar los
portaobjetos en forma de sandwich con los tejidos hacia el interior, se genera un espacio
donde la solucion de hibridacion contacta con el tejido. Los portas apareados se

incubaron en una camara humeda durante toda la noche a 52°C.
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3-4. INMUNODETECCION COLORIMETRICA DE LA SENAL.

Tras realizar dos lavados de 90 minutos en una solucion de SSC 2X con
formamida (50% v/v), los portas se incubaron en TBS 1X durante 5 minutos, luego 1
hora con solucién bloqueante [TBS 1X y agente bloqueante 0,5% (m/v; Roche
Diagnostics)], y 30 minutos en TBS 1X, Tritén X-100 (0,3% v/v) y BSA (1% m/v). A
continuacion, se incubaron 90 minutos en esta Ultima solucion con el anticuerpo anti-
DIG-ab (dilucion 1:3.000). Se realizaron tres lavados de 20 minutos cada uno con la
misma solucion sin anticuerpo con el fin de eliminar su exceso. Para alcalinizar el
medio incubamos con el tampoén de deteccion 1X sin sustratos (stock preparado 10X:
Tris-HC1 1 M; NaCl 1 M; MgCl, 0,5 M; pH 9,5) durante 5-10 minutos. Esta solucion se
reemplazo por el tampon de deteccion con los sustratos. Por cada 100 ml de solucion de
deteccion se afiadieron 150 pl de NBT (100 mg/ml) y otros 150 pl de BCIP (50 mg/ml).
Se incubo en oscuridad durante un periodo que oscil6 entre una noche y varios dias. La
reaccion se detuvo reemplazando la solucion de deteccidon por agua.

En el montaje de los portas se deshidrat6 el tejido en series de etanol crecientes
de forma rapida (2 minutos cada una), tras lo cudl se afiadi6 una gota de Eukitt (O.
Kindler GmbH & Co) al portaobjetos y se dispuso el cubreobjetos. Las muestras se

visualizaron como se describe en el apartado 4-2-1.

4. BIOLOGIA CELULAR/ ANALISIS FENOTIPICO. TECNICAS

DE HISTOLOGIA VEGETAL.
4-1. OBSERVACION Y FOTOGRAFIA A BAJO AUMENTO.

Para obtener imagenes a bajo aumento de los distintos rasgos fenotipicos se
utilizd una camara digital CoolPix 5000 (Nikon).

Para la obtencion de imagenes a mayor aumento, nos servimos de las lupas
binoculares Leica modelo SMZ800 y (ver la del lab de ahora) provistas de una unidad
de iluminacién externa de luz blanca fria (Volpi Intralux 4000-1) y conectadas a una
camara digital CoolPix 5000 (Nikon) y también se utiliz6 el sistema de Nikon Digital
Sight (DS-Fil) en el que las fotos se capturan directamente en una pantalla digital

acoplada a la camara.

4-2. TECNICAS DE MICROSCOPIA.

4-2-1. Microscopia optica.
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Los cortes histologicos y las muestras montadas en portaobjetos fueron
observados y fotografiados mediante un microscopio Nikon Eclipse E-600 con
iluminacién de campo claro y utilizando la técnica Normasky que permite detectar
cierto volumen en las muestras, acoplado a una camara fotografica digital Colorview-III
(Nikon) y un ordenador con el software de analisis de imagen AnalySIS 3.2 (Soft
Imaging System)

En el caso de la muestras aclaradas mediante hidrato de cloral, se utilizo la
iluminacién de campo oscuro.
4-2-2. Microscopia electronica de barrido.

4-2-2-1. Criomicroscopio.

El uso del criomicroscopio evita la necesidad de fijar las muestras para su
estudio, se utiliz6 en los casos en los que no era necesario diseccionar las muestras.

Se utiliz6 el servicio de microscopia de la Universidad Politécnica de Valencia.
Microscopio JEOL, modelo JSM 5410, Instrumental de CRIOSEM CT 15000-C

(Oxford Instruments).

4-2-2-2. Microscopia electronica de barrido (SEM) punto critico.

Se utilizo el sistema de punto critico en el caso de las muestras que necesitaron
manipulacion (eliminar sépalos, pétales, estambres) y en los casos en los que se necesito
eliminar las ceras de la superficie celular ya que éstas no se eliminan en el

criomicroscopio. Para el punto critico las muestras necesitaron tratamiento previo.

4-2-2-2-1. Preparacion de muestras vegetales; fijacion.

Las muestras vegetales se fijaron introduciéndolas en FAA (Etanol 50%; écido
acético glacial 5%; formaldehido 3.7%), inmediatamente después de su recoleccion.
Posteriormente, fueron sometidas a dos o tres pulsos de vacio, de 3 min cada uno, se les
cambid la solucién fijadora por una fresca y se mantuvieron en ella durante 4-16 h a
4°C. Tras el proceso de fijacion los tejidos se deshidrataron hasta 70% etanol mediante
una serie de lavados sucesivos, de 30 min, a 4°C, en soluciones crecientes de etanol
(15%, 30%, 50%, 70%); en este punto las muestras pueden ser almacenadas
indefinidamente a 4°C hasta el momento en que vayan a ser analizadas por microscopia

electronica de barrido.
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4-2-2-2-2. Punto critico y analisis de las muestras.
Las muestras previamente fijadas y almacenadas en etanol del 70%, tal y como
se explica en el apartado anterior, se incubaron en etanol del 85% durante 30 min y
luego en etanol absoluto durante al menos una hora. Posteriormente, las muestras se
desecaron en CO; liquido, en un aparato secador de punto critico Polaron E300, y se
montaron en portaobjetos con cinta adhesiva de carbono activado sobre los que fueron
orientadas y diseccionadas convenientemente. Después del montaje, las muestras fueron
recubiertas con un sombreado de particulas de oro-paladio de 200 nm, en atmosfera de
argon ionizado en un Sputter Coater SCD005 (BALTEC).
Las imagenes se obtuvieron mediante el programa Autobeam de la plataforma
ISIS (Oxford Instruments), con una velocidad de barrido de 200 s por imagen, en un
microscopio electronico de barrido JEOL JSM-5410 operando bajo las condiciones de

microanalisis de 10 kV y distancia de trabajo de 25 mm.

4-3. HISTOLOGIA.
4-3-1. Inclusion de muestras en parafina.

NOTA: excepto en los experimento de tincion GUS, las concentraciones del
FAA utilizado como fijador son las descritas en este apartado.

Las muestras se fijaron en FAA al vacio (400 mm Hg) durante 20 minutos.
Posteriormente, se cambid el fijador por otro fresco y se mantuvo a temperatura
ambiente una hora. A continuacion se deshidrataron en series de etanol en
concentraciones crecientes (70%, y 95%) de 30 minutos cada una tifiendo finalmente el
tejido en Eosina-Y al 0,2% en etanol (95%) a 4°C durante la noche. Posteriormente se
incubaron las muestras en etanol 100% durante 2 horas (se repiti6 el proceso dos veces).
A continuacion se realizaron series de 2 horas en concentraciones crecientes de
Histoclear (25%, 50%, 75% y dos al 100%; National Diagnostics), compuesto
basicamente de limoneno, en etanol. Se afiadid entonces un volumen igual de parafina
Paraplast-Plus (Sherwood Medical) fundida a 58°C y se incubo durante mas de 8 horas
a esa temperatura. A continuacion se sustituy6 la mezcla por parafina 100%, realizando
cambios con parafina nueva cada 3 horas hasta la total eliminacion del Histoclear.
NOTA: debe evitarse que el proceso de imbibicion dure mas de 3 o 4 dias. Por ltimo
las muestras se dispusieron en la orientaciéon deseada en moldes de aluminio (Selecta)
con parafina liquida, montando encima un soporte de pléstico, y se dejo solidificar a

temperatura ambiente.

232



MATERIALES Y METODOS

4-3-2. Inclusion de muestras en resina.

Para la inclusion en resina Technovit 7100 (parcialmente hidrofilica), se siguid
el protocolo descrito por Maria D. Gomez et al 04. El tejido vegetal se fijo en p-
formaldehido al 4% en tamp6n fosfato 0.1 M, pH 7.2. para facilitar la penetracion del
fijador, se sometieron las muestras a golpes cortos de vacio (5 minutos). Posteriormente
se cambid el fijador por fijador fresco, en este ultimo se mantuvieron las muestras 16
horas a 4°C. Al dia siguiente se lavaron las muestras con 0.1M de Na PO4 pH 7.2 a 4°C
dos tandas de 5 minutos cada una. Posteriormente se deshidrataron las muestras en
series crecientes de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 85% 95%) durante 30 minutos cada
una a 4°C, seguidas de dos cambios de etanol 100% de 30 minutos también a 4°C. A
continuacion se realizo la infiltracion con resina, mediante cambios de 1 a 2 horas en
Resina :Etanol en distintas proporciones; 1:2, 1:1, 2:1, a continuacion las muestras se
dejaron en resina pura 24 horas, se realizaron varios cambios de resina pura durante este
periodo. Por tltimo se montaron las muestras en capsulas y se polimerizo6 la resina a
temperatura ambiente, mediante la solucion de polimerizacion proporcionada por la

casa comercial (15ml de resina + 1ml de “Hardener II”).

4-3-3. Obtencion de cortes histologicos.

Se utiliz6 un microtomo Microm HM330 para la obtencion de cortes
histoldgicos. En el caso de muestras incluidas en resina, se realizaron cortes de 4 pm de
grosor usando cuchillas especiales de Tungsteno.

Para las muestras incluidas en parafina, los cortes se realizaron a 8§ pm (12 pm
en el caso de los guses y 10 um en el caso de las que se tifieron con floroglucinol) con
cuchillas Accu-Edge (Bakura) y se extendieron en un bafio con agua destilada a 42°C
antes de colocarlos en el portaobjetos. Las secciones se desparafinaron con Histoclear

(National Diagnostics) y se visualizaron al microscopio optico (apartado 4-2-1).

4-3-4.Tinciones.

4-3-4-1. Tincién con floroglucinol.

Se siguid el protocolo descrito por Sarah Liljegren en [Weigel, 2002 #1998]
pag.96-97. El floroglucinol tifie las ligninas de color rojo. Tras realizar cortes en
parafina de 6rganos vegetales (ver apartado 4-3-3)de 12um, los portas se sumergieron

durante 30 minutos en floroglucinol (Sigma P 3502) al 2% en etanol 95%. A
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continuacion se aclararon en HCI al 50% y se examinaron al microscopio
optico (ver apartado 4-2-1).

4-3-4-2 Tincidén con azul de toluidina.

Se siguid el protocolo descrito en el apartado 4-3-2 para incluir las muestras en
resina y posteriormente se tifieron con una disolucion al 0,02% de azul de Toluidina
disuelto en agua durante 5 minutos y después se aclararon con agua antes de ser
examinadas al microscopio optico (ver apartado 4-2-1) (Feder y O’Brien 68). El azul de
Toluidina pone de manifiesto las células que estan lignificadas en color verde o azul
celeste.

El azul de Toluidina permite diferenciar todos los tipos celulares y pone de
manifiesto las células que estan lignificadas en color verde o azul celeste.

4-3-4-3. Aclarado con Hidrato de cloral para la observacidon de los haces vasculares.

Se utilizo el protocolo de Sioux Christensen propuesto en [Weigel, 2002 #1998]
pag.104-105. Mediante este protocolo, se aclaran los tejidos vegetales, permitiendo que
se puedan observar los haces vasculares utilizando microscopia de campo oscuro.

NOTA: es importante realizar todo el proceso en una campana de extraccion de
gases ya que el hidrato de cloral es toxico.

Se fijaron las muestras en una mezcla de etanol: acido acético glacial (6:1) a
temperatura ambiente de 1 a 4 horas para embriones y de 8-24 horas para plantulas y
tejidos mas viejos. Se reemplaz6 la mezcla de etanol: acético por 100% de etanol y se
incubaron las muestras 30 minutos a temperatura ambiente. Este proceso se repitidé dos
veces. Se quito el etanol y se reemplazo con una disolucion de hidrato de cloral: Hidrato
de cloral/ glicerol/ agua ( 8g/1lml/2ml), se mantuvo en esta disolucion al menos una
noche (mejor dos o tres). Posteriormente se montaron las muestras sobre portaobjetos.
Las muestras se colocaron sobre el portaobjetos al que previamente se le habia afiadido
(normalmente un minimo de 200 ul) disolucion de hidrato de cloral. Para evitar que las
muestras se aplastaran con el cubreobjetos se coloco en los extremos del portaobjetos
unas pegatinas pequefas (preferiblemente transparentes para que no destifian con el
hidrato de cloral) de forma que quedara espacio entre el portaobjetos y el cubreobjetos.
NOTA: Antes de analizar en el microscopio las muestras, es muy importante sellar (con
laca de ufas transparente, por ejemplo) los portaobjetos ya que la disolucion de hidrato
de cloral puede dafiar las lentes del microscopio.

Microscopia de campo oscuro: para analizar las muestras en hidrato de cloral se utilizé

el campo oscuro del microscopio Eclipse E600 (Nikon).
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4-3-4-4. Tincién GUS.
Durante el desarrollo de esta tesis se han utilizado distintos protocolos de
Tincion GUS dependiendo del experimento que se estuviera realizando.

Para realizar detecciones GUS poco precisas en generaciones F1 y descartar en

cruces las plantas que no fueran portadoras del gen delator se utiliz6 un protocolo GUS
rapido:

Se incubaron flores (normalmente) o inflorescencias posiblemente portadoras de
construcciones con el gen testigo de la P-glucuronidasa durante la noche a 37°C en
placas de 96 o 12 pocillos (Iwaki microplate) en oscuridad en una disolucion 13,42mM
de NaH2P024, 11,58mM de Na,HPO4 , 2mM X-Gluc, 2mM Ferrocianuro potasico,
2mM de ferricianuro potasico y 0,02% de Triton X-100. Posteriormente las muestras se
observaron a la lupa (apartado 4-1), en algunos casos en los que la sefial no se detectara
con claridad, las muestras se lavaron en etanol 70%.

Para realizar detecciones GUS mads precisas se siguid el protocolo descrito por

Kirsten Bomblies en el Manual de Arabidopsis (Weigel D. y Glazebrook J.) pag. 243-
245 con algunas modificaciones.

Los frutos e inflorescencias de plantas portadoras de construcciones con el gen
testigo de la B-glucuronidasa se incubaron en acetona 90% durante 20 minutos en hielo.
Posteriormente se incubaron otros 20 minutos en la misma acetona a temperatura
ambiente. A continuacion se enjuagaron con solucion de revelado sin X-Gluc (tampdn
fosfato sodico 25 mM pH 7; ferricianuro potasico 2 mM; ferrocianuro potasico 2 mM;
Triton-X100 0,25 mM) y por tltimo se incubaron en solucion de revelado con sustrato
(X-Gluc 2 mM) durante una noche a 37°C y en oscuridad.

Las concentraciones elevadas de ferrocianuro y ferricianuro (ej. 10mM)
restringen el nivel de sefial GUS, mientras que concentraciones mas bajas permiten
detectar sefial GUS mas débil [Sessions, 1999 #1245]. Por lo tanto, se optimizaron las
concentraciones de ferrocianuro y ferricianuro en funcion del experimento.

En la tabla VII-9 se describe la preparacion de la disoluciéon GUS utilizada en
los distintos protocolos.

NOTA: para los guses de SPTpro::GUS la concentracion final de ferrocianuro
potasico y ferricianuro potasico fue de 10 mM, para el resto de guses fue de 2mM de
cada uno (condiciones menos restrictivas).

Posteriormente se realizaron series de etanol 20%, 35% y 50% 30 minutos cada

una y posteriormente se incubaron 30 minutos en FAA (50% etanol, 10% &cido acético
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glacial, 5% formaldehido, distinto al utilizado en la Hibridacion in situ) y se

pasaron a 70% etanol.

Tabla VII-9.

Disolucion GUS (Staining buffer para 10 ml, no preparar con mucha antelacion)

tamp6n fosfato sodico: 1.342 ml de NaH?PO?;_ de una disolucion stock 0.1My 1.158 ml de Na,HPO,,
isolucion stock 0.1M.

* 200 ul de una disolucion stock 10% Triton X-100

* 200 pl de una disolucion stock 100mM Ferrocianuro potésico (2mM concentracion final)

* 200 pl de una disolucion stock 100mM de Ferricianuro potasico (2mM concentracion final)

* 200 pl de una disolucién stock 100mM de X-Gluc

¢ anadir agua destilada hasta 10 ml.

Las muestras se observaron y fotografiaron mediante una lupa binocular
equipada con una cdmara digital (ver apartado 4-1) o mediante un microscopio Optico
(ver apartado 4-2-1) , previo aclarado del tejido con hidrato de cloral. Para el aclarado
del tejido con hidrato de cloral, tras mantener las muestras al menos media hora en
etanol al 70%, se pasaron a una disolucion de hidrato de cloral (8g en 1 ml de gricerol y
2 ml de agua, esta disolucion debe mantenerse en oscuridad para evitar
amarilleamiento) donde permanecieron al menos una noche (mejor si se dejan dos o tres
noches, pueden aguantar mas de un mes en hidrato de cloral aunque el tejido comienza
a debilitarse y al ser tan transparente es dificil su localizacion, sobre todo en el caso de
raices). Posteriormente se visualizaron como se describe en el apartado 4-3-4-3 pero sin
utilizar el campo oscuro, en este caso las muestras se visualizaron mediante Optica
Normasky.

Por otra parte, algunas muestras (inflorescencias de pMT5) se incluyeron en

parafina para la obtencion de cortes histologicos (12um). Se sigui6 el protocolo descrito

para el protocolo de in situ (ver apartado 4-3-1) con modificaciones para evitar la

pérdida del GUS:

La muestras en etanol 70% se dejaron s6lo 30 minutos, posteriormente se
deshidrataron en series de etanol : etanol 95% una hora y etanol 100% una hora ( este
paso ultimo se repitid dos veces). NOTA: no se afiadid eosina.

Posteriormente se realizo la imbibicion de las muestras:

50%Etanol/50% Histoclear durante 10 minutos tres veces.

100% Histoclear 15 minutos 3 veces.
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100% Histoclear 30 minutos.

50% Histoclear/50% parafina 3 horas

100% parafina toda la noche.

El dia siguiente se hicieron tres cambios de parafina, el siguiente dia se hicieron
dos cambios de parafina por la mafiana y por la tarde se montaron los bloques.

Para desparafinar: 3 minutos en Histoclear dos veces.

Se montaron con ENTELLAN.

Otras muestras de pMT5 (ejemplo: las raices) se incluyeron en resina para la

obtencion de cortes histologicos, se siguid el protocolo descrito en el apartado 4-3-2.

5. TRANSFORMACION DE PLANTAS Y GENERACION DE

PLANTAS TRANSGENICAS.

5-1. DISENO DE LA CONSTRUCCION pMTI7 PARA LA EXPRESION
CONSTITUTIVA DE TOPI EN Arabidopsis thaliana.

Para ensayar los efectos de la expresion constitutiva de TOPI en plantas
transgénicas, el cDNA de este gen se clondé como una fusion transcripcional al promotor
35S CaMV (Benfey et al., 1990) en los sitio BamHI/EcoRI del vector binario de
expresion en plantas pGREEN0229 (Tabla VII-8). Para ello, el cDNA completo
(incluyendo el STOP) de TOPI, amplificado a partir del plasmido pSS065 con los
cebadores oMT1(BamHI) y oMT21(EcoRI) se subclono en el sitio EcoRI del plasmido
pGEM-T easy (Tabla 7), que contiene un sitio de clonaje multiple simétrico, en el cual
la diana de restriccion EcoRI estd flanqueado por dos dianas BamHI, obteniendo el
plasmido pMT16 (ver anexo II) . Posteriormente, el cDNA fue liberado del plasmido
pMT16 como un inserto BamHI/EcoRI, para su posterior clonacién en el plasmido
pGREEN0229 (que libero la secuencia GR) obteniendo el plasmido pMT17 (ver anexo
10).

La construccion pMT17 fue utilizada para transformar plantas de Arabidopsis
ecotipo Col-0 para estudiar la expresion constitutiva de 7OP1 y para transformar el

doble mutante top -3 top2-2 y rescatar el fenotipo.

5-2. DISENO DE LAS CONSTRUCCIONES pMT2 Y pMT4 PARA LA
EXPRESION INDUCIBLE DE TOPI Y TOP2 EN Arabidopsis thaliana.
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A partir del plasmado pSS065 que contiene el CDS de TOP! se amplifico esta
region, sin incluir el codon de STOP, mediante PCR con los cebadores OMT 1(BamHI)
y OMT2 (Sacl)(ver Anexo I) posteriormente se clond esta region en el plasmido
pGEM-T, obteniendo la construcciéon pMT1 (ver anexo II) para poder secuenciarla. A
continuacion el cDNA fue liberado del plasmido pMT1 como un inserto BamHI/Sacl,
para su posterior clonacion en el plasmido pGREEN0229 (que contiene la secuencia
GR) obteniendo el plasmido pMT2 (ver anexo II-2).

A partir del plasmado pSS066 que contiene el CDS de TOP2 se amplifico esta
region, sin incluir el codén de STOP, mediante PCR con los cebadores OMT3(BamHI)
y OMT4(Sacl)(ver tabla) ) posteriormente se clond esta region en el plasmido pGEM-T,
obteniendo la construccion pMT3 (ver anexo II) para poder secuenciarla. A
continuacion el cDNA fue liberado del plasmido pMT3 como un inserto BamHI/Sacl,
para su posterior clonacion en el plasmido pGREEN0229 (que contiene la secuencia

GR) obteniendo el plasmido pMT4 (ver anexo II) .

5-3. DISENO DE LA CONSTRUCCION pMT5 PARA LA EXPRESION TOPI
EN Arabidopsis thaliana.

A partir del plasmido CFM 112 que contenia una fusion 5'TOP1::GUS se libero6
dicha fusion (incluye nos-t) mediante HindIl /EcoRI y se clond en el plasmido
pGREENII0029 (resistente a Kanamicina) obteniendo el plasmido pMTS5 (ver anexo II).
La region 5'TOP1 consistia en 2,7Kb de la region reguladora 5°del gen TOPI, que

incluia el primer exén no traducido y el intrén hasta el ATG del segundo exon.

5-4. TRANSFORMACION DE Arabidopsis thaliana.

Para la construccién de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana se han
utilizado, plantas silvestres de los ecotipos Columbia (Col) y Landsberg erecta (Ler) y
plantas mutantes fopl-3 top2-2 (ecotipo Col). La transformacion se realizod siguiendo
una version modificada del método descrito por Bechtold et al., (1993) que se basa en
la utilizacion del detergente Silwet L.77 (LEHLE SEEDS; Clough y Bent, 1998).

Aproximadamente unas 60 semillas de Arabidopsis se cultivaron en macetas de
11 cm de diametro, tal y como se describe en el apartado 1-1-1-1. Transcurridas unas 2
semanas desde la siembra, se eliminaron algunas plantas con el fin de facilitar el
crecimiento homogéneo y adecuado de la poblacion. Una vez las plantas habian

producido el tallo, cuando la tltima hoja caulinar se habia separado unos 2-3 cm del
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apice de la inflorescencia principal (altura de las plantas de 9-11 cm) éste se
decapitdé para eliminar la dominancia apical e inducir asi la proliferacion de las
inflorescencias laterales. El tiempo aproximado que transcurria desde que la siembra
hasta que se decapitaban las plantas era de aproximadamente un mes para el ecotipo Ler
y 5-6 dias mas para Col. Una vez decapitadas, las plantas se cultivaron unos 4 dias mas
antes de la infiltracion.
Tres dias antes de la infiltracion (dia —3) un tubo de 50 ml con 10 ml de medio
LB, con 100 ug/ml rifampicina y 50 ug/ml kanamicina, se inocul6 con la cepa de A.
tumefaciens, portadora de la construccion de interés (apartado 6-1), y se incubd durante
toda la noche en oscuridad a 28°C, con agitacion de 200 rpm. Al cabo de este tiempo
(dia —2), un matraz de 1 I con 600 ml de medio LB con kanamicina (50 ug/ml), se
inoculd con los 10 ml del precultivo anterior y se incubd en las mismas condiciones
durante 48 h. El dia de la infiltracion (dia 0) el cultivo se recogid por centrifugacion y el
sedimento con las bacterias se resuspendi6 en 200 ml de medio de infiltracion (2°2 g/l
sales MS (Duchefa), 5% sacarosa, 1 mg/l BAP, 100 mg/l MES, pH 5°9) al que se le
habia adicionado detergente Silwet L.77 hasta una concentracién final de 0°05%. Antes
de la infiltracion, a las plantas se les quitaron todas las silicuas fertilizadas asi como las
flores abiertas. Para la infiltracion a vacio, las macetas se invertian y se introducian en
una fiambrera que contenia los 200 ml de la suspension de Agrobacterium en medio de
infiltracion, de manera que no sélo los apices florales sino también las hojas de roseta
quedaban sumergidos en el liquido. El montaje se colocaba en una campana de vacio
conectada a una bomba de vacio (Bomba EDWARDS RV3, 110-120/220-240V, 50-60
Hz, monofasica A652-01-903) y se sometia a vacio durante 1 min en posicion de alto
vacio y caudal bajo “posicién I* (presion total final: 3 x 10 mbar, 3 Pa). El tiempo se
empezaba a contar cuando la suspension de Agrobacterium empezaba a burbujear.
Pasado el minuto se sacaban las plantas de la campana y se secaban ligeramente,
escurriéndolas sobre un trozo de papel absorbente. Las plantas asi tratadas se cubrian
con bolsas de plastico y se devolvian a las cabinas de cultivo donde se les permitia que
continuaran creciendo bajo las condiciones descritas en el apartado 1-1-1-1. Durante los
2-3 dias siguientes a la infiltracion se iban haciendo agujeros en las bolsas, con el fin de
aclimatar las plantas a las condiciones de humedad habituales, hasta que éstas se
eliminaban definitivamente. Las plantas se cultivaron hasta obtener semillas maduras.
Cuando las silicuas de las plantas transformadas estuvieron maduras se

recogieron las semillas, se guardaron en bolsas de celofan y se incubaron en una estufa

239



MATERIALES Y METODOS

a 37°C durante al menos una semana. Para la seleccion de los transformantes
primarios (T;), las semillas procedentes de plantas individuales T se esterilizaron, se
sembraron en placas de Petri de 15 cm de didmetro con medio de seleccion con
kanamicina y se cultivaron en cabinas de cultivo in vitro (ver apartado 1-1-1-2).
Después de 7-10 dias desde la siembra los transformantes eran claramente identificables
por su color verde y sus raices desarrolladas; en ese momento se transplantaron a
alveolos (6’5 X 6’5 x 5 cm) con una mezcla turba:vermiculita:perlita (1:1:1) y se
trasladaron a un fitotron para su cultivo bajo las condiciones descritas en el apartado 1-

I-1-1.

5-5. REALIZACION DE CRUZAMIENTOS.

Para la realizacion de cruzamientos entre diferentes lineas de Arabidopsis, se
emascularon las flores receptoras con unas pinzas finas retirando todos los organos
florales excepto el pistilo, sobre el cual se depositdé polen procedente de las plantas

donantes.

6. TRATAMIENTOS DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS.

6-1.TRATAMIENTO CON DEXAMETASONA DE LAS PLANTAS PMT2 Y
PMT4.

Para la seleccion de transformantes primarios se sembraron semillas de las
plantas pMT2 y pMT4, previamente esterilizadas, en placas de MS con Kanamicina
(ver apartado 1-1-1-2). Se obtuvieron 16 lineas transgénicas pMT2 y 30 lineas
transgénicas pMT4.

Para comprobar si las construcciones 35S:TOP1:GR (pMT2) y 35S:TOP2:GR
(pMT4) eran funcionales y para comprobar la concentracion de dexametasona que era
mas eficaz en la induccion de las construcciones se sembraron semillas de las distintas
lineas transgénicas pMT2 y pMT4 en placas MS con Kan, (apartado 1-1-1-2), para
mantener la resistencia, asi como con distintas concentraciones de dexametasona: OuM,
0,5uM, 5 uM y 25uM, y se dejaron crecer durante 21 dias ( ver condiciones e el
apartado 1-1-1-2). Posteriormente se compararon los fenotipos en roseta de las distintas
plantas resistentes.

Para determinar el momento de aplicacion de dexametasona mas adecuado para

inducir las construcciones se realizo el siguiente experimento. Se sembraron semillas de
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las distintas lineas transgénicas pM7?2 (se realizo de igual forma en el caso de
PMTH4) en placas de MS con Kan (apartado 1-1-1-2) para mantener la resistencia y se
dejaron crecer . De cada una de las distintas lineas las plantas resistentes se dividieron
en dos grupos:
- A: se transplantaron a tierra sin ser tratadas con dexametasona.
- B: se sumergieron en una disolucion de dexametasona a 5 uM antes de
transplantarlas a tierra.

Posteriormente, dentro de la misma linea, se compararon los frutos de las plantas
tratadas (grupo B) y sin tratar con dexametasona (grupo A). Por altimo se eligieron
varias plantas del grupo A y se sumergié una de sus inflorescencias en una disolucion
de dexametasona 5 uM, posteriormente se comparé el fenotipo de los frutos tratados
(grupo C) con el de otros frutos de la misma planta pero de otra inflorescencia sin tratar
(grupo D).

Disolucion de dexametasona: Stock: SmM (0.019 g en 10 ml de Etanol 100%)

En la tabla VII-10 se detallan las concentraciones de dexametasona utilizadas en

este experimento.

Tabla VII-10.

Dexametasona Concentracion éptima
En placa 5uM
En disolucion 5 uM con 0.015% Silwet 77

6-2. TRATAMIENTO CON NPA Y 2-4D DE LA LiNEA PMTS5.

La linea pMT5 (pTOPI::GUS) fue tratada con NPA (inhibidor del transporte
polar de auxinas) y con 2,4-D (auxina sintética) en el siguiente experimento para
detectar posibles cambios en el patron de expresion del gen reportador.

Se crecieron plantas de la linea reportadora pMT35, se eligieron varias plantas (5)
y a tres inflorescencias de la misma planta se les aplicé por una parte, a una de ellas,
una disolucién de 2,4-D a S5uM con 0.01% de Silwet77, a otra de las inflorescencias se
le aplic6 una disolucion de NPA 50uM con 0.01% de Silwet77 y a la tltima se le
aplico una disolucion “placebo” simplemente con 0.01% de Silwet77. Posteriormente se
realizo la tincion gus (apartado 4-3-4-4 ) a dichas inflorescencias para comparar las

posibles diferencias en el patron de expresion del gen reportador.
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7. SISTEMA DEL DOBLE HiBRIDO.

Se ha seguido el protocolo descrito en el manual BD Matchmaker Library Constructs
and screening Kits de Clontech. Este experimento se realizd en el laboratorio de
Brendan Davies (Universidad de Leeds, Reino Unido)
7-1. CEPAS DE LEVADURA.

En este trabajo se han utilizado las cepas de levadura cuyos genotipos se detallan en

la tabla VII-11.

Tabla VII-11. Cepas de levadura utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo® Delator(es)” Referencias

AH109 MATa, trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, HIS3, ADE2, lacZ James et al., (1996);
gal4A, gal80A, LYS2::GALIyas-GALItat4-HIS3, (0o MELI)
GAL2y45-GAL21patA-ADE2, URA3::MELIyas-
MELItata-lacZ, MEL 1

Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trpl-901, lacZ , MELI Harper et al., (1993);
leu2-3, 112, gal4A, gal80A, met-, MELI
URA3::GALI ypas-GALItata-lacZ

A. Holtz, no
publicado

? Las mutaciones trpl, his3, gal4 y gal80 son causadas por deleccion; leu2-3, 112 es una mutacion doble.
® Genes marcadores que estan integrados en el genoma de la levadura: lacZ codifica para la f-
galactosidasa; HIS3 confiere prototrofia para la Histidina (His); MELI codifica para la a-galactosidasa;
ADE? confiere prototrofia para la Adenina (Ade).

trp1-901: requiere triptéfano (Trp) en el medio para crecer (es un Trp auxotrofo).

leu2-3, 112: requiere leucina (Leu) en el medio para crecer (es un Leu auxotrofo).

ura3-52: requiere uracilo (Ura) en el medio para crecer (es un Ura auxotrofo).

his3-200: requiere histidina (His) en el medio para crecer (es un His auxotrofo).

ade2-101: requiere adenina (Ade) en el medio para crecer (es un Ade auxotrofo).

gal4-542 o gal4 A: deficiente en la regulacion de los genes que metabolizan la galactosa (Flick y Johnston,
1990; Johnston et al., 1994).

2al80-538: deficiente en la regulacion de los genes que metabolizan la galactosa (genes GAL se expresan
constitutivamente).

La cepa Y187 (MAT) se puede aparear con la cepa AH109 (MATa).
La cepa AH1009 era la portadora del cDNA de la libreria que ya habia sido transformada

en el laboratorio de Brendan Davies ( Universisdad de Leeds)

7-1-1 Fenotipos.

Para verificar los requerimientos nutricionales de las diferentes cepas empleadas
se sembraba una triple estria de cada una de ellas en medio rico YPD (YPDA) y se
cultivaban durante 3-5 dias a 30°C. A continuacion, las distintas cepas se sembraban, a

partir de colonias aisladas, en placas de Petri con distintos tipos de medio minimo de
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seleccion (SD) a cada uno de los cuales le faltaba un determinado nutriente

(Tabla VII-12).

Tabla VII-12. Crecimiento de las distintas cepas de levadura en medios sintéticos de diferente
composicion.

Cepa SD/-Ade SD/-Met SD/-Ura  SD/-Trp SD/-Leu SD/-His YPD(A)
AHI109 - + + - - - +
Y187 - - + - - - +

7-1-2. Verificacion del fenotipo ade?2.

La cepa Y187 porta la mutacién ade2-101. En un medio con baja cantidad de
adenina, las colonias se vuelven rosas a los pocos dias y se van oscureciendo con la
edad. Estas colonias crecen hasta alcanzar un tamaifio de >2 mm de diametro. El
pigmento rojo es un oxidado, derivado polimerizado del 5-aminoimidazol ribdtido que
se acumula en las vacuolas [Smirnov, 1967 #1999][Weisman, 1987 #2000]. Las
colonias blancas y pequefias de <Imm se forman debido a mutaciones espontaneas y se
debe de evitar cogerlas. En ausencia de GAL4, AH109 también exhibe el fenotipo
ade2-101; sin embargo, en la presencia de interacciones proteicas que activan a los
genes delatores, el marcador ADE2 complementa en cis el fenotipo ade2-101 de

AHI109.

7-1-3. Genes delatores.
AHI109 contiene cuatro genes delatores: ADE2, HIS3,MELI y lacZ bajo es

control de tres secuencias activadoras distintas (UASs) y cajas TATA. El gen delator
ADE? por si solo proporciona una seleccion nutricional fuerte. Para mayor astringencia
y para reducir la incidencia de falsos positivos, se debe seleccionar para ADE2 y HIS3
[James, 1996 #2001]. por otra parte se puede realizar el ensayo con MELI que codifica
la a-galactosidasa. MELI es enddgeno tanto de Y187 como de AH109. Ya que la a-
galactosidasa es una enzima que se segrega, su actividad se puede detectar afiadiendo
X-a-Gal al medio de seleccion: si MELI es activo y en el medio de seleccion existe X-
a-Gal las colonias se volveran azules. lacZ en Y187 exhibe un elevado nivel de
actividad (3-galactosidasa en ensayos positivos de doble hibrido ya que esta bajo el

control del UAS GAL] intacto.
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7-1-4. Ensayo de la expresion del gen HIS3.

El gen delator HIS3 presenta un nivel basal de expresion no inducible por GAL4
que varia en las distintas cepas de levadura utilizadas en este trabajo y que da lugar a un
fondo de crecimiento en un medio sin histidina. Para eliminar la actividad enzimética
resultante de esta expresion basal se suplementaba el medio de cultivo con diferentes
concentraciones de 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT), un compuesto que es un inhibidor
competitivo de la actividad de la proteina de levadura HIS3 (His3p) [Durfee, 1993
#187] [Bartel, 1993 #2002].

Se escogid la concentracion mas baja que sélo permitia el crecimiento de

colonias de un tamafio inferior a 1 mm.

7-1-5. Condiciones de cultivo de levaduras.
Los cultivos liquidos de las distintas cepas de levadura se incubaron toda la
noche a 30°C y con agitacion de 250 rpm. Los cultivos en placas con medio solido se

incubaron de tres a cinco dias en estufa a 30°C.

7-1-6. Medios de cultivo.
Los medios utilizados para el crecimiento de los cultivos de levadura fueron:

- YPD, medio de crecimiento general sin seleccion: 2% Difco peptona, 1% extracto de
levadura. Cuando se utilizo el medio solido éste se solidificaba mediante la adicion de
2% agar (Pronadisa). Se ajustaba el volumen a 950 ml y el pH a 5’8 y se autoclavaba;
cuando el medio estaba a aproximadamente 55°C se afiadia glucosa al 2% (50 ml de una
solucion stock 40%). Para el medio YPD suplementado con adenina, YPDA, se prepara
el medio YPD como se indica arriba y cuando el medio estaba a 55°C se le anadia 15 ml
de una solucién stock de adenina al 0°2% (concentracion final del 0°003%).

- Medio SD (Synthetic dropout), medio minimo usado en las transformaciones de
levadura para seleccionar y testar fenotipos especificos. Incluye una base nitrogenada,
una fuente de carbono, y un stock de solucion “dropout” que contiene una mezcla
especifica de nutrientes esenciales (aminoacidos y nucle6tidos). Uno o mas nutrientes
esenciales se omitian para seleccionar los transformantes portando el gen nutricional
correspondiente. Se afiadian 6’7 g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos y
2% agar (Pronadisa, para placas). Se ajustaba el volumen a 850 ml y se autoclavaba;

cuando el medio estaba a 55°C se anadia glucosa al 2% ( 50 ml de una solucion stock al
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40%), 100 ml de la solucion estéril 10x dropout y 1 M de 3-AT (3-amino-
1,2,4-triazol) a una concentracion que depende de la cepa de levadura.

La solucion 10x Dropout : en las soluciones 10x dropout se omitian uno o mas

de los siguientes componentes nutricionales (Tabla VII-13). Los componentes

especificos omitidos dependen del medio de seleccion deseado. Para preparar SD/-

Trp/Leu, por ejemplo, se usa un suplemento de 10x Dropout sin Trp y Leu.

Tabla VII-13

Concentracion (10x)

L-Isoleucina 300 mg/l
L-Valina 1500 mg/1
L-Adenina 200 mg/1
L-Arginina HCI 200 mg/1

L-Histidina 200 mg/1
L-Leucina 1000 mg/1
L-Lisina (HCI) 300 mg/1
L-Metionina 200 mg/1
L-Fenilalanina 500 mg/1

L-Treonina 2000 mg/1
L-Triptéfano 200 mg/1
L-Tirosina 300 mg/l
L-Uracilo 200 mg/1

7-1-7. Aislamiento de DNA plasmidico de levadura.

El procedimiento rapido de aislamiento de DNA plasmidico de levadura esta
basado en el método descrito por Hoffman y Winston [Hoffman, 1987 #2003] y por
Kaiser y Auer [Kaiser, 1993 #2004].

Se ha usado este método, para el aislamiento de los plasmidos que contienen el
dominio de activacion a partir de las colonias que resultaron positivas en el rastreo de la
genoteca de cDNA de expresion en levaduras en ensayo de doble hibrido. Se inocul6
una colonia individual portadora del plasmido “presa” en 5 ml de YPDA y se dejo
crecer durante una noche a 30°C. posteriormente 1.5 ml de este cultivo se
centrifugaron a 1000g durante 5 minutos y al pellet se le afiadi6 0.2 ml de disolucion
de lisis de levadura (2% triton-X100, 1% SDS, 100mM-NaCl, 10mM Tris pH 8, 1
mM EDTA), 0.2 ml de cloroformo y 0.3 g de bolas de vidrio &cidas y se les aplico el
vortex durante 2 minutos y se centrifugaron durante 5 minutos. A continuacion, se

transfirieron 200 ul del sobrenadante a un tubo nuevo y se precipitaron con etanol.
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El DNA se resuspendi6 en 20 ul de Agua y se utilizo 1 ul para transformar E.
coli por electroporacion.

NOTA: para realizar la precipitacion se anadid: acetato sddico (1/10 V), 100%
etanol (2V) se mantuvo a -20°C al menos 30 minutos, posteriormente se centrifugd
durante 10 minutos y se quitd el sobrenadante, luego se afiadi6 70% etanol (2V) y se
centrifugd durante 10 minutos, se quito el sobrenadante y se dejo secar al aire para
posteriormente resuspender el precipitado en 20 ul de agua.

A menudo, el DNA plasmidico aislado de la levadura por este procedimiento
esta contaminado por DNA gendmico y por ello no es adecuado para analisis por
restriccion o para secuenciacion ademas, sin embargo, es adecuado para ser usado en
analisis por PCR. El DNA aislado de cada colonia positiva de levadura es una mezcla
del plasmido DNA-BD/cebo y al menos un tipo de pldsmido AD/genoteca, para
seleccionar los transformantes con el plasmido de la genoteca fusionada al dominio de
activacion se utilizd 1 ul del DNA aislado de la levadura para transformar células de
E.coli. Posteriormente se realizaba una preparacion del plasmido que si era adecuada
para analisis por restriccion o para secuenciacion. Como pGBT9 tenia resistencia a
Ampicilina al igual que el plasmido que contenia la libreria, la cepa de E coli que se
eligi6 fue HB101 (ver apartado 7-3) y la seleccion se llevd a cabo en placas de medio

M09 sin leucina.

7-1-8. Métodos de transformacion de levaduras.

Para la transformacion de levaduras se ha utilizado el método del acetato de litio
(AcLi) [Ito, 1983 #2005] con las modificaciones de Hill et a/. [Hill, 1991 #2006], Gietz
et al. [Gietz, 1992 #2007] y Schiestl y Gietz [Schiestl, 1989 #2008]. Para las
transformaciones de levaduras con los plasmidos cebo se ha utilizado un protocolo
rapido de transformacion. Para el rastreo de la genoteca de cDNA se ha utilizado un
protocolo de “mating”, basado en el intercambio horizontal de DNA existente entre

levaduras

7-1-8-1. Protocolo rapido: Simple Yeast Transformation.

El protocolo rapido de transformacion se ha utilizado para testar las
concentraciones de 3-AT necesarias para el ensayo de doble hibrido, verificar que las
proteinas de fusion DNA-BD/proteina X no activan de manera autonoma los genes

delatores( transformacion de la cepa AH109 con las construcciones cebo) y como paso
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previo del rastreo de la genoteca de cDNA (transformaciéon de la cepa Y187
con las construcciones cebo).
NOTA: Cada transformacion requiere 25 ul de cé€lulas de levadura.
Se resuspendieron las células en 1 ml de agua destilada, se centrifugaron durante
15 segundos, posteriormente se resuspendieron en 1 ml de 0.1M LiAc y se separaron en
alicuotas que representaban 25 ul de células (para cada transformacidn), a continuacion
se incubaron a 30°C con agitacion durante 5 minutos, posteriormente se centrifugaron
15 segundos y al precipitado se le anadi6 en orden: 240 ul de 50% PEG, 36 ul de 1M
LiAc, 50 ul ssDNA (2mg/ml) (debe de hervirse a 100°C durante 5 minutos cuando se
vaya a utilizar, sirve para 3 o 4 veces sin necesidad de hervirlo de nuevo), 5 ul de
plasmido y 20 ul de Agua destilada. Se aplico el vortex durante 1 minuto y se incub6 a
42°C durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugd durante 1 minuto y se
resuspendid el precipitad en 100 ul de Agua. Los 100 ul se plaquearon en las placas

apropiadas y se incub6 a 30°C de 3 a 5 dias, hasta que las células se vieran.

7-1-8-2. Transformacidén de levaduras mediante ‘“Mating”.

El protocolo de transformacion mediante “mating” se ha utilizado para:

- Rastreo de la libreria de cDNA mediante ensayo de doble hibrido.

Basicamente el protocolo de “mating” de levadura se realiza de la siguiente
manera: se inoculan 50 ml de medio SD/-Trp/Kan con una colonia individual de la
levadura (Y 187) transformada con la construccion cebo. Se deja crecer el cultivo en un
matraz de 250 ml (para que exista suficiente aireacion) durante toda la noche a 30°C con
agitacion. Se comprueba si existe toxicidad provocada por la construccion sobre la
levadura, para ello se mide la DOgoy tras 16-24 horas de crecimiento, si ésta es menor
de 0.8 existe toxicidad y por lo tanto no se podria realizar el ensayo, si es mayor de 0.8
se continua el protocolo. Se centrifuga la suspension celular a 600g durante 5 min, se
descarta el sobrenadante y el sedimento se resuspende en 5 ml de SD/-Trp. Mientras
tanto se coloca una alicuota (1ml) de la cepa de AH109 portadora de la libreria en un
bafio a temperatura ambiente, posteriormente se combinan los 5 ml de las levaduras que
contienen el pldsmido cebo con el ml de las levaduras que contienen la genoteca, en un
matraz estéril de 2 litros de capacidad y se afiade 45 ml de YPDA 2X/Kan (NOTA
recoger todas las células que contienen la genoteca con dos lavados de 2X YPDA).

Posteriormente se incuban a 30°C durante 20-24 horas con movimiento suave (30-50
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rpm) para que no precipiten las células. tras 20 horas del “mating” se transfiere
el cultivo a un bote de centrifuga de 100 ml y se centrifuga durante 10 minutos a 1000g.
Mientras tanto se limpia el matraz del “mating” 2 veces con 50 ml de 0.5 X YPDA/Kan
para resuspender las células que queden todavia en el matraz y se combinan las dos
resuspensiones para resuspender de nuevo el precipitado celular anterior. Se centrifuga
durante 10 minutos a 1000 g y se resuspende el precipitado en 10 ml de 0.5 X
YPDA/Kan.

7-1-9. Seleccion de recombinantes de levadura y eficiencia del “Mating”.

Para la seleccion de los transformantes de levadura resultantes de la
transformacion mediante “mating”, se sembraron 100 ul de distintas diluciones (1:10,
1:100, 1:1000, 1:10000) de la suspension de células transformadas en el apartado
anterior (7-1-8-2), en cajas de 9 cm de didmetro de medio solido SD/-Trp (para calcular
viabilidad de la cepa AH109 portadora de la libreria), SD/-Leu (para calcular viabilidad
de la cepa Y187 portadora de las proteinas cebo) SD/-Trp-Leu ( para calcular viabilidad
de ambas) incubaron en placas en una estufa a 30°C. El resto de la suspension celular se
sembrd en alicuotas de 200 ul en placas de 12 x 12 cm de didmetro de medio solido de
seleccion, con la concentracion correspondiente de 3-AT y se incubd en una estufa a
30°C hasta que aparecieron colonias (se dejé un maximo de 8 dias).

La eficiencia del “ mating” o porcentaje de diploides se calculd6 mediante la

siguiente formula:

cfu viables /ml diploides

eficiencia del “mating” = : — X 100
cfu viables /ml cepa limitante

para calcular las cfu viables de cada tipo se utilizo la siguiente formula:

cfuxvl
= cfu viables / ml

v2 x factor de dilucion

donde:
cfu: colonias (colony forming units) crecidas en la placa de dilucién que tiene
entre 30-300 cfu

v1: volumen total de la suspension celular (ml) (ver apartado 5-1-2.)
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v2: volumen de la suspension celular sembrado en la caja (ml) (ver apartado
5-1-2))
La cepa limitante seria la que contiene la libreria, en este caso AH109.

El nimero de clones rastreados se estim6 mediante la siguiente férmula:

cfu/ml diploides x v2 =n° de clones rastreados

Las colonias que aparecieron en las placas grandes se pasaron de nuevo a medio
solido mas restrictivo para confirmar las interacciones fuertes.

El rescate de los plasmidos de la libreria, desde las colonias positivas, se llevo a
cabo aislando el DNA plasmidico de la correspondiente levadura ( apartado 7-1-7) y
usando esa preparacion de DNA para transformar la cepa HB101 de E. coli. por

electroporacion ( apartado 2-5-1).

7-2 PLASMIDOS.

En la tabla VII-14 se detallan los plasmidos utilizados en este trabajo.

Tabla VII-14. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Origen/referencia

pGBT9 Amp', GAL 4 (1.147) DNA-BD, TRP! Bartel et al., (1993a);
Sistema: GAL4 2H; (# U07646)
CLONTECH

pGADT7—Rec Ampr, LEUZ, GAL 4(768-88] Y 1561-1889) Chien et al, (1991)
DNA-AD, HA epitopo tag, SVA40 NLS, Sistema: GAL4 2H-3;
promotor T7 (# K1612-1) CLONTECH

Amp": Resistencia a ampicilina.

Se indican aquellos vectores que contienen promotores de las RNA polimerasas de los fagos T7,
SP6.

GAL4 2H-2 y GAL4 2H-3: MATCHMAKER Two-hybrid system 2 y 3, respectivamente (CLONTECH).
TRP] y LEU: marcador nutricional para seleccidon en levadura.

GAL4 DNA-BD: dominio de union a DNA del activador transcripcional de levadura GAL4.

GAL4 DNA-AD: dominio de activacion del activador transcripcional de levadura GALA4.

P 17:promotor para transcripcion y traduccion in vitro de la fusion proteica; también para secuenciar

HA: epitopo tag de la hemaglutinina, para la immunoprecipitacion de las fusiones proteicas.

NLS SV40 T-antigen: sefial de localizacion nuclear del antigeno T del virus SV40.

Para los experimentos de doble hibrido se utilizaron los siguientes plasmidos: El
plasmido pGBT9 se utilizo para generar fusiones de una proteina diana al dominio de

union a DNA del activador transcripcional GAL4 (DNA-BD); esta construccion hibrida
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se utilizd como cebo en el rastreo de una genoteca de cDNA (de apices
florales de Arabidopsis thaliana) clonada en el vector pPGADT7-Rec (DNA-AD) para la

identificacion de proteinas que interaccionan con la proteina cebo .

7-3. CEPAS BACTERIANAS.
En este experimento se ha utilizado la cepa bacteriana que se detallan en la tabla

VII-15.

Tabla VII-15. Cepa bacteriana utilizada en el experimento de doble hibrido.

Cepa Referencia/origen Uso Genotipo
HBI101 (E. coli) Takara Transformacion  supE44, hsdS20(rB- mB-), recAl3, ara-
de bacterias 14, proA2, lacYl, galK2, rpsL20, xyl-5,

mtl-1, leuB6, thi-1

NOTA: las células HBIO1 tienen un defecto en JleuB6 que pueden
complementarse por LEU2 de levadura. Se utilizd esta cepa ya que los pladsmidos de

cebo y los de la libreria tenian la misma resitencia.

7-3-1. Medios de cultivo.

Los medios utilizados para el crecimiento de los cultivos bacterianos de la cepa
HB101 de E. coli fue el M9 sin leucina para seleccionar sélo el plasmido de la libreria.

- Medio M9: para preparar 400ml de disolucion al 1.5% de agar, se pesaron 6g
de agar y se afiadieron 260 ml de agua, posteriormente se autoclavo la disolucion y
cuando se enfrié antes de solidificar se le afiadi6: 80 ml de la disolucion stock 5X M9
Salts (quedaba al 1X), 20 ml glucosa al 40% (quedaba al 2%),40 ml de la disolucion
10X-L (quedaba al 1X), 400 ul de Ampicilina (50mg/ml) que quedaba a 0.05 mg/ml,
1.6 ml Prolina (10 mg/ml) que quedaba a 0.04 mg/ml, 0.4 ml tiamina (1M) que quedaba
a luM, 0.8 ml Mg SO4 (IM) quedando a 2 uM, 0.04 ml Ca Cl, (1M) que quedaba a
0.1uM

- 5X MO salts: para preparar 400 ml: se peso: 25.6 g Na, HPO4. 7H20, 6g
KH,PO,4, 1g Na Cl, 2g NH4 Cl, 13.56 Na, HPO, ,se afadido agua hasta 400 ml y

posteriormente se autoclavo.
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NOTA: la transformacion de la cepa HBI101 se realizd mediante

electroporacion ( ver apartado 2-5-1)

7-4. DISENO DE LAS CONSTRUCCIONES CEBO PARA EL SISTEMA DEL
DOBLE HiBRIDO.
7-4-1. Construccion de los plasmidos cebo.

Como cebo para el rastreo de la genoteca se emplearon dos construcciones
distintas pMT22 (BD-TOPI) y pMT23 (BD-TOP4) que se utilizaron en dos rastreos
distintos de la misma libreria de cDNA (genoteca) de Arabidopsis. Estas construcciones
se detallan en el anexo 1I.

La construccion pMT22 (BD-TOPI) se obtuvo a partir de la escision EcoRI/
Sall del pldsmido pMN1 que contenia cDNA de TOPI y se subclond en el vector
PGBTO.

La construccion pMT23 (BD-TOP4) se obtuvo a partir de la escision EcoRI/
Sall del pldsmido pMN3 que contenia cDNA de TOP4 y se subclond en el vector
PGBTO.

Antes de proceder al rastreo de la genoteca con estas construcciones se
transformo con ellas las distintas cepas de levadura (apartado 7-1-8-1.) que se iban a
emplear (AH109 y Y187). La cepa Y187 se utilizo en el rastreo de la libreria de doble
hibrido y la cepa AH109 se utiliz6 para comprobar que las construcciones BD-TOPI y
BD-TOP4 no eran capaces de activar, por si solas, la transcripciéon de los genes

delatores de estas levaduras.

7-5 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS CODIFICADAS POR
LOS GENES DELATORES.
7-5-1. Ensayo de la expresion del gen HIS3.

Para establecer la concentracion optima de 3-AT en cada caso, se transformo la
cepa de levadura AH109 (posee los genes delatores) con las construcciones hibridas
BD-cebo, pMT22 y pMT23 (BD-TOP1 y BD-TOP4 respectivamente) y se determiné la
concentracion del inhibidor 3-AT necesaria para controlar el fondo de crecimiento en un
medio sin histidina. Para ello, las células transformadas con la construccion BD-cebo se
sembraron en placas de medio SD/-His/-Trp, conteniendo 0, 2.5, 5 0 10 mM de 3-AT, y

se evaluo el efecto de las construcciones en el crecimiento de la cepa. Se escogio la
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concentracion mas baja que s6lo permitia el crecimiento de colonias de un
tamafio inferior a 1 mm.

Para ambas construcciones se determind que la concentracion de 3-AT Optima
era 5 mM.

7-5-2. Ensayo de activacion transcripcional de las proteinas cebo.

Para verificar que las construcciones hibridas no activan por si solas los distintos
genes gen delatores se transformaron las cepas Y187 y AH109 con las construcciones
pMT22 y pMT23 mediante el protocolo rapido descrito en el apartado 7-1-8-1
Posteriormente se sembraron los transformantes en: SD- Trp/ X-a-gal, SD/-His/-Trp/-
X-a-Gal, SD/-Ade/-Trp/ X-a-Gal.

La proteina cebo es inactiva si: las colonias transformantes son blancas y no
crecen en SD/-His/-Trp/, SD/-Ade/-Trp.

La proteina cebo es activa si: las colonias transformantes son azules y crecen en
SD/-His/-Trp/, SD/-Ade/-Trp.

Si la cepa cebo exhibe crecimiento en un medio sin histidina se puede eliminar o
reducir afiadiendo 3-AT( ver apartado 7-5-1)

7-5-3. Ensayo de la toxicidad de las proteinas cebo.

(ver apartado 7-1-8-2)

7-6. RASTREO DE LA GENOTECA DE EXPRESION EN LEVADURAS DE
¢DNA DE Arabidopsis MEDIANTE EL SISTEMA DEL DOBLE HiBRIDO.

La cepa de levadura Y187 se transformoé con las construcciones BD-cebo (BD-
TOPI y BD-TOP4) en dos ensayos distintos respectivamente utilizando el método de
transformacion rapido (ver apartado 7-1-8-1. ) y posteriormente se realiz6 el “mating”
con la cepa de levadura AH109 portadora del cDNA de la genoteca (ver apartado 7-1-8-
2) . En este trabajo el rastreo de la genoteca se ha realizado tanto en condiciones de alta
como de media astringencia, para evitar la pérdida de interacciones débiles. Para ello, el
ensayo de expresion del gen HIS3 se realiz6 mediante la siembra de la transformacion
(BD-TOP1 y BD-TOP4 en dos ensayos distintos) en cajas de medio selectivo SD/-
His/-Trp/-Leu conteniendo la cantidad minima del inhibidor 3-AT necesaria para
controlar, en cada cepa, el fondo de crecimiento en un medio sin histidina (apartado 7-
5-1). Se utilizaron 80 cajas (12 x 12 c¢cm) por cada rastreo, en cada una de las cuales se
sembraron 200 ul de la suspension de células transformadas; las cajas se incubaron en

una estufa a 30°C.
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Al cabo de seis a ocho dias, las colonias capaces de crecer bajo esas
condiciones fueron rescatadas y resembradas en cajas de medio selectivo SD/-His/-Trp/-
Leu, para confirmar el crecimiento(se siguio6 rescatando colonias hasta pasados diez dias
desde que se sembro la transformacion). La réplica se hizo también en un medio SD/-
His/-Trp/-Leu/-Ade para testar la expresion del gen delator ADE2 ( que posee la cepa
AH109) y en un medio SD/-His/-Trp/-Leu/ X-a-Gal para testar la expresion del gen
lacZ en las colonias que habian crecido. El crecimiento de las colonias en medio
selectivo y el color azul de la actividad p-galactosidasa se considera como una
indicacién de la interaccion entre las proteinas hibridas codificadas por el BD-cebo y el
clon procedente de la genoteca.

La eficiencia del “ mating” y el numero de clones rastreados se calculd6 mediante
la férmula descrita en el apartado 7-1-9.

El rescate de los plasmidos de la genoteca, desde las colonias positivas, se llevod
a cabo aislando el DNA plasmidico de la correspondiente levadura ( ver apartado 7-1-7)
y usando esa preparacion de DNA para transformar de E. coli. por electroporacion (ver
apartado 2-5-1)
Posteriormente se realizaron preparaciones de DNA plasmidico de E. coli.(ver apartado
2-1-1-1) ( 3 de cada interaccidon positiva) que se analizaron mediante digestion con
EcoRI y BamHI y se mandaron a secuenciar para comprobar posteriormente mediante

BLAST el inserto que tenia el plasmido.

7-7. COMPROBACION DE LA INTERACCION ENTRE TOP1 Y YAB3, TOP1 Y
BRX-L4, TOP4Y YAB3Y TOP4Y BRX-LA.

Se recomprobo las interacciones positivas transformando por el protocolo rapido
(ver apartado 7-1-8-1. ) la cepa AH109 portadora de la construccion cebo BD-TOPI y
la cepa AHI109 portadora de la construccion BD-TOP4 que se habia utilizado en el
ensayo de la actividad de las proteinas codificadas por los genes delatores (apartado 7-
5), estas cepas (cada una de ellas) se transform6 con los plasmidos aislados de E. coli
que resultaron positivos en el ensayo de doble hibrido, en concreto con AD-YAB3 y
AD-BRX-L4 y se crecieron en medio solido SD/-His/-Trp/ X-a-Gal. El crecimiento de

colonias zules en este medio indica interaccion proteica.
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IX. ANEXO I. CEBADORES







NOMBRE SECUENCIA Orientacién Secuencia que aparea
140P 5°GCT AAT GAT CTT CTC ACACAAGAAC 3’ F Genoémico de IND1
140Q 5'ATC GCATCC ATG TCT TCATCG TAC 3’ R Genoémico de IND1
5 TOP2F 5°AAG CTT ATC TGC CAA ACC GACGCT G & F TOP2 gendmico
5 TOP2R 5"GGA TCC GAA ATC CAACAC TGT GCC G 3’ R TOP2 gendmico
A904.gus1u 5"GGA TCC ATT ATG ACT TATCTG A 3’ R TOP1 gendmico
BcDNA1 5°'ATG ATC AAT TCG GAG AGC AGC AAC AAC ACC 3’ Gendmico de STY2
BcDNA2 5°ATG ATC ACC AGA GCA ACA AAA CAA AAG ACA 3’ Gendmico de STY2
BRXL4F 5°ATG CTG ACG TGT ATAGCT CGT TC 3’ F BRX-L4 ORF
BRXL4R 5'CAAGTATTG TTC ATG TATCCTTGC C 3’ R BRX-L4 ORF
dspm1 5'CTT ATT TCAGTAAGAGTG TGG GGT TTT GG 3° dSPM transposén en mutantes STY
EN205 5'AGA AGC ACG ACG GCT GTAGAATAG GA ¥ F En-1/Spm
EN8130 5'GAG CGT CGG TCC CCACAC TTC TATAC 3 R En-1/Spm
EST3 5TTC ACG GTG GCG TTT AGG AAC G 3’ R Genomico de STY1
ful-2F 5°CAA ATG TTA CAC ATT ATA ACA TGT GAA 3’ F Gendmico de FUL
ful-2R 5°GCC TTG AGC TTA GCA TGT TCT AGG GCC 3’ R Gendmico de FUL
INDa 5"GAG CAA CCA CCG TCT GAG GAT CG & F Gendmico de IND1
INDb 5°CGT CGA CGA TGA AAATGG AAA ATG GTATGT ATA 3’ R Genoémico de IND1
LB3 5 TAG CAT CTG AAT TTC ATA ACC AAT CTC GAT ACAC 3’ F T-DNA del Garlic en top1-4
N-1136 5"GGA CAA GCT GGG ATC CAG G3’ F TUBULINA 3
N-1137 5°CGT CTC CAC CTT CAG CAC C3’ R TUBULINA 3
OAR32 5°CAA GTT CAAACT CGAATC CAAZ’ R Genodmico de RPL1
OAR46 5°'ACC AGC TTC AAT TCA GCC ACA 3’ F Genodmico de RPL1
oDONR201F 5TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC & F pDONR 201
oDONR201R 5’ GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC3 R pDONR 201
oEGAD1 5" AAG ATACAG TCT CAG AAGAC 3 F Plasmido pEGAD
oEGAD?2 5'GAT CAC ATG GTC CTG CTG GAG 3’ F Plasmido pEGAD
oMN1 5GAATTCATGAATCAAGAAGATAAAGA 3 F TOP3
oMN2 5’GTCGACTCACCTATCCAAATCAAAAGA 3 R TOP3
oMNG4 5GAATTC ATG ATG ACAGATTTA ¥ F TOP4 ORF
oMNG6 5TTT AAC GAATCT GCTCCAACJ R TOP4 gendmico
oMNG9 5'GGT ACC CTT ACG GTT AAAATAATCCACC ¥ R TOP4
oMNG13 5 GAATTCATGAATCTTGACCAA 3 F TOP 2
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OMT1 5 GGATCC ATGGAT CTATCCCTG G 3’ TOP 1
OMT2 5'GAG CTC TGG ATT GAA ATT GAG AGA 3’ TOP 1
OMT3 5'GGATCC ATG ATT CTT GAC CAAGA 3’ TOP 2
OMT4 5'GAG CTCCTC TAAAGATTT CC 3’ TOP 2
OMTS 5 AAG CTT CAAGGATCG CCT CAGCTCC 3 TOP 2
OMT6 5 GGATCC TGG TCA AGATTC ATT GTT GAG A 3’ TOP2
OMT7 5'CCATGAGCT CTTTCATCATCTTCTTG 3 TOP 1
OMT8 5'GAA TCC TAT CAG TCT ATG CAT GCATTC 3’ TOP 1
OMT9 5'GGA AAT CTT TAG AGC TCT GAA GAT AG 3 TOP2
OMT10 5"GAA TCC AAG GTC ACC GTC GATCTA & TOP2
OMT11 5’AAG CTTAGTTTT TCTTTC ATC TCT CGG 3’ TOP2 genémico

OMT13 ett-3 F

5'CCAATC AGG TGG CCT GGT TCAAAATG 3’

ETT genomico

OMT14 ett-3 R

5'CCA CAATGT CGT CCCACCTTCCCT G3’

ETT genomico

OMT15 spt-2F

5'GTT TAT CTT TCT TGT CCC AGA GGA 3’

SPTgenomico

OMT16 spt-2R

5'ATC AAG CAT TGA AGC CTT ATC CGT 3’

SPTgenomico

MO M MO0 MO MMM O 0 MO0 0 0T 0 MO0 MmO mAam

OMT17(lug-1F) 5'ATT CCT GGT AGG TTT GCT GTT CTG & LUG gendmico
OMT18(lug-1R) 5'GTT TTT GCT GCT GAA GAA GAC CAG 3’ LUG gendmico
oMT21 5" GAATTC ATG GAT TGA AAT TGAGAG A 3’ TOP 1
OMT22(iaaMF) 5 TGATCACATGTCAGCTTCACCTCTCCTT GATAJ’ IAAM
OMT23(iaaMR) 5'GAG CTC CTAATT TCT AGT GCG GTAGTT ATATCT CT 3’ IAAM

OMT33 5'ATT CGA CCC CCT GAA GCAACCAAGGAJZ’ SPTgenomico
OMT34 5'CAACTA CGC ACC ACG GGT GAAGTAAG 3’ SPTgenomico
OMT45 5'GAATTC ATG AAT CTT GAC CAA 3’ TOP2

OMT47 5'AAG CTT GAA TTC AGT AGA AAG CAT ACATAATTA GAT AAT & TOP1 genémico
OMT48 5'AAG CTT GAATTC ATG TAT AAAGAG ATTTTG AAATTT & TOP1 genémico
OMT49 5'GGA TCC GAG CTC GTA CCG AGT AAT GCG TAG GGG CCC & TOP1 genémico
OMTS5 5'CTG CAG GCGGCCGC TGT AGG AAATCT GCATAT ATAZ’ TOP1 genémico
OMT56bis 5 GGATCC CAT TATGACTTATCT GATTTITC & TOP1 genémico
OMTGUS1 5 TGC ATC GGC GAA CTG ATC GT 3’ GUS gendémico
OMTGUS2 5'CGT CGG TGA ACA GGT ATGGA 3’ GUS gendémico
otl2THF(verOMNG4) |5'GAATCC ATGATGACAGATTTAZ TOP4 ORF
otl2THR 5'GTC GAC TTG ATC CAAATC AAA 3’ TOP4 ORF
otp1THF(revisado) 5'GAATTC ATG GAT CTATCC CTG 3’ TOP1 ORF
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otp1THR 5'GTC GAC TGG AT T GAA ATT GAG 3’ R TOP1 ORF

otp2THR 5°'GTC GAC CTC TAAAGATTT CC 3’ R TOP2 ORF

p745 5 AAC GTC CGC AAT GTG TTATTAAGTTGTC 3 R T-DNA Left Border de pDS-Lox TOL2
QRB3 5'CGC CAT GGC ATATGC TAG CAT GCATAATTC 3’ R T-DNA del Garlic en top1-4
SP6 5'ATT TAG GTG ACACTATAG AA 3’ R pGEM-T easy

SRS2:E 5 TGG GAG AAG CAACCG GCAACATCG 3’ Genomico de STY2

SRSM 5'CAACTT CAATAC ACT ACAAACCCAGJ F Genomico de STY1

55043 5'CCAACG GCT CTGATC CAACAATG Y R TOP1 ORF

55044 5'ACC GTC GAC AAC TAA ACATAT ACATAC 3’ F TOP1 genémico

SS065 5 CCTCTC GAGTGATAC TTT TGATGA ATATCT CAAC J’ F TOP2 genémico

SS066 5"GGA GGATCC TCT TCA AAG CTC TAAAGATTT CCC 3’ R TOP2 ORF

SS070 5'CCC AGC GGA AAC AACAACAACCCTC Y F TOP 1

SS071 5 AACGTCATCATCACAGTGGTGGTGG & F TOP4

SS079 5'AGA AAC AAT CGA ACC AGC AAG AGA AAG AAG AC 3’ F TOP1gen6mico

SS080 5'CTC AAC AGA CTC GTG ATC CCT AAACAACAC G 3’ R TOP1 ORF

T7 5 TAATAC GACTCACTATAG GG & F pGEM-T easy

YAB3F 5’ATGTCG AGCATGTCC ATGTCGTCC & F YAB3 ORF

YAB3R 5'GTT ATG GGC CAC CCC AAC GTT GGC & R YAB3 ORF
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X. ANEXO II. PLASMIDOS







NOMBRE pMN1

ORIGENTOP1 CDS con sitios 5' Eco RI y 3'Sal 1.
PCR sobre pSS065 con oligos otpl THR y otpl THF

PROPOSITO Paso intermedio para clonar en el vector de levadura de dos
hibridos.

INSERTO TOP1 CDS
T7 - Sall otpl THR -3" TOP1 5’- otpl THF EcoRI - SP6

Xmn | 2009 VECTOR
Scal 1890 ;2\%"’?' 7 1 pGEM -T easy
\ 1 start INSERTO
e Apa | 14 aprox. 1 Kb
Aat | 20
Sph | 26
ﬁslel 31
Am 4 (] 37 s C CIA
b pGEM®-T Easy P Bsiz | | 43 PECUEN
Vector T T gps I” jrg Si
Salel) EcoR| | 82
CEPA
Spe | 64 .
For 1 | 70 E. coli
|7
st 7
. gsi’ I S% RESISTENCIA
a - TR
Nefe | o7 Ampicilina
Sac | 109
BstX| |118 < FECHA
Nsi | 127
141 2£21/10/2004
T spe e




NOMBRE pMN3

ORIGEN TOP4 CDS con sitios 5' Eco RI y 3’ Sal 1.
PCR sobre pSS067 con oligos otl2 THR y oMNG4

PROPOSITO Paso intermedio para clonar en el vector de levadura de dos
hibridos.

INSERTO TOP4 CDS
T7 - EcoRI oMNG4 -5’ TOP4 3’- otl2 THR Sall- SP6

Xmn | 2009 VECTOR
Sca | 1890 At 1 pGEM - T easy
\ 1 start INSERTO
e Apa | 14 aprox. 1 Kb
Aat Il 20
Sph | 26
ﬁsz” 31
Am 4 (] 37 s C CIA
b pGEM®-T Easy P Bsiz | | 43 PECUEN
Vector T T gps I” jrg Si
Salel) EcoR| | 82
CEPA
Spe | 64 .
For 1 | 70 E.coli
oz | 77
st 7
. gsi’ I Sg RESISTENCIA
a - TR
Nefe | o7 Ampicilina
Sac | 100
BstX| (118 < FECHA
Nsi | 127
141 £28/10/2005
T spe g




NOMBRE pMT1

ORIGENTOP1 ORF con sitios 5'Bam HI y 3 "Sac I
PCR sobre pSS065 con oligos OMT1 y OMT2

PROPOSITO paso previo para clonar en pGREENII-0029GR

INSERTO TOP1 ORF

T7- EcoRI-BamHIOMT1 5"-TOP1-OMT2Sacl 3 "- EcoRI- SP6

Xmn | 2009
Nae |
Scal 1890 2707
f1 or\
Amp'
pGEM®-T Easy lacZ
Vector T T

(3015bp)

ori

T7 1

Apal
Aat ll
Sph |
BsiZ |
Nco |
BstZ |
Not |
Sac |
EcoR |

Spe |
EcoR |
Not |
BstZ |
Pst |
Sal |
Nde |
Sac |
BsiX |
Nsi |

T sps

1 start
1

20
26
31
37
43
43
49
52

64
70
77
77
88
90
97
109
118
127
141

VECTOR
pGEM T-easy

INSERTO
aprox. 1 Kb

SECUENCIA
SI

CEPA
E. coli

RESISTENCIA
Ampicilina



NOMBRE pMT2

ORIGENA partir de pMT1 y pGREEN0029-35S::GR cortados con BamHI y
Sacl

PROPOSITO Infiltrar Arabidopsis. Actividad TOP 1 inducible.

INSERTO TOP1 ORF
355-BamHI-TOP1-Sacl-GR

VECTOR
pG0029-35S::GR

INSERTO
aprox. 1 Kb

SECUENCIA
CEPA
RESISTENCIA

Kanamicina

FECHA



NOMBRE pMT3

ORIGENTOP2 ORF con sitios 5' BamHI y 3'Sac 1.
PCR sobre pSS066 con oligos OMT3 y OMT4

PROPOSITO Paso previo para clonar en pGREENII-0029GR

INSERTO TOP2 ORF

T7-EcoRI- BamHIOMT3 5'-TOP2-OMT4Sacl 3'-SP6

Xmn | 2009
Nae |
Scal 1890 2707
f1 or\
Amp'
pGEM®-T Easy lacZ
Vector T T

(3015bp)

ori

T7 1

Apal
Aat ll
Sph |
BsiZ |
Nco |
BstZ |
Not |
Sac |
EcoR |

Spe |
EcoR |
Not |
BstZ |
Pst |
Sal |
Nde |
Sac |
BsiX |
Nsi |

T sps

1 start
1

20
26
31
37
43
43
49
52

64
70
77
77
88
90
97
109
118
127
141

1473VADS 6A

VECTOR
pGEM T-easy

INSERTO
aprox 1 kb

SECUENCIA
SI

CEPA

RESISTENCIA
Ampicilina

-
m
QO
X
>



NOMBRE pMT4

ORIGENA partir de pMT3 y pGREEN0029-35S::GR cortados con BamHI y
Sacl

PROPOSITO Infiltrar Arabidopsis. Actividad TOP 2 inducible.

INSERTO TOP2 ORF
355-BamHI-TOP2-SacI-GR

VECTOR
pG0029-35S::GR

INSERTO
aprox. 1 Kb

SECUENCIA
CEPA
RESISTENCIA

Kanamicina

FECHA



NOMBRE pMT5

ORIGEN Ligacion de CFM112 y pGREEN0029 cortados con HindIII y EcoRI.
(5'TOP1::GUS)

PROPOSITO Infiltrar Arabidopsis y ver actividad 5 TOP1, mediante GUS

INSERTO 5 TOP 1::GUS:nos-t
HindIII-5 "TOP1- BamHI-GUS-Sacl-nos-t- EcoRI

VECTOR
pGREENO0029

INSERTO
aprox. 5,5 Kb

3,5 Kb+1,8Kb+200

SECUENCIA
CEPA
RESISTENCIA

Kanamicina

FECHA



NOMBRE pMT6

ORIGENS5 'TOP2 con sitios de corte 5 "HindIII y 3 BamHI

PCR de gendmico con los oligos OMT5 y OMT6

PROPOSITO paso previo para clonar en pMT5

INSERTO 5TOP2
T7-EcoRI- OMT5 5'- 5°'"TOP2-OMT6 3'-SP6

Xmn'| 2009
Nae |

Scal 1890 2707 T7 l
f1 or\ Apa |

Aat ll
Sph |
Bs{Z|I
Amp' Nco
pGEM®-T Easy lacZ BstZ |
Vector T T Not |

ot

Spe |
EcoR |
Not |
BstZ |
) Pst |
orl Sal |
Nde |
Sac |
BsiX |
Nsi |

T sps

1 start
1

20
26
31
37
43
43
49
52

64
70
77
77
88
90
97
109
118
127
141

1473VADS 6A

VECTOR
pGEM T- easy

INSERTO
aprox. 3,5 Kb

SECUENCIA

CEPA

RESISTENCIA
Ampicilina

-
m
QO
X
>



NOMBRE pMT7

ORIGENligacion pMT5 y pMT6 cortados con HindIII y BamHI

PROPOSITO Infiltrar Arabidopsis, ver actividad 5 TOP2 mediante GUS

INSERTO 5 TOP2
HindIII-5 "TOP2-BamHI-GUS-Sacl-nos-t-EcoRI

VECTOR

INSERTO
aprox. 3,5 Kb

SECUENCIA
CEPA
RESISTENCIA

Kanamicina

FECHA



NOMBRE pMT8

ORIGEN 3 TOP1 con sitios de corte 5 "Sac Iy 3 EcoRI
PCR de gendmico con los oligos OMT7 y OMT8

PROPOSITO paso previo para clonar en pMT5.Expresion GUS

INSERTO 3TOP1

T7-EcoRI- SaclOMT7 3 -TOP1-OMT8EcoRI 3'-SP6

Xmn | 2009
Nae |
Scal 1890 2707
f1 or\
Amp'
pGEM®-T Easy lacZ
Vector T T

(3015bp)

ori

T7 1

Apal
Aat ll
Sph |
BsiZ |
Nco |
BstZ |
Not |
Sac |
EcoR |

Spe |
EcoR |
Not |
BstZ |
Pst |
Sal |
Nde |
Sac |
BsiX |
Nsi |

T sps

1 start
1

20
26

1473VADS 6A

VECTOR
pGEM T- easy

INSERTO
aprox. 2,1 Kb

SECUENCIA
SIpMTS.16

CEPA

RESISTENCIA
Ampicilina

-
m
QO
X
>



NOMBRE p MT9 (12,1Kb)

ORIGEN ligacién de pMT5 y pMT8 cortados con Sacl.
5°TOP1:GUS:3 'TOP1 en pGREENII0029

PROPOSITO Infiltrar Arabidopsis para comparar actividad 3 "TOP1 con la
construccién del plasmido pMT5

INSERTO 5 TOP1:GUS:3'TOP1

HindIII-5 "TOP1-BamHI-GUS-SacIOMT73 "TOP1-
OMTS8EcoRI-Sacl

VECTOR
pGREENO0029

INSERTO
aprox. 7,4 Kb

3,5Kb+1,8Kb+2,1KB

SECUENCIA
NO

CEPA

RESISTENCIA
Kanamicina

FECHA



NOMBRE pMT10

ORIGEN 3 'TOP2 con sitios de corte 5 "Sac Iy 3 EcoRI
PCR de gendémico con los oligos OMT9y OMT10

PROPOSITO paso previo para clonar en pMT7.Expresiéon GUS

INSERTO 3'TOP2
T7-EcoRI- SacIOMT 9'-TOP2-OMT10EcoRI 3'-SP6

Xmn'| 2009 VECTOR
Scal 1890 /2\,7357| T7 l pGEM T oSy
y \ Tstart INSERTO
ori //4\2[:—1': ég aprox. 1,2 Kb
Sph | 26
Bs(le 31
r Nco 37
Amp DGENE-T Easy ey noz | 35 SECUENCIA
Vector T T seenl |45 St
(3015bp) EcoR| | 52
CEPA
Spe | 64 -
EooR | 70 E. coli
Not | 7Z
g;ﬁ N RESISTENCIA
ori f?l?ifell 20 Ampicilina
Sac | 109
Bsix1 |118 < FECHA
Nsi | 127
141 2
T sps 2




NOMBRE pMT16.3

ORIGENA partir de PCR sobre pSS065 con oligos oMT1(BamHI) y OMT21
(EcoRI) metiendo el STOP

PROPOSITO Paso intermedio para sobreexpresion de TOP1.Se introducira en el
plasmido pG00229-35SGR quitando a este la GR

INSERTO TOP1 ORF

T7- EcORI-BamHIOMT1 5"-TOP1-OMT21EcoRI 3 - EcoRI-
SP6

VECTOR

INSERTO

SECUENCIA
correcta

CEPA

RESISTENCIA
Ampicilina

FECHA



NOMBRE pMT17.15

ORIGENA partir de pMT16.3 y pgreen022935S::GR (se quita la GR)cortando
con BamHI y EcoRI

PROPOSITO Sobreexpresién de TOP1. Infiltrar plantas de Arabidopsis

INSERTO BamHIoMT1-TOP1-oMT21EcoRI

VECTOR

INSERTO

SECUENCIA
pMT17.15

CEPA
E. coliy

RESISTENCIA
Basta

FECHA



NOMBRE pMT22

ORIGENA partir de pMN1 cortando con EcoRI y Sall y pGBT9 cortando con

EcoRI y Sall

PROPOSITO Rastreo de una libreria de Y2H. Con TOP1 en pGBT9

INSERTO TOP1 CDS

pGBT9 DNA-BD Vector Information

GenBank Accesslon #: U07646 Catalog #K1605-A

Hind Il @10

1| es,
i“
Aatll—|
4109) —/ —~
\\ame mpr | —Hind ot
\, Col E1 /
Ji ori o - fb :.'] 1|

MATCHMAKER §° DNA-BD lngert
Screening A 5

GALS DNA-BD Seque mer

———————— GALS DNA.2D .

TCATCG GAA GAG AGT AGT AAC AAA GGT CAA AGA CAG TTG ACT GTA TCG CCG

':3:"/\ ITE CCG GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCC AAG CTA ATT CCG GGC GAATTT
EcoR| Smal BamH| Sall  Pstl STOP

':IH ATG ATT TALGAT TTT TAT TAT TAA ATAAGT TAT AAA AAA AAT AAG TGT ATA

sToe stoe

CAAATT TTAAAG TGA CTC TTA GGT TTT AMAACE

MATORMAKER 3° DNA-BD Insart
Sereenng Ampiimer

Restriction map and multiple cloning site (MCS) of ppGBT9 DNA-BD Vector. Urigue restriction sites are n beld.

VECTOR
5,5 Kb

INSERTO
1Kb TOP1

SECUENCIA
pMT22.6 bien

CEPA

RESISTENCIA
Ampicilina

FECHA



NOMBRE pMT22.6

ORIGEN positivo de interaccidon con TOP1 en Y2H. Es BRX-L4 en el plasmido de
la libreria pGADT7-REc

PROPOSITO

INSERTO

VECTOR
INSERTO
SECUENCIA
"™ caomR T“'""',f o L
’ 10.0 khec ., © HA epitope tag CEPA
(n'i ."_‘,_.::l"‘y"':{:; 4 : “ éﬂ SMART IlI™ sequeace
— RESISTENCIA

LGOS 11l sequance

FECHA



NOMBRE pMT22.6

ORIGEN positivo de interaccidon con TOP1 en Y2H. Es YABBY3 en el plasmido de
la libreria pGADT7-REc

PROPOSITO

INSERTO

VECTOR
INSERTO
SECUENCIA
"™ caomR T“'""',f o L
’ 10.0 khec ., © HA epitope tag CEPA
(n'i ."_‘,_.::l"‘y"':{:; 4 : “ éﬂ SMART IlI™ sequeace
— RESISTENCIA

LGOS 11l sequance

FECHA



NOMBRE pMT23

ORIGENa partir de pMN3 cortando con EcoRI y Sall y pGBT9 con EcoRI y Sall

PROPOSITO TOP4 en PGBT9 para Y2H

INSERTO TOP4 CDS

pGBT9 DNA-BD Vector Information PT1021-5

GenBank Accesslon #: U07646 Catalog #K1605-A

Hind Il 4109
SnaB |
|&883) _—
A.
/v on
f
Aatll——]|

MATCHMAKER 5 DNA-BD Irgert

GALL DNA-B0 Eagus
P —— GALS DNA.2D .
TCATCG GAA GAG AGT AGT AAC AAA GGT CAA AGA CAG TTG ACTGTATCG CCG

i:'lA JTC CCG GEGATC CGT CGA CCT GCA GCC AAG CTAATT CCG GGC GAA TTT
EcoR| Smal BamH|  Sall Pstl STOP

Ell ATGATT TATGAT TTT TAT TAT TAA ATAAGT TAT AAA AAA AAT AAG TGT ATA
G s1or

CAAATT TTAAAG TGA CTCTTA GGT TTT AAAACG

NMATORMAKER 2° DNA-BD Insact
Sereerng ArpiTes

Restriction map and multiple cloning site (MCS) of ppGBT9 DNA-BD Vector. Urigue restriction sites are n beld.

VECTOR
5,5kb

INSERTO
TOP4 1Kb

SECUENCIA
pMT23.1 bien

CEPA

RESISTENCIA
ampicilina

FECHA



NOMBRE pMT23.1

ORIGEN positivo de interaccion con TOP4 en Y2H. Es YABBY3 en el plasmido de
la libreria pGADT7-REc

PROPOSITO

INSERTO YAB3

VECTOR
INSERTO
SECUENCIA
"™ caomR T“'""',f o L
’ 10.0 khec ., © HA epitope tag CEPA
(n'i ."_‘,_.::l"‘y"':{:; 4 : “ éﬂ SMART IlI™ sequeace
— RESISTENCIA

LGOS 11l sequance

FECHA



NOMBRE pMT24

ORIGENA partir de PCR de genédmico de columbia con OMT47/A904.gus1u

PROPOSITO Paso previo regiéon A en CFM112 cortando con HindIII/BamHI y ver
expresion GUS de la region.

INSERTO

VECTOR
4kb

INSERTO
regA 1kb

SECUENCIA
pMT24.4 bien

CEPA

RESISTENCIA
Amp o Kan

FECHA



NOMBRE pMT25

ORIGENA partir de PCR con OMT47/0MT49 de gendmico de Columbia

PROPOSITO Paso previo regiéon B en pCR2.1 para Y1H

INSERTO

VECTOR
4kb

INSERTO
reg B 270 pb

SECUENCIA
pMT25.2.1 bien

CEPA

RESISTENCIA
Amp o Kan

FECHA



NOMBRE PMT26

ORIGENa partir de PCR de gendmico de columbia con OMT48/0MT49

PROPOSITO paso previo regién C en nPcr2.1 para Y1H

INSERTO region C

VECTOR
4kb

INSERTO
reg C 120 pb

SECUENCIA
pMT26.1.1 bien

CEPA

RESISTENCIA
Kan o Amp

FECHA



NOMBRE pMT28

ORIGENA partir de pMT25.2.1 y pDW294 cortados con HidIII y BamHI

PROPOSITO tener un 35S minimo dirigiendo region de 270 pb promotor de
TOP1 conservador

INSERTO

VECTOR
pDW294 16,2Kb

INSERTO
reg 270

SECUENCIA
pMT28.3

CEPA

RESISTENCIA
gentamicina

FECHA



NOMBRE pMT29

ORIGENA partir de pMT26.1.1 y pDW294 cortados con HidIII y BamHI

PROPOSITO tener un 35S minimo dirigiendo region de 120 pb promotor de
TOP1 conservador

INSERTO

VECTOR
pDW294 16,2Kb

INSERTO
reg 120pb

SECUENCIA
pMT29.2

CEPA

RESISTENCIA
gentamicina

FECHA



NOMBRE pMT30

ORIGENA partir de pMT25 y pHIS2m cortados con EcoRI y Sacl

PROPOSITO Para Y1Hregion de 270 pb en plasmido pHIs2

INSERTO

VECTOR

pHis2 7,2kb
pHIS2 Vector Information PT3705-5

Sold as part of Catalog #K1617-1 INSERTO
270 pb

. e SECUENCIA
pMT30.2

pHIS2 T CEPA

RESISTENCIA
kan

FECHA

G;‘u\TTCCCGGGGA\ECTCJ\CGCGTTCGEGv‘u‘.TCG;\TCCGCéGTET"\G»\
EcoRl Smal Sacl Miul Sacll*




NOMBRE pMT30.D3

ORIGENa partir de pMT5 se hizo PCR con oligos OMT55 y OMT56bis se
amplifica 5°TOP1 (2,7Kb) en PCR2.1(4kb)PstI/BHI)

PROPOSITO para el iaaM dirigido por el promotor de TOP1

INSERTO

VECTOR

INSERTO

SECUENCIA
CEPA
RESISTENCIA

Ampicilina y

FECHA



NOMBRE pMT31

ORIGENA partir de pMT26 y pHis2 cortados con EcoRI y Sacl

PROPOSITO Para Y1H regién de120 pb en plasmido pHIs2

INSERTO

pHISZ Vector Information PT3705-5
Sold as part of Catalog #K1617-1

G;‘u\TTCCCGGGGA\ECTCJ\CGCGTTCGEGv‘u‘.TCG;\TCCGCéGTET"\G»\
EcoRl Smal Sacl Miul Sacll*

VECTOR
pHis2 7,2kb

INSERTO
120 pb

SECUENCIA
pMT31.2 6.4 6.7

CEPA

RESISTENCIA
kan

FECHA



NOMBRE pMT36

ORIGEN PCR de iaaM a partir de plasmido PCR2.1 iaaM de Sofia con los oligos
oMT22(BclI) y OMT23(Sacl)

PROPOSITO

INSERTO

VECTOR
pGEMt-easy

INSERTO
2268 pb

SECUENCIA
SI correcta

CEPA
E. coli

RESISTENCIA
Ampicilina

FECHA



NOMBRE ptop1-4

ORIGENPCR de top1-4 con oligos SS043 y LB3

PROPOSITO secuenciar la insercion del T-DNA de top1-4

INSERTO

VECTOR

INSERTO

SECUENCIA
SI

CEPA
E. coli

RESISTENCIA
Ampicilina

FECHA



NOMBRE ptop1-4

ORIGENPCR de top1-4 con oligos SS044 y LB3

PROPOSITO secuenciar la insercion del T-DNA de top1-4

INSERTO

VECTOR

INSERTO

SECUENCIA
Si

CEPA
E.coli

RESISTENCIA

FECHA
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