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1. EL DESARROLLO DEL TALLO EN LAS ANGIOSPERMAS: MERISTEMOS
VEGETATIVOS Y REPRODUCTIVOS

En las plantas, el continuo proceso de desarrollo y diferenciacion de 6rganos es posible
gracias a unas estructuras especiales, conocidas como meristemos, que estan formados por
células indiferenciadas, que se dividen de manera organizada (Evans y Barton, 1997) y que
se localizan tanto en el extremo de los tallos en crecimiento (meristemo apical del tallo)
como en el de las raices (meristemo apical de raiz). Excepto los cotiledones, todos los
6rganos de la parte aérea de la planta derivan del meristemo apical del tallo (SAM). En el
SAM se distinguen una zona central, donde la divisién de las células es lenta, que tiene la
funcién de mantener el meristemo, y una zona periférica, donde la division es rapida, en la
que parte de las células presentes son reclutadas para la formacion de primordios de
6rganos laterales y de meristemos axilares, de distina naturaleza en funcién de la fase del
ciclo de vida de la planta.

Durante el desarrollo vegetativo, el meristemo apical del tallo diferencia, en posiciones
laterales denominadas nudos, 6rganos vegetativos, como es el caso de los primordios de
hojas, asociados a meristemos axilares que daran lugar a ramas laterales. Como
consecuencia de la induccion floral el meristemo apical del tallo se transforma en meristemo
de inflorescencia que durante el proceso de iniciacién floral (FLIP) dara lugar, en los nudos,
a la formacién de meristemos florales. Los meristemos florales iniciardn a su vez la
formacion de los primordios de érganos florales en sus flancos, de forma analoga a la
diferenciacion de o6rganos laterales a lo largo del meristemo apical; sin embargo, el
meristemo floral muestra diferencias drasticas con los meristemos vegetativo e inflorescente
en lo relativo a la posicion de los érganos laterales con respecto al eje central (filotaxis) y en
la distancia entre los érganos laterales. Se ha considerado que las flores y los brotes
vegetativos son estructuras fundamentalmente equivalentes. Esta idea ya fue propuesta por
Goethe, en su ensayo “La metamorfosis de las plantas” (1790) y autores como Coen y
Carpenter (1993) la han desarrollado teniendo en cuenta las siguientes consideraciones: (i)
los diferentes 6rganos de la flor son equivalentes a hojas, (ii) tanto los 6rganos de las flores
como las hojas estan separadas por entrenudos, aunque en el caso de la flor son tan cortos
que apenas se distinguen, (iii) los 6rganos de la flor y las hojas tienen normalmente una
filotaxis diferente, (iv) el crecimiento indeterminado que caracteriza a los brotes vegetativos
e inflorescentes esta suprimido en el caso de las flores, tanto lateral, ya que los 6rganos
florales no llevan meristemos en sus axilas, como apicalmente, ya que la region central del
meristemo floral, una vez iniciada la formacion del 6rgano reproductivo femenino, no

contintia produciendo células meristematicas; la formacion de la flor termina el desarrollo del
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meristemo floral. Desde este punto de vista, el desarrollo de las flores depende de esas
cuatro variables: la identidad de los 6rganos, la longitud de los entrenudos, la filotaxis y el
crecimiento determinado.

Los resultados obtenidos a partir de los estudios genéticos y moleculares en plantas
modelo como Arabidopsis thaliana y Antirhrinum majus han proporcionado en los ultimos
afios un gran avance en la comprension de los mecanismos que controlan la transicion, la

iniciacién y el desarrollo floral.

2. LA FLORACION EN LOS SISTEMAS MODELO Arabidopsis thaliana Y Antirrhinum

majus

2.1. ARQUITECTURA DE LA INFLORESCENCIA DE Arabidopsis

Durante el desarrollo vegetativo de Arabidopsis thaliana, el meristemo apical del tallo da
lugar a una roseta, como consecuencia de la produccion reiterada de hojas en ausencia de
elongacién de entrenudos del tallo, hasta el momento en el que se produce la induccion
floral. Teniendo en cuenta el tamano, la forma y la disposicion de las hojas, asi como la
distribucion de los tricomas en las superficies abaxial y adaxial de las mismas, se pueden
diferenciar tres etapas durante el desarrollo vegetativo. En la fase juvenil, la primera etapa,
las hojas son pequefas y redondas, sin tricomas en el envés y se inician como parejas
opuestas (roseta juvenil). En la fase adulta, la segunda etapa, las hojas son mas grandes y
ovaladas con tricomas en ambas superficies y aparecen siguiendo una filotaxis espiral
(roseta adulta). En la ultima etapa del desarrollo vegetativo, las hojas son lanceoladas
(caulinares) con pocos tricomas en el haz y su aparicion muestra una filotaxis espiral
(Martinez-Zapater et al., 1995; Medford et al., 1992; Schultz y Haughn, 1993). Tras la
induccién floral, poco después de la diferenciacion de los primeros brotes florales en el
apice, se produce un incremento dramatico en la elongacion de los entrenudos (“bolting”)
cuyo resultado es la separacion de las ultimas hojas vegetativas formadas, u hojas
caulinares, de las hojas de roseta que permanecen en la base del tallo. El tallo de
inflorescencia que se forma presenta un patrén de crecimiento indeterminado, generandose
una inflorescencia de tipo racimo simple, en la que, de acuerdo con las estructuras que
aparecen en sus nudos, se distinguen dos fases: una fase de inflorescencia temprana (l4),
caracterizada por la presencia de nudos con hojas caulinares cuyos meristemos axilares
desarrollan tallos laterales de inflorescencia (coflorescencias), con patron de crecimiento
similar al de la inflorescencia principal, y una fase de inflorescencia tardia (I,), en la cual en

los nudos se forman flores cruciformes que no estan sostenidas por hojas. El cambio

4



Introduccion

morfolégico mas evidente entre la roseta adulta y la inflorescencia temprana es la
elongacién de los entrenudos; la inflorescencia temprana podria considerarse como parte de
la fase vegetativa (Hempel y Feldman, 1994; Smyth et al., 1990). Una vez formada la
inflorescencia principal, los meristemos axilares de las hojas de roseta, pueden dar lugar a
ramas laterales en las que se repite de nuevo la misma estructura. En Antirrhinum la
inflorescencia también es de tipo racimo simple pero en ella hay elongacion entre todos los
entrenudos del tallo, por lo que no se produce ninguna roseta, y las flores, zigomorficas, se

hallan sustentadas por bracteas.

2.2. INDUCCION FLORAL EN Arabidopsis

Las plantas, en un estadio concreto de su ciclo de vida, pasan de la fase de desarrollo
vegetativo a la fase reproductiva. El cambio entre estas dos fases se denomina transicion
floral. Para asegurar el éxito reproductivo, en las angiospermas el proceso de la transicién
floral esta regulado por un complejo circuito que integra multiples sefiales ambientales
(fotoperiodo, calidad y cantidad de luz, temperatura) y de desarrollo (edad de la planta,
niveles de sacarosa o de distintas fitohormonas) que aseguran que las plantas florezcan en
el momento en que se han acumulado las reservas internas y que las condiciones
ambientales son favorables.

Arabidopsis es lo que se denomina una planta facultativa de dia largo (DL), lo que
significa que florece antes bajo condiciones de DL que de DC. En esta especie, la transicion
floral estd marcada por tres procesos que ocurren en paralelo: (i) la generacion de nudos
donde la iniciacién de hojas esta inhibida y cuyos meristemos axilares producen flores, (ii) la
induccion de los meristemos laterales en las axilas de las hojas vegetativas, dando lugar a
inflorescencias secundarias, y (iii) elongacién de los entrenudos que separan las Ultimas
hojas vegetativas producidas, hojas caulinares, de las de roseta, que permanecen en la
base.

Los genes que afectan el tiempo de floracion en Arabidopsis se han identificado,
fundamentalmente, mediante el aislamiento y la caracterizacién de mutaciones inducidas
que dan lugar a fenotipos de floracion temprana o tardia y el analisis de la variacion genética
para el tiempo de floracion inherente a las diferentes poblaciones naturales (ecotipos)
(Alonso-Blanco et al., 1998; revisado en Araky, 2001; Blazquez, 2000; Koornneef et al.,
1998b; Levy y Dean, 1998; Reeves y Coupland, 2000; Sheldon et al., 2000a; Simpson et al.,
1999) y de este modo se han identificado aproximadamente 80 /oci que regulan el tiempo de

floracion en Arabidopsis (revisado en Simpson et al., 1999).
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Los estudios de cémo los mutantes de tiempo de floracion responden a tratamientos
ambientales, tales como la vernalizacion (exposicién prolongada a bajas temperaturas) y
cambios en el fotoperiodo, combinados con analisis de las interacciones genéticas, han
mostrado la existencia de multiples rutas represoras e inductoras que controlan el tiempo de
floracion en Arabidopsis (Alonso-Blanco et al., 1998; Blazquez, 2000; Blazquez et al., 2001;
revisado en Devlin y Kay, 2000; Haughn et al., 1995; Koornneef et al., 1998a, b; Levy y
Dean, 1998; Martinez-Zapater et al., 1994; Peeters y Koornneef, 1996; Pifieiro y Coupland,
1998; Simpson et al., 1999) (Figura 1).

2.2.1. GENES QUE PROMUEVEN LA TRANSICION FLORAL

Los genes que participan en la regulacion del tiempo de floracién en respuesta a senales
ambientales y enddgenas se organizan en dos rutas principales que median las respuestas
a condiciones ambientales (rutas de dia largo y vernalizacion) y dos rutas que funcionan
independientemente de las condiciones ambientales: la ruta auténoma y la de giberelinas.
En principio, las mutaciones que provocan floracion tardia definen genes que promueven la
floracion, mientras que las que provocan floracion temprana definen genes que inhiben la

transicion floral.

2.2.1.1. La ruta de promocién auténoma

Existe un grupo de genes que promueven la floracion de manera independiente a las
sefales medioambientales. Estos genes son FCA, FY, FPA, FVE, LD y FLD (revisado en
Haughn et al., 1995; Koornneef et al., 1991; Levy y Dean, 1998). Las plantas con
mutaciones en estos genes florecen mas tarde que los controles tanto cuando son
cultivadas bajo fotoperiodos inductivos como no inductivos y responden fuertemente a
vernalizacién. Debido a que los productos correspondientes a los genes silvestres parecen
promover la floracién independientemente del fotoperiodo, se considera que estos genes
actian en una ruta de promocion auténoma. Ademas el hecho de que estos mutantes
respondan a vernalizacion sugiere que la ruta de promocién por vernalizacion actua
redundantemente con la ruta de promocién auténoma. Algunos de los genes de la ruta de
promocion auténoma codifican para proteinas cuya funciéon podria ser la de regular la
expresion de otros genes; asi, LD codifica para una putativa proteina de tipo homeobox y
FCA codifica para una proteina con dominios de unién a RNA y de interaccién proteina-

proteina (Aukerman y Amasino, 1996; Lee et al., 1994a; Macknight et al., 1997).
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2.2.1.2. La ruta de promocion por fotoperiodo

Existe una coleccion de mutantes de floracion tardia que muestran retraso de la floracion
bajo condiciones de fotoperiodos inductivos, pero en los que los fotoperiodos cortos no
producen un retraso tan fuerte como en los mutantes de la ruta anterior, y que no responden
a vernalizacion. Este grupo incluye a los mutantes co, gi, fha, fd, fe, ft y fwa, que han sido
situados en la ruta de promocion por fotoperiodo, responsable de la induccién floral en
respuesta a condiciones de dia largo (Coupland, 1995; Koornneef et al., 1991, 1998a;
Martinez-Zapater et al., 1994; revisado en Pifieiro y Coupland, 1998). Los mutantes co, gi y
fha (cry2) exhiben floracion tardia solo en condiciones de DL mientras que los restantes
todavia mantienen cierto nivel de respuesta al fotoperiodo (Coupland, 1995; Putterill et al.,
1995).

La ruta responsable de la induccién de la floracion por fotoperiodo comienza por la
percepcion de la luz en al menos cinco regiones del espectro visible, a través de distintos
tipos de fotorreceptores. En Arabidopsis, se han analizado con detalle dos tipos de
fotorreceptores. El primer tipo lo constituyen los criptocromos, que son flavoproteinas que
funcionan como receptores de luz azul; se conocen dos genes que codifican para
criptocromos, CRYPTOCROME 1 (CRY1, Ahmad y Cashmore, 1993) y CRYPTOCROME 2
(CRY2, Guo et al., 1998; Lin et al., 1998). El segundo tipo de fotorreceptores, los fitocromos,
son codificados por cinco genes en Arabidopsis (PHYA-E) (Sharrock y Quail, 1989;
Whitelam y Devlin, 1997). Cada uno de los fitocromos existe en dos formas distintas; la
forma Pr es convertida a Pfr por exposicion de las plantas a luz roja (R), y la reaccién
inversa ocurre en luz roja lejana (FR). En Arabidopsis, la induccién floral se inhibe con luz
roja y se promueve con luz roja lejana (Martinez-Zapater et al., 1994). El fenotipo de los
mutantes phyB sugiere que PHYB juega un papel inhibidor de la floracién bajo condiciones
de alta R/FR pero no esta implicado en la percepcién de la longitud del dia (Koornneef y
Peeters, 1997). Por el contrario, PHYA esta implicado tanto en la percepcion de la longitud
del dia como en la promocion de la floracion por fotoperiodos inductivos (Koornneef y
Peeters, 1997).

Un prerrequisito para el control fotoperiddico del tiempo de floracion es la existencia de
un mecanismo endoégeno por el cual las plantas midan la duracion del fotoperiodo. El reloj
circadiano, que controla los ritmos diarios en la expresion génica y diversos patrones ciclicos
de comportamiento, tal como el movimiento de las hojas, se ha propuesto que actia como
medidor en la respuesta fotoperiddica (revisado en Samach y Coupland, 2000). Los
fotorreceptores estarian controlando el acoplamiento del reloj circadiano y los ciclos diarios

de luz y oscuridad, captando informacién asociada a la calidad y cantidad de luz ambiental y
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generando sefiales que interaccionan con los componentes de dicho reloj, tales como
EARLY FLOWERINGS3 (ELF3, Hicks et al., 1996a), TIMING OF CAB1 (TOC1, Somers et al.,
1998), LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY, Schaffer et al., 1998) CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED1 (CCA1, Wang y Tobin, 1998), ZEITLUPE (ZTL, Somers et al., 2000) y FKF1
(Nelson et al., 2000).

Se han propuesto dos modelos fisioldgicos para explicar cdmo se mide la longitud del dia
en el control de respuestas de desarrollo, tales como la floracién (Thomas y Vince-Prue,
1997; revisado en Samach y Coupland, 2000). El modelo de “la coincidencia externa”
propone que el tiempo de coincidencia entre la exposicion a luz (sefal externa) y una fase
circadiana interna promueve la floraciéon en plantas de dia largo como Arabidopsis. El
modelo de “la coincidencia interna”, propone que la coincidencia de dos ritmos circadianos
es lo que promueve la floraciéon bajo condiciones inductivas. Resultados recientes que
muestran que la expresion de CO, un gen que acelera la floracion en respuesta a dia largo
(Putterill et al., 1995), esta regulada por el reloj circadiano y la longitud del dia y que la
expresion de FT, un gen diana de CO, sigue el mismo patrén temporal que la de CO

(Suérez-Lopez et al., 2001) apoyan el primer modelo.

2.2.1.3. Ruta de promocién por vernalizacién

El tratamiento prolongado a bajas temperaturas, o vernalizacién, que mimetiza la estacién
de invierno, induce o acelera la floracion. La vernalizacion, contrarresta el efecto represor
sobre la floracién de los genes FLOWERING LOCUS C (FLC o FLF, Koornneef et al., 1994,
Lee et al., 1994b; Michaels y Amasino, 1999a; Sheldon et al., 1999) y FRIGIDA (FRI,
Johanson et al., 2000; Napp-Zinn, 1957) y suprime el retraso causado por las mutaciones en
los genes que forman parte de la ruta de promocién autdbnoma, pero no el provocado por los
de la ruta de fotoperiodo, lo que sugiere que la ruta de la vernalizacién funciona de manera
similar a la ruta auténoma y paralela a ésta. Otros genes implicados en esta ruta son VRN1
y VRN2, que se identificaron como mutaciones que reducian la respuesta a vernalizacion del
mutante fca (Chandler et al., 1996); el segundo de estos genes se ha clonado recientemente
(Gendall et al., 2001). El triple mutante co-2 fca-1 ga1-3 en el que estan afectadas las rutas
del fotoperiodo, la autbnoma y la de giberelinas, no florece bajo condiciones de DL ni DC, lo
que indica que estas tres rutas son esenciales para promover la floracion bajo estas
condiciones, sin embargo, este triple mutante florece al ser sometido a vernalizacién, lo que
muestra que la vernalizacion puede promover la floracién incluso cuando estas tres rutas no

funcionan (Reeves y Coupland, 2001). En relacion con esto, recientemente se ha
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demostrado que plantas portadoras de la mutacién ga7-3 y de los alelos dominantes de FLC

y FRI no florecen a menos que se vernalicen (Michaels y Amasino, 1999b).

2.2.1.4. Ruta de promocion por giberelinas

En Arabidopsis, la sefial mediada por giberelinas (GAs) parece jugar un papel esencial en
promover la floraciéon bajo fotoperiodos no inductivos, de modo que los mutantes que no
sintetizan GAs, o son insensibles a esta hormona, nunca florecen en DC (Wilson et al.,
1992). Los resultados del analisis de las interacciones entre mutaciones que provocan
deficiencia en la biosintesis de GA (ga7-3), con mutaciones en genes de la ruta de
promocion por fotoperiodo o de la autbnoma, son consistentes con que las GAs actian a
través de una ruta diferente de esas dos (Putterill et al., 1995). Bajo condiciones de DL
existe redundancia entre la ruta de promocion por GAs y la dependiente de fotoperiodo
(Wilson et al., 1992).

2.2.2. GENES QUE REPRIMEN LA TRANSICION FLORAL

El aislamiento de mutantes de floracion temprana ha conducido a la identificacion de genes
que juegan un papel represor en el control de la transicion floral. Algunas de estas
mutaciones tienen efectos pleiotrépicos por lo que parece que la represion de la floracion es
s6lo un componente del espectro de actividad normal de los correspondientes genes (Hicks
et al., 1996b; Schaffer et al., 1998; Wang y Tobin, 1998). La represién mediada por algunos
de ellos se basa en mecanismos de silenciamiento relacionados con la remodelacion de la
cromatina (Gaudin et al., 2001; Goodrich et al., 1997; Goto et al., 2001; Pineiro et al., 2001;
Sung et al., 1992). La mayoria de los mutantes en estos genes han sido clasificados por su
respuesta a fotoperiodo, algunos de ellos la mantienen (clf, elf1, elf2, elg, esd4, pef1, pef2,
pef3, phyB, speedy, tfl1, tfl2 y wic) mientras que otros no (elf3, emf1, emf2 y pif) (Ahmad y
Cashmore, 1996; Bancroft et al., 1993; Coupland, 1995; Goodrich et al., 1997; Halliday et al.,
1996; Hicks et al., 1996b; Koornneef et al., 1980, 1998b; Shannon y Meeks-Wagner, 1991;
Sung et al., 1992; Zagotta et al., 1992).

Los genes EMBRIONIC FLOWER (EMF), son fuertes represores de la floracion en
Arabidopsis ya que los mutantes emf1 y emf2 florecen inmediatamente después de la
germinacion, sin una fase vegetativa previa (Aubert et al., 2001; Sung et al., 1992; Yang et
al., 1995; Yoshida et al., 2001). Esta represion esta mediada por sus interacciones con
genes de identidad de meristemo floral (Chen et al., 1997). El gen FLC (=FLF), otro represor

de la transicién floral, normalmente coopera con FRI para reprimir la floracion, de manera
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que alelos dominantes de FLC interaccionan sinérgicamente con alelos dominates de FR/
para producir plantas con un fenotipo extremo de floracién tardia (Johanson et al., 2000;
Koornneef et al., 1994; Lee et al., 1994b; Michaels y Amasino, 1999a; Napp-Zinn, 1957;
Sheldon et al., 1999). Recientemente se ha identificado y caracterizado el gen FLOWERING
LOCUS M (FLM), que también actua como represor de la floracién (Scortecci et al., 2001).

Las mutaciones en los genes TERMINAL FLOWER (TFL1 y TFL2, Bradley et al., 1997,
Goto et al., 2001; Hicks et al., 1996b; Shannon y Meeks-Wagner, 1991) provocan floracion
temprana y hacen que el tallo de la planta, normalmente de crecimiento indeterminado, se
determine formando una flor. Por ello TFL1 y TFL2 deben funcionar retrasando la transicion
desde el desarrollo vegetativo a reproductivo, manteniendo el crecimiento indeterminado de
los meristemos inflorescentes.

Los genes CURLY LEAF (CLF, Goodrich et al., 1997) y WAVY LEAVES AND
COTYLEDONS (WLC, Bancroft et al., 1993) reprimen la expresion de genes de identidad de
meristemo floral fuera de sus dominios en la flor. El mutante clf expresa ectépicamente AG
en hojas, inflorescencias y flores (Goodrich et al., 1997) y wic expresa AG y AP3
ectépicamente en hojas (Finnegan et al., 1996). La expresion ectopica de AG provoca la

floracién temprana de estos mutantes (Goodrich et al., 1997)

2.2.3. INTEGRACION DE LAS SENALES QUE PROMUEVEN LA FLORACION EN
Arabidopsis

Durante los dultimos afos se han realizado progresos significativos que ayudan a
comprender las bases moleculares de como se integra la informacion procedente de las
distintas rutas que promueven la transicion floral (revisado en Araki, 2001). Estas rutas
parecen actuar finalmente, de manera directa o indirecta, sobre los genes responsables de
la iniciacion de los meristemos florales, regulando su expresion y su funcion, (Blazquez et
al., 1998; Nilsson et al., 1998; revisado en Pifieiro y Coupland, 1998; Simon et al., 1996); los
genes de iniciacion floral y los de tiempo de floracién han sido dificiles de establecer debido
a que las rutas inductoras son funcionalmente redundantes.

Los modelos iniciales del proceso de la induccién floral se basaban en el fenotipo de los
mutantes en los genes EMF (Aubert et al., 2001; Sung et al., 1992; Yang et al., 1995;
Yoshida et al., 2001), de fenotipo extremo de floraciéon temprana, y proponian la existencia
de un represor central en el que convergian las sefiales procedentes de las multiples rutas
reguladoras. La actividad EMF constituiria el punto central del modelo COPS ( “controller of
phase switching”), que propone que la transicion floral ocurriria mediante una reduccién de

la actividad de ese represor, actividad COPS, hasta un nivel umbral a partir del cual la
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actividad de los genes de iniciacion floral podria activar con éxito el programa floral (Haughn
et al., 1995; Martinez-Zapater et al., 1994; Schultz y Haughn, 1993).

Dos puntos clave en la integracién de las distintas rutas que promueven la transicion floral
(revisado en Devlin y Kay, 2000) son la regulacion transcripcional del gen de identidad de
meristemo floral LEAFY (LFY) y la de los genes de tiempo de floracion FLOWERING
LOCUS T (FT) y SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1, previamente
llamado AGL20) (Figura 1). Mediante el uso de una version inducible por hormona
esteroidea de CONSTANS (CO) se identificaron cuatro genes diana de este gen, entre los
que se encontraron FT y SOC1, que son componentes de la ruta de promocién de la
floracién dependiente de fotoperiodo; los otros dos estan implicados en la biosintesis de
prolina y de etileno (Samach et al., 2000). SOCT1 y FT actuan como activadores de la
transicion floral y se hallan bajo el control negativo del represor floral FLC, el cual esta
regulado positivamente por el gen FRIy reprimido por las rutas de promocién auténoma y de
vernalizaciéon (Johanson et al., 2000; Koornneef et al., 1994; Lee et al., 1994b; Michaels y
Amasino, 1999a; Napp-Zinn, 1957; Sheldon et al., 1999, 2000b). Por lo tanto, estas dos
rutas ejercen el control positivo de SOC17 y FT al regular negativamente al represor FLC.
Ademas, la ruta de promocién por fotoperiodo activa SOC1 y FT a través de CO. FTy SOC1
son por lo tanto importantes integradores de estas tres vias y sus niveles de expresion estan
determinados por un balance entre las actividades de CO y de FLC (Lee et al., 2000;
Samach et al., 2000). SOCT parece formar parte de la cascada transcripcional que resulta
en la activaciéon del gen de identidad de meristemo floral LFY, mientras que FT activa otros
genes de identidad de meristemo floral como AP7; asi, los dobles mutantes Ify ft son
incapaces de formar estructuras florales, y en ellos no se detecta la expresion alguna de
AP1 (Ruiz-Garcia et al., 1997; Samach et al., 2000).

También se ha demostrado que el promotor del gen LFY juega un papel importante en la
integracion de las sefiales ambientales y endégenas que controlan el tiempo de floracién, de
manera que la expresion de LFY es inducida por CO a través de la ruta del fotoperiodo y por
la ruta de promocion por GAs (Blazquez y Weigel, 2000; Samach et al., 2000). Puesto que,
en respuesta a la activacion de CO, la transcripciéon de LFY y de TFL se inicia rapidamente,
mientras que la transcripcién de AP1 ocurre mucho mas tarde, se ha propuesto que CO
actua dentro de una ruta que es suficiente para activar la transcripcion de LFY y TFL,

mientras que la activacion rapida de AP requiere una ruta adicional (Simon et al., 1996).
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Figura 1. Modelo de la induccion floral en Arabidopsis. Se representan las distintas rutas que
promueven la transicién floral (cada una en un color) y los principales puntos de integracién de las
sefiales procedentes de las distintas rutas. —: efecto inductor; 1: efecto represor. (Tomado de
Blazquez, 2000).

2.3. FASE REPRODUCTIVA EN Arabidopsis Y Antirrhinum

2.3.1. CONTROL GENETICO DEL PROCESO DE INICIACION FLORAL (FLIP)

Como resultado de la transicién floral, el SAM se transforma de meristemo vegetativo en
reproductivo, o inflorescente, de modo que, a partir de ese momento, el meristemo apical
cesa de producir estructuras vegetativas en sus flancos y en su lugar comienzan a formase
las flores. La formaciéon de los meristemos florales, o iniciacién floral (FLIP, nombrado asi
por Schultz y Haughn, 1993), requiere la accién antagonista de dos tipos de genes: los
genes de identidad de meristemo floral, que especifican el destino floral de los nuevos

meristemos laterales y otro tipo de genes, entre los que se incluye TFL1 de Arabidopsis y
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CENTRORRADIALIS (CEN) de Antirrhinum, controlan la expresion de los genes de
identidad de meristemo floral impidiendo su expresion en el meristemo apical. Ambos grupos
de genes son activados por los genes de tiempo de floracion como consecuencia de la

induccioén floral.

2.3.1.1. Especificacion temprana de la identidad del meristemo floral

El descubrimiento de los genes de identidad del meristemo floral deriva de la identificacion
de mutantes de pérdida de funcién en los que las flores son reemplazadas por estructuras
intermedias entre tallos vegetativos y florales. En Antirrhinum, dos genes que juegan un
papel clave en la especificacion de los meristemos florales son FLORICAULA (FLO) y
SQUAMOSA (SQUA). Mutaciones en FLO, resultan en la conversion casi completa de las
flores en inflorescencias (Coen et al., 1990). Esta conversién es mas completa en las
posiciones basales del tallo de inflorescencia (Carpenter et al., 1995). Las plantas mutantes
para el gen SQUA muestran un fenotipo gradual donde las estructuras de las posiciones
basales muestran una transformacién casi completa en inflorescencias, y las posiciones mas
apicales contienen estructuras florales anormales con caracteristicas de inflorescencia. Por
el contrario, las flores que se producen en las inflorescencias secundarias son practicamente
normales (Huijser et al., 1992). Los dobles mutantes flo squa muestran una fuerte
intensificaciéon en la conversion de las flores en inflorescencias, sugiriendo que ambos
interaccionan para el establecimiento de la identidad del meristemo floral (Carpenter et al.,
1995).

En Arabidopsis se han aislado varios genes implicados en la especificaciéon de los
meristemos florales: LEAFY (LFY), APETALA1 (AP1), CAULIFLOWER (CAL), FRUITFULL
(FUL, previamente llamado AGLS8), APETALA2 (AP2) y UNUSUAL FLORAL ORGANS
(UFO) (Haughn et al., 1995; revisado en Irish y Kramer, 1998; Ma, 1998; Pidkowich et al.,
1999). Entre ellos, los que parecen jugar un papel principal en la especificacién de los
meristemos florales son LFY (Schultz y Haughn, 1991a) y AP1 (Irish y Sussex, 1990), los
probables ortélogos de FLO y SQUA, respectivamente, mientras que los otros juegan un
papel secundario. Las mutaciones en LFY y AP1 afectan a la identidad del meristemo de
manera que las flores son reemplazadas por estructuras similares a inflorescencias
(Bowman et al., 1993; Huala y Sussex, 1992, Irish y Sussex, 1990; Schultz y Haughn,
1991a; Weigel et al., 1992). Al igual que ocurre en el caso de las mutaciones flo y squa de
Antirrhinum, el caracter inflorescente de las estructuras laterales producidas en las
inflorescencias de los mutantes Ify y ap1 se atenla progresivamente en las posiciones

apicales del tallo. En las plantas homozigotas para los alelos fuertes Ify, en el lugar donde
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aparecerian las primeras flores en la inflorescencia silvestre, se desarrollan inflorescencias
secundarias sustentadas por hojas. En las posiciones mas apicales de la inflorescencia de
estos mutantes se forman estructuras florales anormales, también sustentadas por bracteas,
constituidas por érganos sepaloides y carpeloides que emergen en filotaxis espiral, una
caracteristica tipica de los tallos inflorescentes (Huala y Sussex, 1992; Schultz y Haughn,
1991a, 1993; Weigel et al., 1992). En los mutantes fuertes ap7, en el lugar donde deberian
aparecer las flores basales de la inflorescencia, aparecen inflorescencias secundarias no
sustentadas por hojas. En las posiciones mas apicales, los mutantes ap7 desarrollan
estructuras florales anormales muy diferentes a las producidas por el mutante /fy. Estas
flores exhiben una filotaxis verticilada, como las flores normales, pero, debido a que en ellas
la inhibicion de la formacién de meristemos axilares es incompleta, desarrollan flores
secundarias ectdpicas en las axilas de los érganos del primer verticilo, 6rganos estos que
muestran transformacién de sépalo a bractea. Ademas, las flores del mutante ap7 raramente
producen pétalos (Bowman et al., 1993; Irish y Sussex, 1990; Mandel et al., 1992b; Schultz y
Haughn, 1993). Los dobles mutantes /fy ap1, independientemente de la fuerza de los alelos
mutantes combinados, muestran una fuerte intensificacién de las transformaciones de flores
a inflorescencias; no obstante, estos dobles mutantes llegan a producir finalmente algunas
estructuras florales (Huala y Sussex, 1992; Schultz y Haughn, 1993; Weigel et al., 1992).

Los fenotipos de los mutantes simples y el de los dobles mutantes sugieren que LFY'y
AP1 tienen funciones parcialmente redundantes y que interaccionan para especificar la
identidad del meristemo floral. AP71 y LFY se regulan positivamente de forma reciproca ya
que en los mutantes Ify el inicio de la expresion de AP1 se ve retrasada y en las plantas que
expresan constitutivamente AP171, LFY se expresa prematuramente en meristemos
inflorescentes que se transforman en florales (Liljegren et al., 1999).
La expresidn constitutiva de LFY, o de AP1, en Arabidopsis produce una dramatica
aceleracién de la transicion floral con la formacién de flores en todos los meristemos
disponibles, apical y laterales, sugiriendo que ambos genes son suficientes para especificar
los meristemos florales en el contexto de un meristemo silvestre (Mandel y Yanofsky, 1995b;
Weigel y Nilsson, 1995). Las plantas 35S::LFY y 35S::AP1 florecen antes que las plantas
silvestres, tanto bajo condiciones de DL como de DC. Mientras que las plantas 35S::AP1 Ify
muestran conversion de los meristemos laterales a meristemos florales, las plantas
35S::.LFY ap1 siguen mostrando los defectos tipicos del mutante ap1, lo que sugirie que AP1
actua por detras de LFY (Mandel y Yanofsky, 1995b; Weigel y Nilsson, 1995).

El gen CAL es funcionalmente redundante con AP7, de manera que los mutantes cal no
muestran ninguna alteracion fenotipica. Sin embargo, la mutacion cal intensifica

dramaticamente el fenotipo del mutante ap7, de modo que en el doble mutante ap? cal las
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células que normalmente constituirian un meristemo floral se comportan como un meristemo
inflorescente que reiteradamente genera meristemos inflorescentes adicionales, en filotaxis
espiral, lo que origina una estructura caracteristica muy similar a la de la de una coliflor
(Bowman et al., 1993; Kempin et al., 1995).

Arabidopsis
M
Inflorescencia
tardia (12)
Inflorescencia
temprana (l1) He
WT Ify ap1 tfi1
Antirrhinum
M
WT flo squa cen

Figura 2. Representacion esquematica de la arquitectura de una planta WT y de varios
mutantes del proceso de la iniciacion floral de Arabidopsis y de Antirrhinum.

—Y . meristemo inflorescente de crecimiento indeterminado; —~©: flores silvestres; 2 Y % : flores
anormales encontradas en estos mutantes. MI: meristemo inflorescente principal; Hc: hoja caulinar;
Br: bractea.

El gen FUL se requiere para el desarrollo del carpelo y del fruto (Gu et al., 1998; Mandel
y Yanofsky, 1995a) pero ademas actua como un gen de tiempo de floraciéon y de identidad
de meristemo floral. Las mutaciones en FUL retrasan el tiempo de floracion y se ha

propuesto que el gen actia en una ruta que promueve la transicion floral bajo condiciones
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inductivas de fotoperiodo, sin embargo, el débil efecto que su mutacion tiene sobre el tiempo
de floracién sugiere que esta implicado en un circuito de sefializacién altamente redundante
(Ferrandiz et al., 2000a; Mandel y Yanofsky, 1995a). El triple mutante ful cal ap1 produce un
fenotipo extremo de no floracién con la produccion de tallos en lugar de flores, un fenotipo
que correlaciona con la falta de la regulacion positiva de LFY y la expresion ectopica de
TFL1; estos datos sugirien que FUL, AP1y CAL actian redundantemente en el control de la
arquitectura de la inflorescencia controlando los dominios de expresion de LFY y TFL1 asi
como los niveles relativos de sus actividades (Ferrandiz et al., 2000a).

UFO (Levin y Meyerowitz, 1995; Wilkinson y Haughn, 1995) y AP2 (Kunst et al., 1989)
son genes también requeridos para el establecimiento de la identidad del meristemo floral en
Arabidopsis pero sus mutaciones solo ocasionan defectos leves en la especificacion del
meristemo, a diferencia de Ify o ap1. La indicacion de que AP2 se halla implicado en el
control de la identidad del meristemo floral proviene de la observacion de que las
mutaciones ap?2 intensifican los defectos florales de los mutantes ap? y Ify (Bowman et al.,
1993; Irish y Sussex, 1990; Schultz y Haughn, 1993; Shannon y Meeks-Wagner, 1993). Los
mutantes ufo presentan un fenotipo con caracteristicas tanto de mutantes de identidad de
meristemo como de identidad de o6rgano floral (Levin y Meyerowitz, 1995; Wilkinson y
Haughn, 1995). En los dobles mutantes ap? ufo se intensifican las transformaciones a
inflorescencia observadas en los mutantes simples. Las mutaciones en LFY son en gran
parte epistaticas sobre las mutaciones ufo (Levin y Meyerowitz, 1995), indicando que UFO
actua por detras de LFY, y se ha sugerido que ambos tienen un papel conjunto en la
activacion de los genes de clase B (Lee et al., 1997). Las interacciones genéticas de
FIMBRIATA (FIM), el ortélogo de UFO en Antirrhinum, con FLO y SQUA son similares a las
de UFO con LFY y AP1. Las mutaciones en FIM intensifican las transformaciones de flor a
inflorescencia del mutante squa (Ingram et al., 1995; Simon et al., 1994); sin embargo,
parece que UFO actuaria ligeramente antes que FIM en la especificacion del meristemo
floral ya que las primeras flores del mutante ufo siempre muestran transformacién a
inflorescencia, mientras que en el mutante fim éstas producen al menos un verticilo de
organos florales (Ingram et al., 1995).

En la iniciacion floral el gen TFL1 actua de forma antagonista a los genes de identidad de
meristemo floral, retrasando los cambios de fase a lo largo del ciclo de vida de la planta y
evitando que el meristemo apical del tallo (SAM), normalmente con un patréon de desarrollo
indeterminado, se determine tranformandose en una flor (Alvarez et al., 1992; Shanon vy
Meeks-Wagner, 1991, 1993). El mutante {f/1 tiene dos caracteristicas que lo distinguen del
tipo silvestre: (i) florece tempranamente y (ii) los meristemos inflorescentes adquieren la

identidad de florales, lo que conduce a la formacién de flores solitarias en las axilas de las
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hojas caulinares y a la determinacion del tallo con la produccién de una flor terminal (Alvarez
et al., 1992; Bradley et al., 1997; Schultz y Haughn, 1993; Shanon y Meeks-Wagner, 1991).
Los genes de identidad de meristemo floral LFY'y AP1y el gen TFL1 presentan dominios de
expresion separados en el meristemo apical durante el desarrollo de la inflorescencia, con
TFL1 en el centro del meristemo inflorescente y con LFY y AP1 en su periferia
expresandose en los meristemos florales desde estadios muy iniciales de su formacion
(Bradley et al., 1996, 1997; Kempin et al., 1995; Mandel et al., 1992b; Shanon y Meeks-
Wagner, 1993; Weigel y Nilsson, 1995; Weigel et al., 1992). Durante la fase vegetativa se ha
observado una separacion similar en los patrones de expresion de TFL1 y LFY (Blazquez et
al., 1997, 1998; Bradley et al., 1997; Hempel et al., 1997).

Los genes de identidad de meristemo floral LFY, AP1 y CAL, impiden la transcripcién de
TFL1 en los meristemos florales situados en la periferia del apice, de manera que en los
mutantes Ify o ap1 cal TFL1 se expresa ectopicamente y en plantas que expresan
constitutivamente los genes de identidad de meristemo floral la expresién de TFL1 se ve
inhibida (Liljegren et al., 1999; Ratcliffe et al., 1999).

Por el contrario, TFL1 inhibe la accion de los genes de identidad de meristemo floral en el
centro del meristemo apical a dos niveles; por un lado, TFL1 retrasa su aumento de
expresion y, por otro, impide al meristemo responder a estos dos genes (Ratcliffe et al.,
1998, 1999). Estudios con plantas 35S::TFL1 y mutantes tfl sugieren que TFL1 actia en el
meristemo apical retrasando los cambios de fase a lo largo del ciclo de vida de la planta
(Bowman et al., 1993; Ratcliffe et al., 1998; Schultz y Haughn, 1993). También retrasa el
inicio de las fases en las que LFY y AP1 se expresan en la periferia del apice e impide su
expresion en el centro del meristemo. Asi, cuando los niveles de TFL1 son elevados, como
en plantas 35S::TFL1, el aumento en la expresion de LFY y AP1 se retrasa con respecto a
una planta control y, por el contrario, cuando la funcién de TFL1 esta reducida, como en el
mutante tfl1, el aumento de la expresién de AP1y LFY se produce de manera prematura y
ectdpicamente en el apice (Bowman et al., 1993; Ratcliffe et al., 1998; Schultz y Haughn,
1993). TFL1 también impide la respuesta del meristemo a LFY y AP1 aunque éstos se estén
expresando a niveles altos ya que en las plantas 35S::TFL1 35S::LFYy 35S::TFL1 35S::AP1
los meristemos axilares no florecen prematuramente, como ocurre en las plantas 35S::.LFY o
35S::AP1, respectivamente (Mandel y Yanofsky, 1995b; Ratcliffe et al., 1999; Weigel y
Nilsson, 1995).

El patron de expresion de estos dos grupos de genes en el apice refleja el tiempo en que
aparece una expresion fuerte de los mismos, de manera que la actividad que se establezca
primero en una regién impide la expresién de los otros; ademas, este patrén se mantiene

posteriormente por mecanismos de inhibicion mutua (Ratcliffe et al., 1998; Liljegren et al.,
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1999). Asi pues, el aumento de la expresion de TFL1 en el centro del apice se produce con
anterioridad a que se inicie la expresion fuerte de LFY y AP1/CAL en la periferia. El
establecimiento previo de TFL1 en el centro del meristemo impide la expresion de LFY y
AP1/CAL en esa zona, de manera que, cuando aparecen, su expresion queda restringida a
las células de la periferia del apice, donde no se ha establecido la actividad de TFL1. Bajo la
influencia de LFY, las células del flanco del meristemo formaran un meristemo floral en lugar
de un primordio de hoja como en la fase mas temprana. Las actividades de AP71 y CAL,
junto con LFY, impiden la transcripcién de TFL1 en estos meristemos florales, permitiendo el
desarrollo de flores. Ademas de en el apice primario, en los meristemos formados en las
axilas de las hojas caulinares también se establece la expresion de TFL1 antes que la de
LFY y AP1/CAL, estableciéndose asi su desarrollo como tallos secundarios que siguen el

mismo patrén de desarrollo que el apice primario (Ratcliffe et al., 1999) (Figura 3).

Meristemo
inflorescente

Meristemo
floral temprano

ﬂ’\é'glis:::g?o Figura 3.-Modelo para el control genético

de la identidad del meristemo floral. —:
efecto inductor; 1: efecto represor. En el
centro del apice TFL es activado antes que
LFY y AP1 y mantiene el desarrollo
indeterminado del meristemo inflorescente. En
la periferia los genes de identidad de
meristemo AP1 y LFY promueven el
desarrollo de células en los meristemos
florales y reprimen a TFL1. (Adaptado de Ma,
1998; Ratcliffe et al., 1999).

TFL1 no es un factor de transcripciéon y, por tanto, no debe actuar como un represor
directo de la transcripcién de AP1 y de LFY (Bradley et al., 1996; Ohshima et al., 1997). El
hecho de que su homodlogo de células animales, RKIP, una proteina de union a
fosfatidiletanolamina (PEBs, Grandy et al., 1990; Schoentgen y Jolles, 1995) de raton,

funcione como un regulador negativo de la kinasa Raf1 (Yeung et al., 1999, 2000), sugiere
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que TFL1 probablemente juegue un papel clave en una ruta de tansduccion de sefal
responsable de la represion de LFY y AP1. TFL1 podria actuar de manera no auténoma
como parte de un sistema de transmision de sefiales desde el centro hacia la periferia del
meristemo apical (Ratcliffe et al., 1999).

El gen CENTRORADIALIS (CEN) es un homologo de TFL1 en Antirrhinum (Bradley et al.,
1996). CEN tiene un patron de expresion similar al de TFL1 en el apice inflorescente, lo que
sugiere un papel comun con éste en impedir la determinacion del meristemo inflorescente;
sin embargo, a diferencia de TFL1, la mutacion en el gen CEN no afecta al tiempo de
floraciéon y, en concordancia con ello, el gen CEN tampoco se expresa durante la fase
vegetativa (Bradley et al., 1997). Se ha propuesto que CEN pudiera haber tenido un papel
ancestral similar al propuesto para TFL1 pero que su implicacién en la transicién de fase

mas temprana haya llegado a ser redundante (Stebbins, 1974).

2.3.1.2. Especificacién tardia de la identidad del meristemo floral y mantenimiento del

programa floral

En algunas especies como Impatiens balsamina, un cambio en las condiciones ambientales
puede producir reversién desde el programa de desarrollo floral al vegetativo, indicando el
requerimiento en esta especie de la existencia de condiciones inductivas durante todo el
desarrollo floral (Battey y Lyndon, 1990). Sin embargo, en muchas especies, incluyendo
Arabidopsis, una vez el programa floral se ha iniciado, éste continla, independientemente
de las condiciones ambientales, lo que sugiere la existencia de mecanismos que controlan el
mantenimiento del estado floral. Se ha visto que el gen AGAMOUS (AG) esta implicado en
mantener el programa floral (revisado en Ma, 1998; Pidkowich et al., 1999).

AG se transcribe mas tarde que los genes de identidad de meristemo floral y su
expresion se limita al centro del primordio floral. Las flores del mutante ag cultivado bajo
condiciones de DL, ademas de las conversiones homedéticas de los 6rganos reproductivos a
sépalos y pétalos, tienen defectos en la determinacion, produciendo un gran nimero de
verticilos de organos; a diferencia de los meristemos florales normales, los de ag producen
algunas veces uno o dos meristemos florales secundarios (Bowman et al., 1989). Los
meristemos florales indeterminados de ag revierten a meristemos vegetativos en el mutante
simple cuando se cultiva en condiciones de DC o en combinacién con la mutacion ap17, lo
que indica que los meristemos florales de ag no estan de manera irreversible destinados a
desarrollarse como flores (Bowman et al., 1993; Mizukami y Ma, 1997; Okamuro et al.,
1996). Ademas, la expresién constitutiva de AG da lugar a adelanto de la floracion y a la

conversion del apice indeterminado en una flor terminal (Mizukami y Ma, 1992, 1997), lo que
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sugiere que AG representa una clase distinta de gen de identidad de meristemo floral que se
requiere para especificar la determinaciéon de los meristemos florales y para mantener el

programa floral.

2.3.2. CONTROL GENETICO DE LA IDENTIDAD DE LOS ORGANOS FLORALES

2.3.2.1. Modelo ABC

Durante el desarrollo de la flor, el meristemo floral genera los primordios de 6rganos,
tipicamente siguiendo una disposicion en verticilos concéntricos. La identidad de los 6rganos
producidos es diferente en cada verticilo, de manera que, desde fuera hacia dentro, el
primer verticilo se halla ocupado por los sépalos, el segundo por los pétalos, el tercero por
los estambres y el cuarto por los carpelos.

Existe un grupo de genes, denominados genes de identidad de érgano floral o genes
homeodticos, que son responsables de especificar la identidad de los érganos que se
desarrollan en los diferentes verticilos de la flor. El término homedtico fue introducido por
Bateson en 1894 y ha sido retomado para la descripcion de ciertos fendmenos encontrados
en el analisis genético de los procesos de desarrollo. Los genes homeoticos son selectores
o reguladores que especifican la identidad de las distintas partes de un organismo, de forma
que las mutaciones en estos genes dan lugar a cambios en las identidades de los distintos
organos, provocando que un érgano mas o menos normal se desarrolle en el lugar donde
tipicamente se encontraria otro tipo de 6rgano.

Durante siglos se han coleccionado y descrito flores anormales, conocidas ahora como
mutantes homedticos, que mostraban defectos en la identidad de los érganos florales
(Masters, 1869). El estudio de los mutantes homeoticos florales de Arabidopsis vy
Antirrhinum, sugirié que las alteraciones en los érganos florales no se producian de manera
aleatoria sino que el control de la identidad de los 6rganos estaba gobernado por ciertas
reglas. Esto condujo al establecimiento de un modelo genético, que se conoce como modelo
ABC, que explica como se determina el destino de un primordio de érgano floral (Bowman et
al., 1991; Coen y Meyerowitz, 1991; Meyerowitz et al., 1991; Schwarz-Sommer et al., 1990;
Weigel y Meyerowitz, 1994).

Las mutaciones homedticas que alteran la identidad de los érganos florales afectan a la
identidad de dos verticilos adyacentes. En funcion de las caracteristicas fenotipicas de los
mutantes homeodticos, éstos han sido agrupados en tres clases (Figura 4). Los mutantes de
clase A presentan alteraciones en el primer y segundo verticilo, de manera que los sépalos

se convierten en érganos carpeloides y los pétalos en érganos estaminoides. Los mutantes
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de clase B presentan afectados el segundo y tercer verticilo, de manera que los pétalos se
convierten en érganos sepaloides y los estambres en érganos carpeloides. Por ultimo, los
mutantes de clase C muestran afectados el tercer y cuarto verticilo, de modo que los
estambres se desarrollan como pétalos y los carpelos como sépalos.

Para explicar estas observaciones, el modelo ABC propone tres principios basicos.
Primero, que los genes de identidad de 6rganos florales, que son selectores homeadticos,
definen tres funciones que actuan en dominios parcialmente solapantes y que controlan la
identidad de los 6rganos florales, bien por si solas o en combinacion. La funcién A sola
especifica la identidad de los sépalos. Las funciones A y B juntas especifican la identidad de
los pétalos. B y C juntas especifican la identidad de los estambres y la funcién C sola
especifica la identidad del carpelo. Segundo, el modelo ABC también propone que las
funciones A y C se reprimen mutuamente, de manera que cuando una de ellas no esta
presente, la otra se expande al resto de verticilos. Asi, los genes de funcion A excluyen a la
funcién C de los verticilos mas externos (1 y 2) y los genes de clase C excluyen a la funcién
A de los verticilos mas internos (3 y 4). Por ultimo, este modelo propone también que el
efecto de las funciones de identidad de 6rgano es independiente de su posicion relativa
dentro de la flor.

Con las premisas del modelo ABC se explican la mayoria de las alteraciones en la
identidad de los 6rganos florales de los mutantes homedticos simples, dobles y triples
(Bowman et al., 1991, 1993), sin embargo, debido a que los genes de identidad de 6rgano
realizan funciones adicionales a la de especificacion de los 6rganos florales, algunos
defectos fenotipicos en estos mutantes no pueden ser explicados por el modelo ABC.

Los mutantes de funcién B y C difieren ligeramente en su fenotipo entre Arabidopsis y
Antirrhinum. Asi, en los mutantes de clase B de Antirrhinum soélo se producen tres verticilos,
lo que indica un papel de los genes de funcién B en el control de la terminacién del
desarrollo de las flores (Schwarz-Sommer et al., 1992; Trobner et al., 1992). Sin embargo,
en Arabidopsis ese papel solo se pone de manifiesto en combinacion con la mutacién en el
gen SUPERMAN (SUP), que controla el limite interno de la expresion de los genes de clase
B (Bowman et al., 1992; Sakai et al., 1995; Schultz et al., 1991b), lo que indica que, mientras
que en Antirrhinum el control de la determinacion forma parte de la funcién de los genes de
tipo B, en Arabidopsis este control esta parcialmente separado de la funcién B.

En cuanto a la funcién C, se ha sugerido un papel adicional de los genes de clase C en la
determinacion del meristemo floral en ambas especies, ya que, en los dos casos, los
fenotipos de los mutantes consisten en doble flor; sin embargo, en Arabidopsis ésta aparece
dentro del tercer verticilo y en Antirrhinum dentro del cuarto. Ademas, mientras que en

Arabidopsis sélo se ha identificado un gen de clase C, en Antirrhinum se ha descrito la
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existencia de dos genes de clase C, PLENA (PLE) y FARINELLI (FAR). La mutacion far no
tiene defectos fenotipicos marcados, a diferencia de ple, sin embargo, intensifica el fenotipo
causado por esta ultima, lo que sugiere que FAR es un componente adicional de la funcion

C y que actua en el mismo proceso de desarrollo que PLE (Davies et al., 1999a).
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Figura 4. Esquema del modelo ABC. Tres funciones homeéticas parcialmente solapantes, A (en
blanco), B (en amarillo) y C (en azul) controlan la identidad de los distintos tipos de érganos en los
verticilos florales (V). El solapamiento de las funciones B y C se muestran en azul-verdoso. Los
rectangulos coloreados representan la relacion espacial entre las distintas funciones en flores de
fenotipo silvestre y mutantes (sélo se representa la mitad de la flor). En los esquemas florales estan
representados los cambios en la identidad de 6rganos, asi como los efectos en la determinacién
central que tienen lugar en los tres tipos de mutantes. Los nhombres de los mutantes de clase A, By C
de Arabidopsis y Antirrhinum estan indicados junto a los esquemas florales. El signo de interrogacion
indica que no se ha identificado hasta la fecha un fenotipo mutante de clase A en Antirrhinum; en esta
especie los rectangulos estan abiertos por la parte izquierda indicando que la formacion de sépalos
es una continuacion del FLIP. V1, V2, V3 y V4: verticilos 1, 2, 3 y 4 respectivamente, numerados
desde el exterior al interior de la flor. Sép: Sépalo. Pét: Pétalo. Est: Estambre. Carp: Carpelo. AP1
(Irish y Sussex, 1990); AP2 (Jofuku et al., 1994; Kunst et al., 1989); APETALA3 (AP3, Jack et al.,
1992); PISTILLATA (Pl, Goto y Meyerowitz, 1994); DEFICIENS (DEF, Sommer et al., 1990);
GLOBOSA (GLO, Trébner et al., 1992); AG (Yanofsky et al., 1990); PLE (Bradley et al., 1993).
(Esquema tomado de Davies et al., 1999b).

A pesar de las diferencias descritas entre los mutantes de tipo B y C en Arabidopsis y
Antirrhinum, en estas especies las funciones B y C son claramente comparables, lo que en
conjunto sugiere una similitud en el control de la formacion de la flor. Sin embargo, la

comparacion entre las funciones A de Antirrhinum y Arabidopsis es mas dificil; de hecho, en
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Antirrhinum se cuestiona la existencia de la funcion A ya que hasta la fecha no se ha

conseguido aislar ningun mutante de clase A.

2.3.2.2. La controversia de la funciéon A: el proceso de iniciacion floral y la funcién A

en Arabidopsis y Antirrhinum

La propuesta en el modelo ABC de una funcién A que especifica la identidad de los érganos
de los verticilos 1y 2 de la flor, y que excluye a la funciéon C de dichos verticilos, se basa en
la existencia de los mutantes ap7 y ap2 de Arabidopsis. Las mutaciones ap7 y ap2, ademas
de afectar al FLIP, provocan defectos en la especificacion de los érganos del periantio, de
modo que los sépalos son sustituidos por érganos carpeloides, a veces de tipo foliar, y los
pétalos desaparecen o muestran caracteristicas estaminoides. Existen en Arabidopsis otros
genes, como CURLY LEAF (CLF) o LEUNIG (LUG) que también contribuyen al control
espacial (catastral) de la funcién C. Sin embargo, puesto que las mutaciones en CLFy LUG
causan alteraciones en la expresion de C, pero no defectos en la especificacion de los
organos florales, estos genes no se consideran de clase A.

Ni en Antirrhinum ni en ninguna otra planta distinta a Arabidopsis se conocen mutantes
de clase A con defectos en la especificacion de los 6rganos florales. Asi, las mutaciones
nulas del gen SQUA de Antirrhinum (el homodlogo de AP1) sélo afectan a la iniciacién floral y
no provocan defectos en la identidad de los érganos florales. Las plantas mutantes squa
producen inflorescencias en lugar de flores o, si ocasionalmente florecen, las flores
muestran fenotipo silvestre. No obstante, la regulacion transcripcional de SQUA durante el
desarrollo floral y su relacion negativa con la funcion C es similar a la de AP1 en
Arabidopsis. Por otra parte, los mutantes de los genes homdlogos a AP2 de Antirrhinum,
petunia y maiz, no muestran fenotipo, lo que sugiere que el papel de este gen en el FLIP y
su influencia en la identidad de érganos florales varia entre especies distintas (Davies et al.,
1999b; Maes et al., 2001).

En principio, la actividad A en Antirrhinum fue definida en el modelo ABC de manera
similar que en Arabidopsis (Coen y Meyerowitz, 1991; Weigel y Meyerowitz, 1994). Sin
embargo, la mutacion ovulata/macho, que inspir6 el modelo, es en realidad el resultado de la
insercion de un transposoén en un intron del gen de funcién C, PLE, lo que conduce a la
expresion ectopica del gen C en el periantio y, en consecuencia, a la transformacion de
sépalos a carpelos y de pétalos a estambres (Bradley et al., 1993). Esta mutacion de
ganancia de funcion indica la existencia en Antirrhinum de un control negativo de la funcion

C en el periantio de la flor, pero no informa acerca de la existencia de factores que
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especifiquen la identidad de 6rganos del periantio. ¢ Cuales son entonces las funciones que
controlan la especificacion de los érganos del periantio en Antirrhinum?.

Recientemente se han descrito dos mutantes de pérdida de funcion en Antirrhinum,
stylosa (sty) y fistulata (fis) cuyas caracteristicas morfolégicas indican la presencia de
actividad C en los verticilos externos (Motte et al., 1998a). En los mutantes simples las
transformaciones son débiles, pero el doble mutante sty fis muestra transformaciones
severas del periantio en 6rganos reproductivos, de modo similar a algunos mutantes de
clase A de Arabidopsis. Esto, junto a la deteccion de la expresion ectépica de PLE, sugiere
que STY'y FIS ejercen un control negativo sobre la funcién C en los verticilos externos de la
flor. STY y FIS llevan a cabo esta funcidon mediante el mantenimiento de la expresion de
FLOy SQUA en el primer y segundo verticilo. Estudios genéticos han revelado la interaccion
entre el gen STY y los genes FLIP, ya que las alteracciones homedticas se intensifican en
los dobles sty y el mutante débil flo y en el sty squa. A pesar de la reduccién en la actividad
FLO/SQUA, ni el mutante sty fis ni sty fis ple muestran defectos en la especificacion de los
organos florales del periantio, en contraste a la presencia de 6rganos similares a hojas en
los mutantes de clase A o en los dobles AC de Arabidopsis (Bowman et al., 1991). De esta
forma STY y FIS, asi como por inferencia FLO y SQUA, exhiben sélo actividades
catastrales, como las del gen LUG, y en sentido estricto no pertenecen a la funcién A (Motte
et al.,1998a, b).

En resumen, los estudios llevados a cabo con mutantes de Antirrhinum (Motte et al.,
1998a, b) sugieren que en esta especie la funcidon A no participa en la especificacion de los
organos florales, sino que su funcidon es puramente catastral, regulando la exclusion de la
funcion C de los verticilos mas externos. Hasta ahora no se ha identificado mutacién alguna
que permita separar la especificaciéon de la identidad del primer verticilo de la especificacion
del meristemo floral. Quizas la situacién en Antirrhinum se ajuste mas a la visién que se
proponia en una primera version del modelo para el control genético de la identidad de los
organos florales en esta especie. En dicho modelo se incluian sélo las actividades By C y
se proponia que la produccién de sépalos en el primer verticilo seria inherente a la iniciacién
del meristemo floral, lo cual seria un prerrequisito para la subsiguiente activacion de las

funciones B y C (Schwarz-Sommer et al., 1990).

2.3.2.3. Modelo ABCD

El modelo ABC propone que la accién combinatoria de tres grupos de genes, los genes de
funcion A, B y C, especifican la identidad de los cuatro tipos de érganos de la flor. La teoria

de que los organos florales son simplemente hojas modificadas (Goethe, 1790) se ve
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apoyada por la observacién de que los triples mutantes a los que les faltan las actividades
ABC producen flores en las que todos los érganos son de naturaleza foliar (Bowman et al.,
1991; Coen y Meyerowitz, 1991; Meyerowitz et al., 1989). Sin embargo, los intentos por
convertir los 6rganos vegetativos en 6rganos florales, expresando ectdpicamente los genes
A, By C, han resultado fallidos, y sélo cuando los dos genes de tipo B, PI/AP3 se expresaron
constitutivamente, se observo una ligera conversion de las hojas caulinares hacia pétalos,
mientras que las hojas de roseta no se veian afectadas (Krizek y Meyerowitz, 1996a;
Mizukami y Ma, 1992). Esto sugiere que los genes ABC son necesarios pero no suficientes
para especificar la identidad de los 6rganos florales y que son necesarios otros factores
adicionales para que estos genes sean activos fuera de la flor.

Recientemente se ha demostrado que, en Arabidopsis, las actividades de los genes de
identidad de o6rgano B y C requieren de las actividades de tres genes proximamente
relacionados entre si denominados inicialmente AGL2, AGL4 y AGL9, (Ma et al., 1991,
Mandel y Yanofsky, 1998) y renombrados mas tarde como SEPALLATA1/2/3 (SEP1/2/3)
respectivamente. Esa nueva denominacion se deriva del hecho de que las flores del triple
mutante sep1 sep2 sep3 se hallan constituidas por una reiteracion indeterminada de verticilos
de sépalos, un fenotipo similar al doble mutante bc (ap3 ag, pi ag) (Pelaz et al., 2000). Sin
embargo, mutaciones en cada uno de estos tres genes por separado apenas muestran
fenotipo, lo que sugiere su redundancia funcional. Durante estadios tempranos e intermedios
del desarrollo floral, SEP1y SEPZ2 se expresan en los cuatro verticilos y SEP3 sélo en los tres
verticilos internos (Flanagan y Ma, 1994; Savidge et al., 1995). Inicialmente se habia
propuesto que estos genes actuaban de intermediarios entre los genes de identidad de
meristemo floral y los de identidad de 6érgano, puesto que comenzaban a expresarse en un
estadio intermedio entre el inicio de la expresion de estos dos grupos de genes. Sin embargo,
los genes SEP1, SEP2 y SEP3 no se requieren para la activacion inicial de los genes By C,
dado que los patrones iniciales de expresién de los genes B y C no se ven modificados en el
triple mutante sep1 sep2 sep3 (Pelaz et al., 2000). Por otra parte, la observacién de que los
genes SEP1, SEP2 y SEP3 se expresan todavia en los mutantes de identidad de érgano b y
¢, indica que éstos no actuan detras de los genes B y C (Pelaz et al., 2000) (Figura 5).

La existencia de interaccion entre las proteinas SEP y los productos de los genes ABC se
ha analizado mediante el uso del sistema del doble hibrido en levadura, estudios de
coinmunoprecipitacion in vitro y estudios in planta. Mediante el sistema del doble hibrido se
ha demostrado que el heterodimero PI/AP3, que media la funcién B (Goto y Meyerowitz,
1994; Trobner et al., 1992), interacciona con AP1 y con SEP3 (Honma y Goto, 2001). No se
ha observado interaccion directa de AG con el heterodimero PI/AP3 (Honma y Goto, 2001),

pero se ha descrito que AG y SEP3 interaccionan en levadura (Fan et al., 1997), de manera
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que se sugiere que SEP3 mediaria la interaccién entre AG y el heterodimero PI/AP3
(Honma y Goto, 2001). Ademas, AG también interacciona con SEP1 y SEP2 (Fan et al.,
1997). También se ha observado la interaccion entre AP1 y SEP3 (Honma y Goto, 2001).

Estas interacciones han sido confirmadas en experimentos de inmunoprecipitacion.

a

b-c-

0 A
sep-
Se Se Se Se*
1 2 3 4
b
AP3/PI

AP1/AP2—i|— AG

SEP1/SEP2
Se Pe Es Ca
1 2 3 4

Figura 5. Los genes ABC y SEP especifican la identidad de los 6rganos florales. a, en un tipico
doble mutante bc (ap3 ag o pi ag) la unica actividad que permanece es la A, que se expande y actia
en los cuatro verticilos. Estos dobles mutantes muestran un fenotipo (sepalo, sepalo, sepalo)" similar
al del triple mutante sep? sep2 sep3, lo que indica que las funciones B y C son inactivas en este triple
mutante. Cuando la actividad C esta ausente se desarrolla un niumero indeterminado de verticilos
florales (*). b, los tres genes SEP son redundantes y necesarios para el desarrollo de pétalos,
estambres y carpelos. (Tomada de Pelaz et al., 2000).

En los experimentos in planta, se ha demostrado que la expresion constitutiva de PI-AP3-
SEP3y de PI-AP3-AP1 es suficiente para transformar las hojas caulinares y las de roseta en
organos petaloides y que la expresion constitutiva de PI-AP3-SEP3-AG es suficiente para
convertir las hojas caulinares en 6rganos estaminoides (Honma y Goto, 2001). Cuando
SEP3 y AP1 se expresan constitutivamente en combinacién con 35S::AP3 35S::P/ las hojas
de roseta se transforman completamente en pétalos. Esta conversion es ligeramente mas
completa cuando ademas se sobreexpresa SEP2 al mismo tiempo (Pelaz, et al., 2001a; ver
tabla 1). Estos resultados sugieren que es la ausencia de un factor positivo (SEP3 o AP1) lo
que impide la conversion completa de las hojas en pétalos en las plantas 35S::AP3 35S::PI.
Se ha sugerido que los genes SEP sean requeridos para la identidad de pétalo solamente
cuando AP1 esta en niveles normales pero no cuando esta sobreexpresado, como en las
plantas 35S::AP17 (Jack, 2001), o bien que los genes SEP sean activados en las hojas de las
plantas 35S::AP1 35S::Pl 35S::AP3, pero esto no se ha demostrado. Por otra parte, las
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plantas 35S::SEP1, 35S::SEP2 y 35S::SEP3 no muestran cambios homedticos en los

organos florales ni en hojas caulinares ni de roseta (Honma y Goto, 2001).

Tabla 1. Expresion ectépica de los genes ABC y genes SEP.

Sobreexpresion Hojas caulinares Hojas de roseta
AP3, PI Ligeramente petaloide Normal

AP3, PI, SEP1 Pétalos Ligeramente petaloide
AP3, PI, SEP2 Pétalos Ligeramente petaloide
AP3, PI, SEP3 Pétalos Ligeramente petaloide
AP3, PI, AP1 Pétalos Ligeramente petaloide
AP3, PI, SEP3, AP1 Pétalos Petaloide

AP3, PI, SEP2, SEP3, AP1 Pétalos Pétalos

AP3, PI, SEP3, AG Estaminoide Normal

AP3, PI, AG Ligeramente petaloide Normal

(Tomado de Jack, 2001)

Todo este conjunto de observaciones ha conducido a la propuesta de que la formacién
de complejos proteicos ternarios y cuaternarios de las proteinas ABC puede constituir la
base molecular del modelo ABC (revisado en Egea-Cortines y Davies, 2000; Honma y Goto,
2001) y que, ademas, la expresion especifica en la flor de los genes SEP es lo que
restringe la accion de los genes ABC a las flores. Se han propuesto varios modelos basados
en el supuesto de que los genes SEP intervengan en la identidad de los 6rganos florales y
en la formacién de complejos entre las proteinas MADS (revisado en Jack, 2001). Uno de
estos modelos, el mas consistente con los datos de que se dispone, es el modelo del
cuarteto (Figura 6). Este modelo propone que la identidad de los cuatro tipos de 6rganos
florales se especifica por la formacién de cuatro complejos proteicos diferentes entre las
proteinas codificadas por los distintos genes homeaticos (Theifen, 2001; Theifen y Saedler,
2001). Los sépalos serian especificados por el complejo AP1-AP1-2-?, donde ? representa
a factores desconocidos, que probablemente no incluyen a un homodimero de proteina
SEP, puesto que éstas no se requieren para la formacidon de sépalos; los pétalos por el
complejo AP1-AP3-PI-SEP; los estambres por AP3-PI-AG-SEP y los carpelos por AG-AG-
SEP-SEP.

Cada tetramero estaria formado por dos dimeros que interaccionan entre si a través de la
region C-terminal. Cada complejo se uniria a dos cajas CarG, una cada dimero, realizando

su funcién de activacién o represion. Se ha sugerido también que, mediante la formacién de
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estos complejos, AP1 y las proteinas SEP aportarian dominios de activacion transcripcional
al heterodimero PI/AP3 o a AG, dado que estas proteinas no muestran capacidad de

activacion transcripcional (Honma y Goto, 2001).

Carpelo

Genes Genes
diana diana

Figura 6. El modelo del cuarteto para la especificacion de los drganos florales en Arabidopsis.
El modelo propone que cuatro combinaciones diferentes de los polipéptidos de funcion A,B o C, junto
con los productos de los genes SEP serian las responsables de determinar la identidad de érgano de
los cuatro verticilos de la flor. Estos complejos de factores de transcripcion ejercerian su funcion
mediante su union a motivos especificos presentes en la secuencia de los promotores de los genes
diana, a los cuales activarian (+) o reprimirian (-). Dos dimeros de cada tetramero reconocerian dos
secuencias diferentes (de tipo CarG, mostradas como lineas gruesas negras) en la misma cadena de
DNA. El antagonismo entre las funciones A y C en el modelo clasico podria ser causado por la
represiéon de AG por los complejos que contienen AP1. De la misma forma, los complejos que
contiene AG reprimirian el gen AP1. (Adaptado de Theif3en, 2001).

En Antirrhinum se han identificado tres genes (DEFH200, DEFH72 y DEF84) con
homologia de secuencia, y patron de expresién similar, a los genes SEP de Arabidopsis. Se
ha demostrado la interaccion entre DEFH200 y DEFH72 con el heterodimero DEF/GLO, que
media la actividad B en Antirrhinum, y con la proteina codificada por el gen de funciéon C
PLE (Davies et al., 1996a; Egea-Cortines y Davies, 2000). También se ha demostrado la
interaccion entre SQUA y el heterodimero DEF/GLO (Egea-Cortines et al., 1999).
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Una version revisada del modelo ABC podria incorporar la funcion SEP como un nuevo
tipo de genes de identidad de 6rganos florales que abarcara las funcidnes B y C, o bien

como una nueva funcion D activa en los tres verticilos internos.

2.3.2.4. Genes MADS

Las proteinas codificadas por los genes de identidad de 6rganos florales de Arabidopsis y
Antirrhinum, con la excepcion de AP2, son factores de transcripcidon que pertenecen a la
familia MADS, una gran familia multigénica de las plantas vasculares. En las angiospermas,
la mayoria de los genes MADS estan implicados en el control de diferentes aspectos
relacionados con el desarrollo, y, en particular, un buen nimero de ellos estan relacionados
con la iniciacion y el desarrollo floral. No obstante, la funcién de este tipo de genes no esta
restringida al desarrollo de estructuras reproductivas de la planta, sino que también se ha
observado la expresion de genes MADS en tejidos vegetativos, (Alvarez-Buylla et al., 2000;
Burgeff et al., 2002; revisado en Riechmann y Meyerowitz, 1997a; Shore y Sharrocks, 1995).
De acuerdo con su secuencia proteica ha sido posible agrupar los factores MADS de
diversas especies en distintas subfamilias (Purugganan et al., 1995; Theif3en et al., 1996).
Los miembros de cada subfamilia suelen tener ademas de la homologia de secuencia,
patrones de expresion y funciones similares.

Las proteinas MADS, como otros muchos factores de transcripcién de eucariotas,
muestran una organizacion estructural modular (Shore y Sharrocks, 1995) (Figura 7). En los
factores MADS de plantas se distinguen cinco dominios estructurales: la region N (N), la caja
MADS (M), la region | (1), el dominio K (K), y la regién C-terminal (C) (revisado en
Riechmann y Meyerowitz, 1997a; Theifen et al., 2000). La region N solo se ha identificado
en AG y sus ortologos, asi como en proteinas muy proximamente relacionadas, como AGL1
y AGL5. La region N consiste en una extension de mas de 51 aa en la regién N-terminal de
la proteina, que es altamente variable en secuencia y en longitud (14-53 aa) (Ainsworth et
al., 1995; Angenent et al., 1993; Bradley et al., 1993; Hardenack et al., 1994; Kempin et al.,
1993; Ma et al., 1991; Mandel et al., 1992b; Mizukami et al., 1996; Pnueli et al., 1994a;
Schmidt et al.,, 1993; Tsuchimoto et al., 1993; Yanofsky, et al., 1990), y cuya funcién se
desconoce, aunque se sabe que no es esencial para la represion de la funcién A (Mizukami
et al., 1996). La caja MADS es una region conservada de 56 aa, presente en todos los
miembros de la familia, y debe su nombre a cuatro de los primeros miembros de la familia
que fueron identificados: MCM1 (de levaduras ), AGAMOUS y DEFICIENS (de plantas) y
SRF (de humanos) (Sommer et al., 1990). La caja MADS es necesaria para la unioén in vitro

de estos factores a DNA y también esta implicada en la dimerizacion (Davies et al., 1996a;
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Pellegrini et al., 1995; Riechmann et al., 1996a,b; Riechmann y Meyerowitz, 1997b;
Schwarz-Sommer et al., 1990; Shore y Sharrocks, 1995). La region |, también llamada “L” o
“linker”, esta constituida por un segmento que varia considerablemente tanto en secuencia
como en longitud (27-42 aa), que se situa entre la caja MADS vy la region K; funciona como
un determinante molecular en la especificidad de dimerizacién exhibida por algunos factores
MADS, como AP1, AG, Pl y AP3 (Huang et al., 1996; Krizek y Meyerowitz, 1996b;
Riechmann et al., 1996a). La region K no esta presente en las proteinas MADS de animales
ni de hongos (Theifen et al., 1996; Theifen y Saedler, 1995) y fue identificada por su
similitud con el dominio “coiled-coil” de la queratina (Ma et al., 1991). Esta caracterizada por
la existencia de una serie de aa hidrofébicos regularmente espaciados, muy conservados,
que permiten la formacion de una hélice anfipatica. Se ha sugerido que esta implicada en la
formacioén de homo y heterodimeros con otras proteinas MADS (Davies y Schwarz-Sommer,
1994; Huang et al., 1996; Mizukami et al., 1996; Riechmann et al., 1996b; Zachgo et al.,
1995). La caja K puede mediar las interacciones entre dos proteinas incluso en ausencia de
la caja MADS vy la caja | (Davies et al., 1996a; Fan et al., 1997). Por ultimo, la regién C es la
mas variable, tanto en secuencia como en longitud, aunque se han identificado pequefios
segmentos altamente conservados entre algunos factores de funciones similares (Davies y
Schwarz-Sommer, 1994; Goto y Meyerowitz, 1994; Hansen et al., 1993; Zachgo et al.,
1997). Se ha demostrado que la region C-terminal de algunos factores, como AP7, sus
homdlogos y los genes SEP, contienen dominios de activacion transcripcional que confieren
a estas proteinas dicha capacidad (Cho et al., 1999; Honma y Goto, 2001). La caja C
también ha sido implicada en las interacciones proteina—proteina para la formaciéon de
complejos ternarios (AP1 o SEP3 con AP3-Pl y SQUA con DEF/GLO) o de orden superior,
aunque no parece necesaria para la formacion de dimeros (Egea-Cortines et al., 1999;
Honma y Goto, 2001; Jack, 2001; Theifen, 2001; Theifen y Saedler, 2001).

Interaccion -
Unioén a con DNA
DNA

Dimerizacion

Figura 7. Estructura modular de las proteinas MADS de plantas. Se muestran las distintas
regiones de la proteina y su implicacion en la interaccion con DNA y en la dimerizacion, los dos
aspectos claves para la union a DNA. Ademas de la caja MADS, entre las regiones esenciales para la
dimerizacion se incluyen también a parte de la regién | (AG y AP1) o a la region | y parte de la region
K (AP3 y PI) (Riechmann et al., 1996b). Las lineas gruesas bajo la regién K representan dos posibles
o hélices anfipaticas en dicha region (Ma et al.,, 1991). (Esquema adaptado de Riechmann y
Meyerowitz, 1997a).
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Las proteinas MADS se unen a DNA como homo o heterodimeros, reconociendo un
motivo, presente en regiones promotoras, conocido como caja CarG (CC A-rich GG), cuya
secuencia consenso puede ser descrita como CC(A/T)sGG (Davies et al., 1996a; Huang et
al., 1993, 1996; Schwarz-Sommer et al., 1992; Shiraishi et al., 1993; revisado en Shore y
Sharrocks, 1995).

La caja MADS parece ser la regioén principalmente implicada en la unién a estos motivos
en el DNA (Davies et al., 1996a; Heard et al., 1997; Huang et al., 1993, 1995, 1996;
Mizukami et al., 1996; Perry et al., 1996; Riechmann et al., 1996a, b; Schwarz-Sommer et
al., 1992; Shiraishi et al., 1993; Trébner et al., 1992; Zachgo et al., 1995). Aunque
inicialmente se habia sugerido que la caja MADS determinaba la especificidad de unién de
cada factor, se ha observado, sin embargo, que el intercambio de cajas MADS entre
factores no relacionados no tiene efectos in vivo sobre dicha especificidad (Riechmann y
Meyerowitz, 1997b). Recientemente se ha propuesto que las secuencias que flanquean las
cajas CarG o las interacciones ternarias con otros factores, tanto con proteinas MADS como
con proteinas no relacionadas, podrian modular la especificidad de union de los distintos

factores (Egea-Cortines y Davies, 2000; Honma y Goto, 2001).

2.3.2.5. Regulacion del patréon de expresion de los genes de identidad de érganos

florales

El modelo ABC describe como las tres clases de genes homedticos actuan en dominios
discretos para especificar la identidad de los distintos tipos de érganos florales (Bowman et
al.,, 1991; Coen y Meyerowitz, 1991). Los analisis moleculares han mostrado que los
dominios espaciales en los que actuan las funciones ABC corresponden en gran manera a
los dominios donde se expresan los correspondientes genes homeodticos (Weigel vy
Meyerowitz, 1994). Existen dos procesos claves que permiten explicar el patron de
expresion de un gen: el establecimiento inicial y su mantenimiento; en los ultimos afios se ha
avanzado mucho en el conocimiento de cémo se establece el patron de expresion de los
genes de identidad de 6rgano floral (revisado en Ng y Yanofsky, 2000) (Figura 8).

Un modelo minimo para el establecimiento del patron ABC necesita explicar, al menos,
coémo AP1 es activado inicialmente en el meristemo floral y como AG y los genes de funcion
B, AP3y PI son activados mas tarde en sus dominios especificos. Los genes de identidad
de meristemo floral LFY, AP1 y UFO, cuyos patrones de expresidbn muestran un
solapamiento espacial y temporal con los de los genes de identidad de érgano, juegan un
papel esencial en el establecimiento de este patréon. LFY parece ser responsable de la

activacion de AP1, de AG y de los genes de funcion B, Pl y AP3, mientras que AP71y UFO
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s6lo estarian implicados en el establecimiento de la expresion de los ultimos (Busch et al.,
1999; Honma y Goto, 2000; Lee et al., 1997; Levin y Meyerowitz, 1995; Parcy et al., 1998;
Wagner et al., 1999; Weigel y Meyerowitz, 1993; Wilkinson y Haughn, 1995).

Los resultados obtenidos mediante el uso de una version de LFY con potencial de
activacion transcripcional constitutivo (LFY-VP16), muestran un papel de LFY en la
especificacion del destino del meristemo floral separable de su papel en la regulacién de los
genes de identidad de 6rgano (Parcy et al., 1998). Ademas, trabajos recientes muestran que
LFY activa a AP1, AP3y a AG usando diferentes mecanismos (Busch et al., 1999; Parcy et
al., 1998; Wagner et al., 1999).

2.3.2.5.1. Regulacién de los genes de clase Ay C

El uso de una version de LFY inducible por hormona esteroidea ha permitido demostrar que
la expresion temprana de AP es el resultado de la activacion transcripcional por LFY
(Wagner et al., 1999), activacion que no requiere correguladores especificos de flores (Parcy
et al., 1998); sin embargo, LFY parece tener un efecto indirecto en la expresion tardia de
este gen (Wagner et al., 1999).

Se ha demostrado también que LFY es potencialmente capaz de activar la expresién de
AG, mediante su unién a secuencias del primer intrén de dicho gen, a través de todo el
meristemo floral y que debe de interaccionar con otros correguladores especificos que
hacen que esta expresion quede restringida al centro de dicho meristemo (Busch et al.,
1999; Parcy et al., 1998, Sieburth y Meyerowitz, 1997). Recientemente, se ha mostrado que
la proteina WUSCHEL (WUS), que se habia descrito que juega un papel importante en el
mantenimiento de la poblacién celular indiferenciada en el centro de los meristemos del tallo,
vegetativos, inflorescentes y florales (Mayer et al., 1998), actia junto con LFY para activar a
AG en el centro de las flores (Lohmann et al., 2001); esto sugiere una relacién molecular
directa entre la regulacion de la division celular en el meristemo apical y el patrén de
expresion de AG (Lohmann et al., 2001). Ademas, una vez que se establece la expresion de
AG, éste reprime a WUS creandose un “feedback” negativo que regula el balance entre la
proliferacion celular y la diferenciacion en los meristemos florales (Lohmann et al., 2001).

La restriccion de AG al tercer y cuarto verticilo se halla controlada por la regulacion
negativa (catastral) que ejercen varios genes, parcialmente redundantes, como son AP2,
LEUGNIG (LUG), CURLY LEAF (CLF), AINTEGUMENTA (ANT) y ESTERILE APETALA
(SAP). Mutaciones en estos genes dan lugar a la expresion ectopica de AG en distintas
regiones de la planta (Byzova et al., 1999; Conner y Liu, 2000; Drews et al., 1991; Elliot et
al., 1996; Goodrich et al., 1997; Krizek et al., 2000; Liu y Meyerowitz, 1995). Mientras que,
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como se ha comentado antes, LFY activa la expresion de AG por su unidon a una secuencia
del primer intrén de éste, secuencias del segundo intron de AG confieren patrones de
expresion separables, especificos de carpelo y de estambre, donde AP2 actia como
regulador negativo del primero y LUG del segundo (Deyholos y Sieburth, 2000).

UFO y FIM han sido implicados en el control de la regulacién de los genes de identidad
de 6rgano de funciéon C aunque difieren en el modo en que llevan a cabo dicho control
(Ingram et al., 1995). El analisis de la expresién de AG y PLE en los mutantes fim y ufo,
respectivamente, sugiere que en Antirrhinum la expresion de los genes de funcién C
depende de la expresion de FIM, mientras que en Arabidopsis ésta es menos dependiente
de UFO (Levin y Meyerowitz, 1995; Wilkinson y Haughn, 1995). UFO puede actuar como
regulador negativo de AG en el primer y segundo verticilo, sin embargo, algo equivalente no
se ha observado en los mutantes fim (Ingram et al., 1995). UFO parece jugar un papel en el
mantenimiento de la indeterminacion de los meristemos inflorescentes a través de su
regulacion negativa del gen AG ya que la mutaciéon en UFO conduce a la determinacion del
meristemo apical por expresion ectopica de AG (Wilkinson y Haughn, 1995).

Resultados recientes indican que la proteina HUA1 (Chen y Meyerowitz, 1999), que es
una proteina de union a RNA con motivos de dedos de zinc tipo CCCH, podria jugar un
papel en la regulacién de la expresién del gen AG. Es posible que HUA1 actue sobre la
expresion de AG a nivel del splicing del RNA, o bien, que HUA1 colabore con AG regulando

la expresion de genes diana de éste (Li et al., 2001).

2.3.2.5.2. Regulacién de los genes de clase B

El establecimiento de la expresion inicial de Pl y de AP3, se debe a la combinacion de las
actividades de los genes de identidad de meristemo floral AP1, LFY, y UFO. Asi, en los
mutantes Ify, ap1 Ify, o ufo, la expresion de AP3 y Pl se halla reducida (Lee et al., 1997;
Levin y Meyerowitz, 1995; Weigel y Meyerowitz, 1993; Wilkinson y Haughn, 1995); ademas,
la expresion constitutiva conjunta de LFY y UFO conduce a la expresion ectopica de AP3
(Parcy et al., 1998). Se ha propuesto que la combinaciéon de LFY con factores regionales
como UFO, de expresion transitoria en los verticilos segundo y tercero en el tiempo en que
se inicia la expresion de AP3 y PI (Ingram et al., 1995; Lee et al., 1997), conducen a la
expresion localizada de AP3 (Parcy et al., 1998) y de Pl (Honma y Goto, 2000). AP1y LFY
juegan papeles parcialmente redundantes en la activacion de los genes de clase B (Weigel y
Meyerowitz, 1993).

En las flores mas tempranas hay un requerimiento obligatorio de AP1 para activar la

expresion de los genes de clase B a través de UFO. Se ha propuesto que la cooperacién de
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AP1 con otro factor (“Y”), o la modulacién de la actividad transcripcional de AP7 en un grupo
de células del meristemo floral, podrian ser suficientes para establecer el dominio de la
actividad de UFO; en las flores mas tardias el circuito genético cambia y AP1 puede activar
a AP3 y Pl independientemente de UFO (Ng y Yanofsky, 2001). Se ha sugerido que AP1
podria regular la expresion de AP3 y de Pl mediante mecanismos distintos, ya que AP17 se
une a elementos en la regién promotora de AP3 (Hill et al., 1998; Tilly et al., 1998), lo que
sugiere la posibilidad de la interaccién directa, si bien no parece capaz de unirse al promotor
de Pl (Honma y Goto, 2000).

Se ha propuesto que UFO y su homologo en Antirrhinum FIM, que contienen una caja F,
podrian promover localmente la degradaciéon de un represor transcripcional de AP3/DEF,
mediante una ruta dependiente de ubiquitina, a través de interacciones con proteinas del
tipo SKP1, incluyendo el producto del gen ASK7-1 (Arabidopsis SKP1-LIKE1-1) de
Arabidopsis, en complejos SCFs ubiquitina ligasa (por Skp1, Cdc53, F-box proteins; Bai et
al., 1996; revisado en Del Pozo y Estelle, 2000; Ingram et al., 1997; Samach et al., 1999;
Zhao et al., 1999), de forma analoga a las proteinas con caja F de otras especies.
Recientemente, se ha demostrado que la mutacion ask7-1 intensifica los fenotipos florales
de los mutantes débiles Ify y ap3 y que ASK1 regula la expresion temprana de AP3y de PI.
Estos resultados apoyan la hipdtesis de que UFO y ASK1 juntos regulen positivamente la
expresion de AP3y Pl (Zhao et al., 2001).

LFY\
AP1
e
+Y
X
+WUS  +UFO
Figura 8. Modelo para el
establecimiento inicial del
patron de expresion de los
APv3IPI genes ABC. —: efecto inductor;
1: efecto represor. (Adaptado de

AP2+LUG | AG

Parcy et al., 1998 y de Ng y
Yanofsky, 2000).

Durante la mayor parte del desarrollo de la flor, los dominios donde se expresan los
genes de funcion B de Arabidopsis y Antirrhinum son, en esencia, los mismos. No obstante,
los patrones iniciales de expresion entre los homologos funcionales AP3/DEF y PI/GLO son

distintos (Figura 9). Los cuatro genes B se expresan en el segundo y tercer verticilo, sin
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embargo, mientras que AP3 se expresa ademas en la base de los sépalos, DEF se expresa
inicialmente en el cuarto verticilo y, un poco mas tarde durante el proceso de desarrollo
floral, también ligeramente en sépalos (Jack et al., 1992, 1994; Weigel y Meyerowitz, 1993;
Schwarz-Sommer et al., 1992). Pl se expresa inicialmente de manera transitoria en el cuarto
verticilo (Goto y Meyerowitz, 1994), mientras que la expresion de su homélogo, GLO, queda

restringida al segundo y tercer verticilo (Trébner et al., 1992).

PI GLO
< > <+—>
AP3 DEF
< > < >
8 -
A C ? C
1 2 3 4 1 2 3 4
Se Pe Es Ca Se Pe Es Ca
Arabidopsis Antirrhinum

Figura 9. Diferencias en los patrones iniciales de expresion de los genes de tipo B de
Arabidopsis y Antirrhinum. En Arabidopsis, AP3 se expresa en la base de los érganos del primer
verticilo y en los 6rganos del segundo y tercer verticilo (Jack et al., 1992; Weigel y Meyerowitz, 1993)
y Pl se expresa inicialmente en el segundo, tercer y cuarto verticilo (Goto y Meyerowitz, 1994). En
Antirrhinum, DEF se expresa inicialmente en el segundo, tercer y cuarto verticilo y, un poco después
durante el proceso de desarrollo floral, también ligeramente en sépalos (Schwarz-Sommer et al.,
1992), mientras que la expresion de GLO se halla restringida desde el principio al segundo y tercer
verticilo (Trobner et al., 1992).

Una vez que se ha establecido el patrdn inicial de expresion de los genes B en la flor,
cuando la actividad de los genes de identidad de meristemo floral disminuye, la expresion de
AP3/PI, en Arabidopsis, y DEF/GLO, en Antirrhinum, se mantiene por un circuito de
autorregulacién que implica la actividad de las dos proteinas de clase B de cada especie
(Figura 10). En estadios tempranos del desarrollo floral, cuando se inician los primordios de
sépalos, los genes DEF/GLO y AP3/PI se transcriben en dominios solapantes (Goto y
Meyerowitz, 1994; Jack et al., 1992; Krizek y Meyerowitz, 1996a; Sommer et al., 1990;
Schwarz-Sommer et al., 1992; Trobner et al., 1992). En las células de los primordios del
segundo Yy tercer verticilo, donde ocurre el solapamiento, los polipéptidos de los dos genes
de clase B interaccionan para formar un complejo heterodimérico (Davies et al., 1996a; Goto
y Meyerowitz, 1994; Riechmann et al., 1996a; Schwarz-Sommer et al., 1992; Trébner et al.,
1992), que confiere estabilidad a ambos polipéptidos (Jack et al., 1994; Krizek y Meyerowitz,

1996a; Zachgo et al., 1995), y que es capaz de penetrar en el nucleo (en Arabidopsis;
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McGonigle et al., 1996), donde se une a secuencias diana del dominio MADS (motivos
CarG; Riechmann et al., 1996b; Schwarz-Sommer et al., 1992; Trébner et al., 1992). Entre
las dianas del heterodimero de clase B posiblemente se encuentran los promotores de
genes implicados en el desarrollo de pétalos y estambres, asi como los de los propios genes
de clase B (autorregulacion), como lo indica el hecho de que el mantenimiento de la
expresion de estos genes depende de la disponibilidad de las dos proteinas de clase B en
estado funcional (Goto y Meyerowitz, 1994; Jack et al., 1994; Krizek y Meyerowitz, 1996a;
Schwarz-Sommer et al., 1992; Trébner et al., 1992; Zachgo et al., 1995). El requerimiento de
ambas proteinas para la estabilidad y la autorregulacion podria explicar porqué la expresion
en el primer o cuarto verticilo de uno solo de los genes de clase B es solo transitoria (Goto y
Meyerowitz, 1994; Jack et al., 1992; Schwarz-Sommer et al., 1992; Trébner et al., 1992;
Weigel y Meyerowitz, 1993).

El modelo de la autorregulacién de la transcripcion de los genes de clase B cuenta con
bastante soporte experimental. Asi, se ha demostrado la union in vitro del heterodimero
DEF/GLO a las cajas CarG de de los promotores de ambos genes (Davies et al., 1996a;
Schwarz-Sommer et al., 1992; Trobner et al., 1992; Zachgo et al., 1995). También, en el
caso de Arabidopsis, se ha demostrado la existencia de tres motivos CArG en el promotor
de AP3, cada uno de los cuales media en los diversos efectos reguladores de activacion y
autorregulacién y se ha comprobado la union in vitro del heterodimero PI/AP3 al promotor
AP3 (Hill et al., 1998; Tilly et al., 1998). Sin embargo este modelo no es de facil aplicacién al
caso de Pl ya que no existen cajas CArG en el promotor de este gen. Para el gen P/, se ha
demostrado que, mientras que el establecimiento de su expresion inicial, mediada por LFY'y
UFO, se lleva a cabo via elementos de la zona distal de su promotor, la autorregulacién de
Pl a través del heterodimero AP3/PI se lleva a cabo via elementos situados en la region
proximal del promotor y, posiblemente, de manera indirecta, ya que no se ha detectado
unién in vitro de este complejo heterodimérico al promotor (Honma y Goto, 2000). Los
resultados de Honma y Goto (2000) sugieren que la modificacion post-traduccional de Pl y/o
AP3, o la expresion de otra proteina codificada por un gen situado por debajo de Ply AP3y
que actuaria como cofactor del complejo PI/AP3 debe ser requerida para las interacciones
entre el heterodimero PI/AP3 y el promotor PI.

Samach et al., (1997) han propuesto una version mas elaborada para el modelo de
autorregulacion de la transcripcion de los genes de clase B, que trata de explicar
observaciones experimentales que indican que, mientras que la proteina DEF es capaz de
complementar los defectos en la especificacion de 6rganos florales causados por la

mutacién en el gen AP3, su homdlogo de Arabidopsis, la proteina de Antirrhinum es, sin
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embargo, incapaz de activar la transcripcién del promotor de AP3 (lrish y Yamamoto, 1995;
Samach et al., 1997).
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Figura 10. Modelo del mecanismo de autorregulacion de la expresion de DEFICIENS vy
GLOBOSA. La expresion de los genes DEF y GLO se establece en dos etapas. La fase de induccién
independiente de DEF y GLO produce una pequefa cantidad de cada proteina (representado por
Ovalos) que se combinan para formar heterodimeros. Durante la fase de mantenimiento, estos
heterodimeros se unen a los motivos CarG de los promotores de sus propios genes para aumentar la
transcripcion, incrementando la cantidad de proteina y por tanto de heterodimeros. La produccion
amplificada de los heterodimeros permite que se activen los genes diana correspondientes. (Tomado
de Davies y Schwarz-Sommer, 1994).

El mantenimiento de la expresién de AP3 en pétalos y estambres depende también de la
accién del gen SUPERMAN (SUP, previamente llamado FLO10), una proteina con dedo de
zinc del tipo C2H2. Este gen esta clasificado como un gen catastral, ya que las flores de los
mutantes sup muestran estambres en el cuarto verticilo, coincidiendo con la expresion
ectdpica de AP3 en dicho verticilo (Bowman et al., 1992; Sakai et al., 1995; Schultz et al.,
1991b). Por tanto el gen SUP es necesario para delimitar la frontera entre los verticilos
tercero y cuarto, reprimiendo la expresion de AP3 en este ultimo, posiblemente por controlar
el balance de proliferacién celular de manera diferencial estos dos verticilos (Sakai et al.,
1995, 2000). Evidencias experimentales recientes sugieren que el efecto que ejerce SUP
sobre los genes de tipo B no se debe sélo al efecto de este gen en la proliferacion celular

sino que existe una interaccién directa entre éste y los genes de funcion B (Yun et al., 2002).
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MERISTEMO VEGETATIVO

TRANSICION <«4— Rutas inductoras de la transicion floral
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Figura 11. Esquema general del proceso de la floracién. Se muestran las etapas de dicho proceso
y algunos de los genes de Arabidopsis y Antirrhinum implicados en cada una de ellas. Las flechas
verticales indican el sentido del cambio temporal de destino de los meristemos. — efecto inductor; L
efecto represor.

3. LA FLORACION EN GUISANTE

Los estudios de plantas con flores muestran que las funciones genéticas que controlan el
desarrollo de las inflorescencias y flores estan altamente conservados entre distintas
especies. Un ejemplo de esta conservacion es el modelo ABC que, en esencia, explica la
especificacion de la identidad los 6rganos florales en muchas especies de plantas (Bowman
et al., 1991; Coen y Meyerowitz, 1991; Meyerowitz et al., 1991; Schwarz-Sommer et al.,

1990; Weigel y Meyerowitz, 1994). Este y otros modelos de caracter general sobre el control
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genético de la iniciacién y el desarrollo floral se han derivado, fundamentalmente, de
estudios realizados con Arabidopsis y Antirrhinum, especies modelo que muestran una
similar arquitectura de la inflorescencia y de la flor, y en las que estos procesos han sido
analizados en detalle. Sin embargo, la gran variedad de morfologias de inflorescencias y de
flores que se encuentra entre las plantas superiores indica que deben existir diferencias
significativas en la naturaleza y el modo de accion de los genes que controlan el desarrollo
de estas estructuras. En general, las flores de las especies de eudicotiledéneas superiores
presentan una morfologia y patron de desarrollo similar, y en diferentes especies se han
descrito mutantes florales con fenotipos que recuerdan a los estudiados en las especies
modelo; ademas, las familias de genes MADS se hallan bastante conservadas entre
distintas especies de eudicotiledoneas y monocotiledéneas (Ma y Pamphilis, 2000). Sin
embargo, en los procesos de la iniciacion y el desarrollo de flores se han identificado, en
plantas como tabaco, petunia, tomate o maiz, diferencias en cuanto al nimero de genes
responsables de una funcién determinada asi como en cuanto al patrén de expresion,
regulacion o funcién de los genes homdlogos a los de los sistemas modelo.

En comparacion con la informacién disponible para especies como Arabidopsis y
Antirrhinum, los mecanismos moleculares que gobiernan el desarrollo floral en especies de
interés agronémico, como el guisante (Pisum sativum), son muy poco conocidos. Aunque el
guisante es una planta eudicotiledénea, como Arabidopsis y Antirrhinum (filogenéticamente
mas cerca de Arabidopsis), la manera en que se desarrollan sus inflorescencias y flores
difiere significativamente de como estos procesos tienen lugar en las especies modelo. Esto,
junto con la disponibilidad de una amplia coleccién de mutantes de esta planta afectados en
el desarrollo de las inflorescencias y de las flores, resultado de estudios genéticos llevados a
cabo a lo largo de muchos afos (Ferrandiz et al., 1999; Reid et al., 1996; Singer et al., 1999;
Weller et al., 1997b), hacen del guisante un sistema atractivo para estudios comparativos en

la genética molecular de la floracion.

3.1. INDUCCION FLORAL EN GUISANTE

Como se comentd al principio de la introduccion, el tiempo en que tiene lugar la transicion
del crecimiento vegetativo al reproductivo (transicién floral) esta, generalmente, regulado por
factores ambientales, siendo la longitud del fotoperiodo y la temperatura los mas importantes
(Murfet, 1985; Murfet y Reid, 1974). Numerosos trabajos apoyan la hipétesis de que la
conexioén entre la percepcion de la luz en las hojas y la iniciacién floral en el apice se debe a
la accion de sustancias méviles similares a hormonas, cuya naturaleza bioquimica se
desconoce (florigeno) (O’Neill, 1992; Reid et al., 1996; Weller et al., 1997b).
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La caracterizacion fisioldgica, mediante el uso de injertos, de mutantes de guisante
afectados en el tiempo de floracién, han proporcionado evidencias de la existencia de dos
tipos distintos de reguladores de la floracion, moéviles, producidos en los tallos: un estimulo
floral y un inhibidor (Haupt, 1958; King y Murfet, 1985; Kéhler, 1965; Murfet, 1971a; Murfet y
Reid, 1973; Paton y Barber, 1955; Taylor y Murfet, 1996).

La mayor parte de los cultivares de guisante son plantas facultativas de dia largo, aunque
algunas son neutrales y otras son plantas de dia largo obligado, que no pueden florecer bajo
fotoperiodos de menos de 12 h sin vernalizacién (Murfet, 1985). El nimero de nudos
vegetativos producidos antes de florecer en los genotipos analizados oscila entre 4, en las
variedades mas tempranas, y mas de 100, en las especies mas tardias crecidas bajo
condiciones no inductivas. Aunque la fase reproductiva, una vez ha comenzado, es
normalmente estable, bajo determinadas condiciones ambientales, como fotoperiodos no
inductivos, las inflorescencias en desarrollo de algunos genotipos pueden abortar e incluso
revertir transitoriamente a una fase de desarrollo vegetativo para florecer de nuevo en un
nudo mas tardio (Weller et al., 1997b).

3.1.1. SUCESOS QUE TIENEN LUGAR EN LA HOJA

3.1.1.1. Percepcion de la luz

En guisante, el efecto inductor de la floracion por la luz tiene lugar principalmente a través
de dos tipos de respuestas (Reid y Murfet, 1977). Una respuesta requiere periodos largos de
exposicion a luz y se estimula mas eficientemente por luz rica en rojo lejano. La otra sélo
requiere exposiciones cortas a luz roja y muestra reversion parcial por rojo lejano. Ambas
respuestas son similares a las descritas para otras especies de dia largo y pueden
corresponder a la accion de fitocromos (Weller y Reid, 1993).

Los mutantes fun1 de guisante, deficientes en fitocromo A (no responden a luz roja
lejana), presentan floracion tardia en dia largo. Este fenotipo es consistente con una pérdida
de la capacidad para disminuir la produccion del inhibidor en dia largo, lo que ha sido
confirmado mediante experimentos de injerto (Weller et al., 1997b).

Los mutantes lv, deficientes en fitocromo B, presentan floracion temprana (Weller y Reid,
1993), lo que indica que el efecto primario del fitocromo B sobre la floracion es inhibitorio. La
caracterizacion inicial de los mutantes Iv sugirié que el efecto inhibitorio del fitocromo B se
restringia a condiciones de dia corto, sin embargo, consistentemente, se observa un

pequeio efecto también en dia largo.
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3.1.1.2. Produccion de mensajeros: mutaciones que afectan a la sintesis del inhibidor

Varios genes estan implicados en la sintesis y/o transporte del inhibidor floral. Entre ellos,
STERILE NODES (SN, Barber, 1959; Murfet, 1971a; Paton y Barber, 1955), DIE
NEUTRALIS (DNE, King y Murfet, 1985) y PHOTOPERIOD RESPONSE (PPD, Arumingtyas
y Murfet, 1994) actuan de manera complementaria en la ruta de induccién fotoperiddica,
regulando la produccién de este inhibidor durante la fase vegetativa en el tallo y en los
cotiledones; el gen ELF3 de Arabidopsis podria tener una funcién homéloga a la de estos
genes (Levy y Dean, 1998). Las plantas con mutaciones en cualquiera de estos tres genes
muestran un fenotipo de floracion temprana con una reducida capacidad de respuesta tanto
a la vernalizacién como al fotoperiodo (King y Murfet, 1985; Taylor y Murfet, 1996). La
actividad SN-DNE-PPD disminuye en la luz a través de la acccion del fitocromo A (Weller et
al., 1997a, b).

Dos genes adicionales, EARLY INITIATING (E, Murfet, 1971b) y HIGH RESPONSE (HR,
Murfet, 1973a), influyen en la actividad del sistema SN-DNE-PPD. El alelo dominante E
controla la produccion de este inhibidor durante la fase vegetativa actuando en los primeros
estadios de crecimiento para reducir la sintesis del inhibidor en los cotiledones (Murfet,
1971a, b; Murfet, 1973b), mientras que HR actua posteriormente prolongando la actividad
del sistema SN-DNE-PPD vy, por lo tanto, manteniendo la sintesis del inhibidor en el tallo
(Murfet, 1973a; Reid, 1979). La presencia del alelo dominante HR ocasiona una fuerte
respuesta a fotoperiodo en la planta, de manera que bajo condiciones de dia corto se
produce un gran retraso en la floracién; este gen tiene poco efecto en dia largo ya que la

produccion del inhibidor se ve reprimida por el fotoperido largo (Murfet, 1971a, 1973a).

3.1.1.3. Producciéon de mensajeros: mutaciones que afectan a la sintesis del estimulo

floral

Durante décadas se ha propuesto la existencia de un estimulo floral mévil en guisante,
transmisible por injerto, sin embargo, la actividad de éste ha sido dificil de estudiar ya que no
esta sujeta a una fuerte regulacion ambiental y en muchos casos esta enmascarada por la
accion del inhibidor (Haupt, 1958; Kohler, 1965; Murfet, 1971a). Hace algunos afos se
identificé un gen implicado en la ruta de sintesis del estimulo floral, el gen GIGAS (G,
Murfet, 1989). El mutante gi de guisante presenta similaridades con los mutantes fca, fpa,
fve, fy y Id de Arabidopsis ya que todos ellos son mutantes recesivos de floracién tardia con
respuestas intensificadas a fotoperiodo y vernalizacion (Beveridge y Murfet, 1996; Levy y

Dean, 1998). Se conocen dos mutantes recesivos de G/ que muestran un retraso sustancial
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en la floracion y bajo determinadas condiciones no florecen, mostrando en este caso un
fenotipo similar al del mutante veg7. En estas condiciones se puede promover la floracion de
las plantas gi injertdndolas sobre un patron silvestre, con raices, cotiledones y tallo
vegetativo, lo cual sugiere que estos mutantes son deficientes en el estimulo floral, el cual
se mueve con o esta asociado a fotoasimilados (Taylor y Murfet, 1994).

Recientemente, las medidas de niveles endogenos de hormonas y estudios de aplicacién
de giberelinas en plantas gi-1, gi-2 y veg1 han llevado a la sugerencia de que una reduccion
en el nivel de giberelinas, y quizas también en el de acido indol acético, son responsables, al
menos parcialmente, del fenotipo aéreo compacto en estos mutantes (Beveridge et al.,
2001). Se propone que en estos mutantes, en los que la floracion es impedida por una falta
de estimulo floral o por la incapacidad de respuesta a éste, la reduccién de la actividad de
los genes de respuesta a fotoperiodo, SN, DNE y PPD, bajo condiciones de dia largo,
causaria a una reduccion en la fuerza del sumidero apical que se manifiesta en una
reduccién en la sintesis de giberelinas y auxinas y en una dominancia apical reducida
(Beveridge et al., 2001).

3.1.2. SUCESOS QUE TIENEN LUGAR EN EL APICE: RECEPCION DE LA SENAL
FLORAL

El locus LATE FLOWERING (LF), en el que las mutaciones provocan floracién temprana,
juega un papel esencial en determinar la longitud minima de la fase vegetativa en guisante
bajo condiciones inductivas, y se considera implicado en la sensibilidad del apice al estimulo
floral (Murfet, 1985). Se ha sugerido que genes con funciones relacionadas a LF en
Arabidopsis podrian ser FLC y FRI (Levy y Dean, 1998). Las diferencias generadas por los
distintos alelos If no son transmisibles por injerto, lo cual indica que este gen actia en el
apice y esta relacionado con la percepcion del estimulo o actua posteriormente a dicha
percepcion (Murfet, 1971a, 1985).

3.1.3. MODELO PARA LA INDUCCION FLORAL EN GUISANTE

Los resultados de los estudios en guisante son consistentes con el modelo del balance,
propuesto hace mas de tres décadas (Murfet, 1971a), el cual sugiere que la floracién ocurre
cuando la relacion entre el estimulo floral y el inhibidor supera un determinado umbral. En la
figura 12 se muestra un esquema de la interaccién propuesta entre estos dos mensajeros
moviles. Se considera que el estimulo floral es esencial y especifico del proceso de la

induccion floral (Beveridge y Murfet, 1996). En contraste con esto, el inhibidor tendria una
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funciébn mas amplia, mediante la regulacion de la distribucion de los fotoasimilados,
promoviendo el estado vegetativo, interfiriendo con el transporte del estimulo floral a la
region apical y retrasando el desarrollo de flores y frutos (Beveridge et al., 1992; Murfet,
1985; Reid y Murfet, 1984; Taylor y Murfet, 1994). La produccién del inhibidor es maxima en
dia corto y puede ser reducida por exposicion a dias largos o vernalizacién; cuando las
cantidades del inhibidor son bajas, las plantas progresan rapidamente hacia la floracion. En
contraste con esto, el estimulo parece ser producido constitutivamente, independientemente
del fotoperiodo. La induccion floral requiere una reduccién en el apice de la actividad del gen
LF, el cual es reprimido de manera independiente del fotoperiodo por el estimulo floral, para
el cual se ha sugerido que es una diana temprana (Beveridge y Murfet, 1996). La regulacion
fotoperiodica de la actividad de LF viene determinada por la reduccién de la produccion del
inhibidor mediada por FUNT1 (Reid y Murfet, 1977). La vernalizacion puede actuar
reduciendo la produccion del inhibidor e incrementando la sensibilidad del apice al estimulo
floral (Weller et al., 1997a).

Tabla 2. Genes que controlan el tiempo de floracion en guisante.

Gen Modo de acciéon Sitio de accion
FUN1 Percepcion de la luz mediante fitocromo A Hojas

LV Percepcion de la luz mediante fitocromo B Hojas

SN Retraso de la floraciéon, promueve la respuesta Hojas y cotiledones

fotoperiodica y la produccion del inhibidor floral

DNE Retraso de la floracién, promueve la respuesta Hojas y cotiledones
fotoperiodica y la produccion del inhibidor floral

PPD Retraso de la floracion, promueve la respuesta Hojas y cotiledones

fotoperiodica y la produccion del inhibidor floral

HR Promueve la produccion del inhibidor e intensifica el Hojas
efecto de SN, DNE 'y PPD

E Reduce la produccion del inhibidor Cotiledones

Gl Promueve la floracién, promueve la produccion del Hojas

estimulo floral
LF Especifica el nudo minimo para florecer, regula la Apice

sensibilidad del apice al estimulo floral

(Adaptado de Howell, 1998)
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Figura 12. Esquema del modelo de regulacién fotoperiodica de la transicién floral en guisante
mostrando la interaccién entre el estimulo floral y el inhibidor. —: efecto inductor; L: efecto
represor. La ruta del estimulo floral se muestra en naranja y la del inhibidor en violeta. (Adaptado de
Reid et al., 1996 y Weller et al., 1997b).

En guisante, los estudios fisioldgicos mediante injertos han sido cruciales para diferenciar
mutantes con respuestas similares a vernalizacion y fotoperiodo y para identificar mutantes
con efectos opuestos en la misma ruta. En guisante, como en Arabidopsis y muchas otras
especies, se ha observado un gradiente acropétalo en la manifestacion tanto de caracteres
vegetativos como reproductivos. En Arabidopsis se ha propuesto que este gradiente resulta
del nivel de actividad de un factor hipotético, que se ha denominado COPS, el cual seria
parte integral del proceso de induccién floral, y funcionaria como una diana de los genes de
tiempo de floracion (Haughn et al., 1995). Sin embargo, en guisante la interpretacién de este
gradiente sugiere un sistema mas complejo, primariamente atribuible a la reduccién de la
produccion del inhibidor con la edad de las hojas (Murfet, 1985; Reid, 1979). La actividad

COPS en guisante habria de ser el resultado de la interaccién de al menos dos, o
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posiblemente tres, rutas inhibidoras distintas: una ruta constitutiva dependiente de LF y del
estimulo floral; una ruta regulada y dependiente del inhibidor; y una posible ruta constitutiva
independiente de LF (Weller et al., 1997b).

3.2. CONTROL GENETICO DE LA INICIACION FLORAL

Tanto en Arabidopsis como en Antirrhinum es el meristemo apical del tallo (SAM) el que
directamente produce los meristemos florales, generandose asi una inflorescencia de tipo
racimo simple (Figura 13). Sin embargo, en guisante, las flores no son iniciadas
directamente del meristemo apical del tallo. En esta planta, tras la induccion floral, el
meristemo vegetativo (V) se convierte en lo que se ha denominado meristemo inflorescente
primario (I1), también de crecimiento indeterminado. El |, es comparable al V excepto que, en
lugar de meristemos vegetativos, en la axila de cada hoja compuesta produce meristemos
inflorescentes secundarios (l,). Cada meristemo |, inicia uno o mas meristemos florales, no
sostenidos por bracteas, antes de determinarse en un érgano residual cubierto de pelos
epidérmicos (Hole y Hardwick, 1976; Singer et al., 1990), que constituye un marcador
morfoldgico para distinguir meristemos |4 e I,. El resultado de este patrén de desarrollo es la
formacion una inflorescencia de tipo racimo compuesto (Figura 13).

La caracterizacion de mutantes de guisante con defectos en la arquitectura de la
inflorescencia y la especificacion de los meristemos florales ha permitido identificar genes
implicados en el proceso de iniciaciéon floral en esta especie. El analisis comparativo del
circuito genético que controla estos procesos en guisante con los de los sistemas modelo
Arabidopsis y Antirrhinum proporcionara informacion relevante para entender mejor la

evolucion del desarrollo de la arquitectura de la inflorescencia.

3.2.1. ESPECIFICACION DE LA IDENTIDAD DEL MERISTEMO INFLORESCENTE
PRIMARIO (l1) Y DEL MERISTEMO INFLORESCENTE SECUNDARIO (l)

Se han identificado varios genes que estan implicados, a distintos niveles, en la
especificacion de los meristemos inflorescentes primario y secundario de guisante.

El analisis del fenotipo de plantas mutantes determinate (det) es consistente con la
interpretacion de que el gen DET es necesario para mantener la indeterminacion en el
meristemo |, ya que en este mutante el meristemo |4, después de haber producido sélo dos o
tres meristemos I, exhibe un patrén de crecimiento determinado tipico de los I, diferenciandose

en un 6rgano residual. El apice de las plantas det forma una flor, sin embargo, dado que termina
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generando un o6rgano residual, tipico de los |, en este mutante no se considera que exista

formacion de una flor terminal en sentido estricto (Singer et al., 1990).
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Figura 13. Representacion esquematica de la arquitectura de la inflorescencia de Antirrhinum,
Arabidopsis y guisante. En las tres especies la inflorescencia es indeterminada. V: Meristemo
vegetativo; I: Meristemo inflorescente; I1: Meristemo inflorescente primario; I,: Meristemo inflorescente
secundario; F: Meristemo floral. Las flechas indican ejes de crecimiento indeterminado. La punta de
flecha invertida representa un eje de crecimiento determinado.

Los mutantes vegetative1 (veg1) nunca florecen; todas las posiciones donde se formarian
inflorescencias laterales |, aparecen ocupadas por ramas laterales vegetativas con un habito
de crecimiento indeterminado. Estas ramas producen a su vez ramas vegetativas de orden
superior, en un patrén reiterativo (Gottschalk, 1979; Reid y Murfet, 1984). A diferencia del
mutante det, en el doble mutante det veg1 el |, el meristemo apical del tallo se diferencia en
una verdadera flor terminal, sin la diferenciacion de ningun érgano residual. En Arabidopsis'y
Antirrhinum, los genes TFL1 y CEN, respectivamente, mantienen la indeterminacion del
meristemo apical, y en su ausencia en ambas especies el meristemo inflorescente se
diferencia en una flor terminal (Bradley et al., 1997; Shanon y Meeks-Wagner, 1991). Sin

embargo, en guisante es necesaria la eliminacion simultanea de DET y VEG1 para la
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formacion de una flor terminal. Por sus caracteristicas fenotipicas parece que DET es el
candidato mas probable para ser el homologo de TFL1 y CEN en guisante (Singer et al.,
1999). El papel de DET parece estar restringido al |y y no altera el numero de nudos
vegetativos antes de la floracion. Como ya se describié en el apartado 2.3.1.1, CEN
tampoco tiene efecto en la fase vegetativa, sin embargo, se ha propuesto que TFL17 tiene un
efecto mas global controlando la duracion tanto de la fase vegetativa como de la
reproductiva (Ratcliffe et al., 1998). Se ha sugerido que VEGT no es necesario para la
transicion del meristemo vegetativo a |, pero es esencial para la formacién de las
inflorescencias |,, bien para la iniciacién de los meristemos |, a partir del |, o bien de los
meristemos florales a partir de los |, (Singer et al., 1994, 1999). También podria ser esencial
para la formacioén del érgano residual |, (Singer et al., 1994, 1999).

El gen UNIFOLIATA (UNI) tiene un papel adicional en el control del desarrollo del |4, pero
también afecta al desarrollo vegetativo. Dos de los alelos mutantes de uni provocan
alteraciones en la morfologia foliar, conduciendo a la formacién de hojas simples o la
conversion de los zarcillos en foliolos, lo que supone una reduccién en la complejidad de la
hoja de guisante. Ademas, el |, de los mutantes uni, después de iniciar varios meristemos
axilares |, termina con la diferenciacion de un 6rgano residual, al igual que las plantas det.
Este caracter fenotipico también se observa en las plantas uni det, que son indistinguibles
de las plantas uni, lo que sugiere que DET actuaria por debajo de UN/, en la misma ruta de
regulacion de la especificacion del |, (Marx, 1987; Singer et al., 1999).

Los meristemos I, inician uno o dos meristemos florales antes de diferenciarse en un
organo residual. El gen NEPTUNE (NEP), del que se han identificado dos alelos mutantes,
parece actuar limitando el niamero de flores iniciadas por el meristemo |, antes de la
formacion del 6rgano residual, de modo que los mutantes nep-1 producen cinco flores antes
de que el meristemo |, se diferencie en el 6rgano residual (Singer et al., 1999). Las
mutaciones nep-1y nep-2 parecen liberar el crecimiento del meristemo |, del estricto control
genético. La interaccion entre DET y NEP se ha investigado mediante el analisis de dobles
mutantes det nep-1. El fenotipo es aditivo, de manera que las primeras dos ramas I,
producen cuatro o cinco flores, respectivamente, y, posteriormente, el |; se transforma en un
I, iniciando dos flores antes de diferenciarse en un érgano residual (Singer et al., 1999).

Se han identificado dos alelos mutantes en un segundo locus VEG (VEG2, Murfet, 1992;
Murfet y Reid, 1993). El mutante veg2-1 tiene un fenotipo similar al de veg? mientras que el
mutante menos severo veg2-2 se caracteriza por un retraso en la floracion y la conversion
de las inflorescencias secundarias I, en tallos con hojas y flores con potencial de crecimiento
indeterminado (Murfet y Reid, 1993). VEGZ2 parece conferir la identidad del meristemo I, ya

que en las plantas veg2-2 dicho meristemo no muestra signos de determinarse en un érgano
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residual, sino que, en lugar de eso, se comporta como el meristemo |; de las plantas WT
(Murfet et al., 1995). VEG2 es epistatico sobre DET y en los dobles mutantes det veg2-1y
det veg2-2 el fenotipo es similar al de los mutantes simples veg2-1 y veg2-2,
respectivamente (Murfet et al., 1995). Estos resultados son consistentes con la propuesta de
que DET y VEG2 especifiquen de manera independiente la identidad del meristemo |4 e I,
respectivamente. En el doble mutante det veg2-2, el meristemo |, adquiere la identidad de
l,, y muestra un patrén de crecimiento indeterminado propio de una inflorescencia lateral

veg2-2.

3.2.2. ESPECIFICACION DE LA IDENTIDAD DEL MERISTEMO FLORAL

Entre la especificacion del meristemo floral y la produccion final de una flor normal y
funcional, existen varios pasos en los se puede se pueden producir mutaciones que alteren
el proceso normal de desarrollo. Tales mutaciones pueden afectar a la identidad de los
meristemos florales, a la identidad de los érganos florales o pueden tener su efecto en pasos
posteriores. Aqui se hace una sintesis de las principales mutaciones incluidas en las dos
primeras categorias.

En el mutante proliferating inflorescence meristem (pim, Maki et al., 1993; Reid et al.,
1996; Singer et al., 1994, 1995, 1999) los meristemos florales son frecuentemente
reemplazados por meristemos inflorescentes de tercer orden en los que las flores Unicas son
sustituidas por una estructura altamente ramificada, que carece de pétalos, y que presenta
meristemos adicionales en las axilas de los 6rganos del primer verticilo, 6érganos con
caracteristicas tanto de sépalo como de bractea (Maki et al., 1993; Singer et al., 1995). La
apariencia de esta inflorescencia termina siendo, de este modo, la de una estructura
compleja, muy ramificada, que incorpora marcadores morfoldgicos de las fases vegetativa,
inflorescente y floral (Singer et al., 1999). Mientras que la mutacién pim afecta a la identidad
del meristemo floral, no tiene, sin embargo, efecto en la identidad de los meristemos |4 ni |5,
ni tampoco en el numero de nudos que las plantas producen antes de florecer (Singer et al.,
1999).

El fenotipo del mutante pim se ve intensificado por la mutacién recesiva broccoli (broc,
Singer et al., 1999), que no produce alteraciones fenotipicas en un fondo genético silvestre.
El doble mutante pim broc tiene un fenotipo mas extremo que el fenotipo pim, ya que la
ramificacion que tiene lugar después de la formacion de la inflorescencia de tercer orden es
mayor y el desarrollo floral minimo (Singer et al., 1999). Asi pues los genes BROC y PIM
parecen ser parcialmente redundantes en la especificacion de la identidad de los

meristemos florales.
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Figura 14. Representacion esquematica de la arquitectura de inflorescencia de algunos
mutantes simples y dobles con alteraciones en el proceso de la iniciacién floral. En el mutante
pim los meristemos inflorescentes terciarios generan meristemos cuaternarios que pueden tener
distintos destinos, dos de los cuales estan representados aqui. V41: meristemo vegetativo primario; Vs:
meristemo vegetativo secundario; l: meristemo inflorescente primario; I,: meristemo inflorescente
secundario; F: meristemo floral; F*: meristemo floral que acaba formando una flor aberrante; V4:
meristemo vegetativo cuaternario. (Adaptado de Singer et al., 1999).

Morfolégicamente, pim se asemeja al mutante ap7-1 de Arabidopsis thaliana, el cual
exhibe un fenotipo mas severo cuando se combina con la mutacion cal (Bowman et al.,
1993); PIM y BROC son, por lo tanto, potenciales homodlogos de AP71 y CAL,

respectivamente (Singer et al., 1999). El triple mutante ap1 cal tfl1-2 tiene el mismo fenotipo
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que ap1 tfl1-2 por lo que parece que tfl1 inhibe la intensificacion del fenotipo de ap? por cal
(Bowman et al., 1993); sin embargo, en guisante el fenotipo del triple mutante pim broc det
es aditivo, indicando que det no interfiere en la intensificacion del fenotipo de pim por broc y
sugiriendo que, de alguna manera, genes homologos en distintas especies interaccionan de
distintas formas y dan lugar a diferencias en la arquitectura de la inflorescencia (Singer et
al., 1999).

El mutante recesivo A324 se caracteriza por mostrar meristemos florales que proliferan
de forma que generan flores de segundo y tercer orden sobre pedicelos cortos que se
originan en el interior del verticilo de sépalos. En estas flores de orden superior, se pierde la
filotaxis verticilada y soélo se pueden identificar sépalos y carpelos. Ademas, en las flores de
primer orden, los cinco pétalos del segundo verticilo son reemplazados por 6rganos con
apariencia de sépalo, normalmente siete, y los estambres son rudimentarios (Reid et al.,
1996).

UNI, ademas de su papel en el desarrollo vegetativo y en la especificacion de la identidad
de |4, juega un papel adicional en el desarrollo floral. En los mutantes uni, el |, es normal y
se diferencia en un 6rgano residual. Sin embargo, las flores, principalmente las jovenes, son
anormales y recuerdan a las producidas por el mutante A324. En los mutantes uni ni los
pétalos ni los estambres estan presentes y hay una repetida proliferacion de flores que se
componen de dos verticilos externos de érganos con apariencia de sépalo rodeando a varios
carpelos aberrantes en el centro de la flor (Hofer et al., 1997). En el doble mutante uni pim
en el lugar donde se deberian formar flores se producen brotes, constituidos por verticilos de
organos similares a hojas, en los que no se detecta la presencia de érganos florales (Singer
et al., 1999). UNI es el ortélogo de los genes de identidad de meristemo floral LFY'y FLO, de
Arabidopsis y Antirrhinum, respectivamente (Hofer et al., 1997). Aunque, como ya se
comentd anteriormente, el fenotipo floral de los mutantes uni es similar al de Ify o flo, uni
también presenta alteraciones en los érganos vegetativos; esta caracteristica no se observa
en Ify ni en flo, lo que indica que este gen también juega un papel en la morfogénesis de la
hoja de guisante.

Un mutante totalmente estéril, en la actualidad extinguido, era el denominado leafy flower
(leflo, Sharma, 1975). En este mutante, las flores, sostenidas por gruesos pedunculos que
tenian nudos, no aparecian como estructuras solitarias sino que tenia lugar una proliferacion
de estructuras foliares altamente anormales en las que todos los 6rganos de la flor se
habian transformado en unos érganos foliares triangulares que se disponian en verticilos de
tres.

El gen FRONDOSUS (BRAC, Ferrandiz et al., 1999; Gottschalk, 1964) juega un papel

importante en la especificacion de los meristemos florales y en el desarrollo de la bractea.
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En los mutantes brac las flores presentan un 6rgano extra, de morfologia foliar, en la base,
una bractea, asi como alteraciones en el primer y segundo verticilo. Las alteraciones en la
arquitectura de la inflorescencia son visibles bajo determinadas condiciones ambientales, y
consisten en que el |,, en lugar de producir flores, da lugar a una bractea que sustenta un
brote con caracteristicas vegetativas y una inflorescencia axilar, la cual generalmente no se
desarrolla, y un nuevo pedunculo que genera una segunda bractea en la que se reitera el
patrén. BRAC juega un papel adicional en la morfogénesis floral, controlando principalmente
el desarrollo de los 6rganos del primer y segundo verticilo, actuando posiblemente como un
regulador catastral de las funciones A y B, como se deduce de la formacién de sectores
petaloides en los sépalos y en los estambres de las flores del mutante en este gen
(Ferrandiz et al., 1999).

En la figura 15 se muestra un modelo genético de la regulacién de la arquitectura de la

inflorescencia de guisante por los genes de iniciacion floral.
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Figura 15. Modelo del control genético de la arquitectura de la inflorescencia de guisante por
los genes de iniciacion floral. V: meristemo vegetativo primario; V.. meristemo vegetativo
secundario; I1: meristemo inflorescente primario; I,: meristemo inflorescente secundario; F: meristemo
floral: —: Efecto inductor. L: Efecto represor. (Adaptado de Singer et al., 1999).
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3.3. DESARROLLO DE LOS ORGANOS FLORALES

La flor de guisante, organizada en cuatro verticilos, consiste en una estructura pentdmera
con cinco sépalos, cinco pétalos, diez estambres, nueve de los cuales estan fusionados en
un tubo estaminal, y un carpelo central. Los sépalos estan fusionados en su base formando
un tubo corto. La corola, tipica de las papillionaceas, contiene tres tipos de pétalos: el
estandarte o vexillum, que es el mas grande y se encuentra situado en la posicién adaxial de
la flor, dos pétalos laterales, las alas o alae, y dos pétalos cortos, fusionados, formando la
quilla en la posicion abaxial.

La ontogenia de la flor de guisante es drasticamente diferente de la de las flores de
Arabidopsis y Antirrhinum (Figura 16). En las flores de estas especies modelo, la iniciacién
de los primordios de 6rganos florales es un proceso centripeto y secuencial (Smyth et al.,
1990; Sommer et al., 1990), de manera que primero se forman los primordios de sépalos,
después los primordios que formaran los pétalos, inmediatamente seguido por los
primordios de estambres vy, finalmente, la parte central del meristemo floral forma el
primordio del carpelo. En contraste con Arabidopsis y Antirrhinum, el orden de iniciacion de
los 6rganos en cada verticilo de la flor de guisante es unidireccional, empezando desde la
posicién abaxial de la flor, y se da un alto grado de solapamiento en la iniciacion de los
distintos verticilos. En la flor de guisante los primordios de sépalos son también los primeros
en iniciarse; sin embargo, los primordios de estambres y pétalos no son producidos
directamente por el meristemo floral, sino que éste genera cuatro estructuras, denominadas
primordios comunes, a partir de los cuales se diferencian mas tarde los primordios de
pétalos y de estambres (Ferrandiz et al., 1999; Tucker, 1989). La formacion de primordios
comunes, opuesta a la formacion de primordios discretos de pétalos y estambres, ha sido
descrita en las flores de muchas leguminosas y también en las de algunas otras plantas no
leguminosas (Delaet et al., 1995; Evans y Dickinson, 1996; Kamenetsky y Akhmetova, 1994;
Kirchoff, 1997; Sattler, 1967; Sundberg, 1982; Tucker, 1984, 1987, 1989). Dos de estos
primordios comunes se forman en posiciones laterales, y los otros dos en posiciéon adaxial y
abaxial. Los procesos de diferenciacién y proliferacion dentro de cada uno de estos
primordios comunes dan lugar finalmente a la formacién de los érganos del segundo y tercer
verticilo en la flor de guisante. Se pueden distinguir tres tipos de primordios comunes, en
cada uno de los cuales, el numero, tamafio y disposicion de los 6rganos florales es
diferente, esto indica que en cada uno de ellos debe tener lugar un complejo proceso de
diferenciacion de 6rganos, y sugiere que estas estructuras posiblemente juegan un papel
central en la ontogenia de las flores de guisante (Figura 17C). Finalmente, mientras que en

el desarrollo de las flores de Arabidopsis y Antirrhinum el primordio del carpelo es el ultimo
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en iniciarse, en guisante este primordio comienza a formarse al mismo tiempo que los
primordios comunes, antes de la diferenciacién de los primordios de pétalos y estambres
(Figura 17B).

Antirrhinum

Arabidopsis Fayn

PEGIE P

Figura 16. Esquema comparativo del desarrollo floral de Antirrhinum, Arabidopsis y
guisante. La formacion de los primordios comunes, de los que mas tarde se diferencian los
primordios de pétalos y estambres, asi como la iniciaciéon temprana del carpelo, son las diferencias
principales entre el desarrollo de los meristemos florales de guisante frente al de Arabidopsis y
Antirrhinum. F: Meristemo floral; S: Sépalo; PC: Primordio comun; P: Pétalo; E: Estambre; C: Carpelo.

Se han caracterizado diversos mutantes de guisante que afectan al desarrollo de los
6rganos florales; entre éstos se encuentran los mutantes stamina pistilloida (stp, Gottschalk,
1963; Monti y Devreux, 1969), 94A (stpr, Gottschalk, 1975) y petalosus (pe, Nilsson,1932).

En los mutantes severos stp-2 y stp-4 se observa una transformacién completa de los
pétalos en sépalos y de los estambres en carpelos (Ferrandiz et al., 1999; Taylor et al.,
2001). La produccion ocasional de flores secundarias o de orden superior en las axilas de
los 6rganos del segundo verticilo de estos mutantes sugiere, ademas, un papel de este gen
en la especificacion del meristemo floral (Ferrandiz et al., 1999). Los analisis de la ontogenia
de las flores del mutante stp-2 sugieren que STP podria estar implicado en el control de la

identidad y la determinacién de los primordios comunes y/o del meristemo floral
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(Ferrandiz et al., 1999). Recientemente se ha identificado a STP como el értologo de
guisante de los genes FIM y UFO, de Arabidopsis y Antirrhinum, respectivamente (Taylor et
al., 2001); estos genes son reguladores positivos de la funcién B (Parcy et al., 1998).

El fenotipo causado por la mutacion stpr es similar al provocado por mutaciones débiles
en STP, sin embargo, las mutaciones stp no son alélicas a stpr. En el doble mutante stpr
stp-1 las flores muestran un fenotipo sinérgico, lo que sugiere una accién conjunta de ambos
genes en la regulacion y/o especificacion de la funciéon B. Por otra parte, no parece que
STPR tenga una funcién en la determinacién del meristemo floral (Navarro, 2001).

Las flores del mutante petalosus (pe) presentan un incremento en el nimero de pétalos y
expansiones petaloides en los estambres, asi como una pérdida de la determinacion central
del meristemo floral, un fenotipo que se asemeja al de los mutantes de clase C de
Arabidopsis y Antirrhinum (Ferrandiz et al., 1999; Nilsson, 1932). PE juega un papel
fundamental para la correcta diferenciacion y determinacién de los primordios comunes,

aunqgue no es esencial para su iniciacion (Ferrandiz et al., 1999).

Figura 17. La flor de guisante de fenotipo silvestre. (A) Flor de guisante (cv. Alaska) en el dia de
antesis, en la que estan indicadas las posiciones adaxial (Ad) y abaxial (Ab); en este cultivar el
meristemo inflorescente secundario (l,) sélo produce una flor y acaba diferenciandose en un érgano
residual (punta de flecha). |y meristemo inflorescente primario. (B) Yema floral de guisante en el
estadio 4 de desarrollo, en el que se observan los cuatro primordios comunes formados entre los
primordios de sépalos (S) y el de carpelo (C), asi como el adelanto en el desarrollo de los 6rganos
abaxiales frente a los adaxiales. Pcad: Primordio comun abaxial. El asterisco indica la posicion
abaxial. La barra de escala representa 100 um. (C) Esquema del meristemo floral de guisante
mostrando los dominios que daran lugar a los distintos érganos florales. La gradacion de color de mas
oscuro a mas claro representa en cada verticilo el orden de iniciacién de los primordios de érganos
florales. Vx: Vexillum (Estandarte); A: Alae (Alas); K: Killa (Quilla); Es: Estambre antesépalo; Ep:
Estambre antepétalo. (Tomado de Ferrandiz et al., 1999).

4. ANTECEDENTES

Con el fin de estudiar los procesos de la iniciacion y del desarrollo floral en guisante, en

nuestro laboratorio se han seguido dos aproximaciones: 1) la caracterizacion de mutaciones
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homeodticas que afectan al desarrollo de la flor y 2) el aislamiento y la caracterizacién de una
coleccion de genes de la familia MADS, potencialmente implicados en dicho proceso.

En relacion al primer punto, inicialmente se realizé un analisis detallado de la ontogenia
de la flor de guisante en los estadios mas tempranos de su desarrollo, mediante SEM, lo que
permitié establecer distintos marcadores morfolégicos que han sido de gran utilidad para
llevar a cabo la caracterizacién en detalle del fenotipo de dichos mutantes. Entre los
mutantes simples caracterizados en nuestro laboratorio (Beltran et al., 1996; Ferrandiz,
1996; Ferrandiz et al., 1999; Navarro 2001) se encuentran: stp-1 y stp-2, (Gottschalk, 1963;
Monti y Devreux, 1969), pe (Nilsson, 1932), cc (Gottschalk, 1967), stpr (Gottschalk, 1975) y
brac (Gottschalk, 1964). En este sentido, también se ha llevado a cabo el estudio de las
interacciones genéticas entre éstas y otras mutaciones que también afectan a los procesos
de iniciacion y desarrollo floral, mediante la caracterizacion fenotipica de dobles mutantes
(Ferrandiz, 1996; Navarro, 2001).

Por otra parte, se ha llevado a cabo el aislamiento y la caracterizacion de ocho genes de
la familia MADS de guisante (Ferrandiz, 1996; Navarro, 2001). Entre los genes aislados, dos
se expresan tanto en dérganos vegetativos como en florales (PEAM2 y PEAM3 - por Pea
MADS 2y Pea MADS 3), mientras que los otros seis son de expresién especifica en flores
(PEAM1, PEAM4, PEAMS, PEAM6, PEAM7 y PEAMS8)

PEAM2 y PEAM3 presentan homologia de secuencia con genes del grupo AP1/AGL9.
Como se ha dicho anteriormente, ambos se expresan en 6rganos vegetativos y florales,
aunque sus patrones de expresion son diferentes. PEAM2 se expresa en todos los érganos
de la planta analizados, incluida la raiz, y durante todo el desarrollo de la flor, mientras que
PEAMS3 s6lo se expresa en los 6rganos vegetativos aéreos y en flores.

PEAM1 presenta un alto nivel de homologia de secuencia con genes de identidad de
organo floral de clase B del grupo GLO (Theifen et al., 2000) como PISTILLATA (Pl) y
GLOBOSA (GLO), de Arabidopsis y Antirrhinum, respectivamente. El estudio de expresion
de PEAM1 (Ferrandiz, 1996; Navarro, 2001) mostr6 que su mensajero se localiza
fundamentalmente en la flor, comenzando a detectarse en el estadio 3 de su desarrollo, en
el grupo de células que dara lugar a los primordios comunes, de los que se diferencian los
primordios de pétalos y estambres. En flores maduras, su expresién queda restringida a
pétalos y estambres. También se ha detectado la expresion de PEAM1 en yemas
vegetativas jovenes, aunque en estos 6rganos la expresién es mas débil que en flores. Los
datos de homologia de secuencia y patron de expresion sugieren, por tanto, una posible
relacion funcional entre PEAM1 y los genes de identidad de érgano floral de clase B.

PEAMA4 presenta homologia a los genes pertenecientes a la subfamilia SQUA (Theipen et
al., 2000). En esta subfamilia, PEAM4 se agrupa junto con SQUA, de Antirrhinumy AP1y
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CAL, de Arabidopsis. Un analisis detallado de la expresion espacial de PEAM4 durante el
desarrollo de la flor de guisante, mediante hibridacién de mRNA in situ (Berbel et al., 2001;
Navarro, 2001), mostré que este gen comienza a expresarse en el meristemo floral desde
estadios muy tempranos del desarrollo, tan pronto como comienza a formarse el meristemo
floral a partir del meristemo inflorescente secundario; poco después su senal desaparece de
la region central del meristemo floral y su expresién se detecta en los primordios de los
sépalos y en la regién del primordio comun que dara lugar a los primordios de pétalos;
finalmente la expresion de PEAM4 permanece restringida a sépalos, pétalos, receptaculo
floral y pedicelo. Un patrén similar de expresion ha sido descrito para AP71 y para SQUA
(Huijser et al., 1992; Mandel et al., 1992b).

PEAMS5 presenta homologia de secuencia con genes del grupo AP1/AGL9 y se expresa
de manera especifica en los primeros estadios del desarrollo de la flor.

PEAM6 presenta homologia de secuencia con los genes SEPALLATA1 (SEP1) y
SEPALLATAZ2 (SEP2) de Arabidopsis (previamente denominados AGL2 y AGL4, Ma et al.,
1991). Existen datos que sugieren una correlacion del gen PEAM6 con el mutante
vegetative1 (veg1, Gottschalk, 1979; Reid y Murfet, 1984), que nunca florece bajo ninguna
de las condiciones testadas y en el que todas las inflorescencias laterales son reemplazadas
por ramas laterales vegetativas. El gen PEAM6 se localiza al final del cromosoma 5, en la
misma posicién que la mutacién veg? y, ademas, esta deleccionado del genoma de este
mutante. El estudio de expresion de PEAM6 (Ferrandiz, 1996; Navarro, 2001) mostré que
ésta es especifica de meristemos florales. PEAM6 se expresa de manera uniforme en el
meristemo floral desde estadios muy tempranos de su desarrollo (estadio 2), cuando éste
comienza a formarse a partir del meristemo inflorescente secundario; posteriormente, la
expresion de PEAM6 se mantiene uniforme en todos los primordios de 6rganos florales en
desarrollo. Finalmente, la expresién de PEAM6 disminuye gradualmente en los primordios
de sépalos, a partir del estadio 4, y en flores maduras su expresién se detecta en pétalos,
filamentos de estambres y carpelo, acumulandose principalmente en los 6vulos. La posible
correlacion de PEAMG6 con el mutante veg1, asi como su expresion especifica y temprana
en los meristemos florales, sugiere la posibilidad de que este gen juege un papel en el

control de la iniciacion floral en guisante.
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5. OBJETIVOS

El guisante es una especie de interés agronédmico que ha sido objeto de numerosos trabajos
experimentales de tipo fisioldgico, bioquimico y genético. Largos afos de trabajo han
conducido a la disponibilidad de una amplia colecciéon de mutantes de esta planta afectados
en diferentes aspectos del proceso de la floracién y a la elaboracién de modelos genéticos
que tratan de explicar cobmo tiene lugar la regulacion del mismo. Existen, sin embargo,
numerosas lagunas en la comprension de los mecanismos moleculares que gobiernan las
distintas etapas de este proceso en guisante y, en particular, la formacion de los meristemos
inflorescentes y florales, y el desarrollo floral (Ferrandiz et al., 1999; Reid et al., 1996; Weller
et al., 1997b).

Como se ha comentado anteriormente, los estudios llevados a cabo por nuestro grupo
sobre este tema han tenido como resultado el aislamiento y la caracterizacion de varios
genes de la familia MADS de guisante. Se ha insistido especialmente en tratar de entender
el posible papel de estos genes en el control de la iniciacion y el desarrollo floral de
guisante, intentando asociarlos con algunas de las mutaciones descritas. A partir de datos
de homologia de secuencia y del patrén de expresion de estos genes se han formulado
hipétesis tentativas sobre sus posibles funciones en guisante (Ferrandiz, 1996; Navarro,
2001). Sin embargo, la falta de un sistema eficaz de transformacién para esta planta, que
permita testar la capacidad de estos genes de complementar mutaciones, o analizar el
fenotipo resultante de modificar su expresion, ha dificultado seriamente la asignacion de
funciones a los genes aislados.

Con el fin de profundizar en la caracterizacion de los genes MADS de guisante aislados

en nuestro laboratorio nos hemos planteado los siguientes objetivos para este trabajo:

PRIMERO.- Llevar a cabo un estudio sobre la funcién de los genes MADS de guisante
PEAM1, PEAM4 y PEAMG6 mediante dos tipos de abordajes, alternativos a la transformacion
de guisante: (i) analizando el fenotipo resultante de su expresidon constitutiva en plantas
silvestres de los sistemas heterélogos Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum vy (ii)
ensayando la capacidad de los genes PEAM4 y PEAM1 de complementar mutantes de

Arabidopsis de clase A y B, respectivamente.

SEGUNDO.- Utilizar la tecnologia del doble hibrido en levaduras para: (i) identificar
proteinas que interaccionan con los productos de los genes MADS PEAM4 y PEAMS6, con el
fin de diseccionar el circuito de interacciones que tienen lugar entre los genes implicados en

el proceso de la floracion de guisante, y (ii) testar la interaccién entre las proteinas PEAM4 y
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PEAMSG6, cuyos patrones de expresion se solapan y que parecen estar implicadas en la

iniciacion floral de guisante.
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1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. MATERIAL VEGETAL

En la tabla 3 se muestran las distintas lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas en este

trabajo.

Tabla 3. Genotipos, ecotipos y procedencia de las plantas de Arabidopsis utilizadas en este

trabajo.
Genotipo Ecotipo Procedencia Uso
WT Columbia (Col) Expresion constitutiva
WT Landsberg erecta (Ler) Expresion constitutiva
ap1-1 Landsberg erecta (Ler) Nottingham Arabidopsis Complementacion

35S::AP1 ap1-1 Landsberg erecta (Ler)

pi-1 Landsberg erecta (Ler)
ap3-1 Landsberg erecta (Ler)
ap3-3 Landsberg erecta (Ler)

stock centre

Laboratorio de M. Yanofsky
Nottingham Arabidopsis
stock centre

Nottingham Arabidopsis
stock centre

Nottingham Arabidopsis
stock centre

Complementacion

Complementacion

Complementacion

Complementacion

Las plantas de Nicotiana tabacum utilizadas en este trabajo corresponden al cv. Petite

Havana SR1.

Las muestras de los tejidos vegetales utilizadas para la extraccion de acidos nucléicos se

recogieron directamente de la planta, se congelaron inmediatamente en nitrdgeno liquido y

se almacenaron a —80°C hasta su posterior utilizacion. Las muestras destinadas a estudios

de microscopia se fijaron para ser procesadas posteriormente, segin se indica en el

apartado 2.

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 iluminacion
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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 eran de 16 h de luz y 8 h de oscuridad (dia
largo, DL); las condiciones de fotoperiodo no inductivo fueron de 8 h de luz y 16 h de
oscuridad (dia corto, DC).

Las semillas de los distintos genotipos se sembraron en macetas de plastico de 11 6 13
cm de diametro, para cultivos de DL o DC, respectivamente, en una mezcla de
turba:perlita:vermiculita (1:1:1), previamente esterilizada a 1 atmdsfera de presion 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 solucion
Hoagland n°1, 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 agujere6 el
plastico en distintos puntos de la bandeja, y el numero y tamano de los agujeros se fue
aumentando progresivamente hasta que, al cabo de dos o tres dias se eliminé por completo
el plastico. Habitualmente se cultivd un total de unas 15 plantas por maceta, bajo

condiciones de LD, y de 7, bajo condiciones de DC.

1.1.1.2. Cultivo de Arabidopsis thaliana en cajas de Petri

El cultivo in vitro de Arabidopsis en cajas de Petri, se realizé 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 1’5 min, en etanol 70% (v/v) v,
posteriormente, durante 7 min, en una solucioén de lejia comercial al 30% (v/v) y 0°02% Triton
X-100 (v/v); inmediatamente después 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
cajas de Petri de 15 cm de diametro (30 mg de semillas, que equivale a unas 1500, en cada
caja) que contenian medio de seleccion con kanamicina [2'2 g/l sales MS (Duchefa), 20 g/l
sacarosa, 01 g/l MES pH 59, 0'6% agar (Pronadisa), 50 mg/l kanamicina, 300 mg/l
timentina] usando agar semisodlido (2’2 g/l sales MS (Duchefa), 20 g/l sacarosa, 0’1 g/l MES

pH 5’9, 0'4% agar) para extender las semillas. Las cajas con las semillas se almacenaron
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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 cajas 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. Para el
analisis de segregacion de las lineas transgénicas las semillas, tras su esterilizacion, se
sembraron individualmente, con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril, en cajas de Petri de

9 cm de diametro (40 semillas/placa) que contenian medio de seleccion con kanamicina.

1.1.1.3. Cultivo de Nicotiana tabacum en macetas

Las plantas de tabaco se cultivaron individualmente en macetas de plastico de 13 cm de
diametro que contenian una mezcla de turba:vermiculita (1:1), previamente esterilizada, en
una cabina de invernadero bajo condiciones controladas, con una temperatura de 24°C
durante el dia y 18°C durante la noche. La luz natural se suplementé con luz artificial,
mediante lamparas de vapor de mercurio de 400W [Phillips HDK/400 HPI (R)N], para
mantener un fotoperiodo de dia largo (16 h de luz y 8 h de oscuridad). El riego utilizado
consistid en solucion Hoagland n°1, suplementada con oligoelementos (Hewit, 1966),
aportada mediante un sistema de riego por goteo automatizado durante 2 min cuatro veces

al dia.

1.1.1.4. Cultivo de Nicotiana tabacum en cajas de Petri

El cultivo in vitro de tabaco se realizé en cabinas con temperatura constante de 25° C, bajo
condiciones de fotoperiodo de dia largo (16 h de luz y 8 h de oscuridad), con una intensidad
de luz de 90 uE m? s? suministrada por tubos fluorescentes de luz tipo Grolux 36W
(Sylvania). Las semillas se esterilizaron durante 5 min en una solucion de 15% lejia (v/v),
0'02% tritdbn X-100 (v/v) y posteriormente se lavaron 5 veces con agua Mili-Q estéril en la
campana de flujo laminar. Las semillas asi procesadas, se sembraron, una a una, en cajas
de Petri de 9 cm de diametro que contenian medio de seleccién con kanamicina cuya
composicion es 4’4 g/l sales MS (Duchefa), 30 g/l sacarosa, 0’1 g/l MES pH 5’9, 3’5 g/l
phytagel (Sigma), 300 mg/I kanamicina.

Las plantas destinadas a el analisis fenotipico, cuyo cultivo se habia iniciado mediante su
siembra en cajas de Petri, fueron posteriormente transplantadas a alveolos de plastico de

6’5 x 6’5 x 5 cm con una mezcla de turba:vermiculita (1:1) previamente esterilizada. Estos
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cultivos permanecieron cubiertos con un plastico transparente, en el que progresivamente se
fueron haciendo agujeros a fin de evitar una excesiva condensacién de agua, durante 9
dias; tras el periodo de aclimatacion, las plantulas se transplantaron a macetas individuales,
donde se cultivaron en cabinas en invernadero bajo condiciones controladas de temperatura

y fotoperiodo, como se describe en el apartado 1.1.1.3.

1.1.2. FERTILIZACION CRUZADA

En algunos casos se ha realizado la fertilizacion cruzada de plantas de Arabidopsis y de
tabaco. En Arabidopsis se ha utilizado para la obtencién de dobles hemizigotos expresando
constitutivamente dos genes MADS-box de guisante, a partir de plantas homozigotas para
cada transgén y para la complementacién de los mutantes pi-1, ap3-1 y ap3-3. En tabaco,
se ha utilizado para mantener lineas transgénicas estériles en hemizigosis.

El procedimiento para cruzar plantas de ambas especies consiste en emascular la flor
receptora (madre) antes de la antesis, ya que en este estadio los estambres aun son
inmaduros. La polinizacion de la flor emasculada se lleva a cabo aplicando directamente el
polen de la flor donadora (estadio en que las anteras estan dehiscentes) sobre el estigma de
la flor madre. Para la complementacion de los mutantes de Arabidopsis mencionados arriba,
no fue necesaria la emasculacion de la flor receptora ya que en estos mutantes las flores

carecen de estambres.

1.2. MICROORGANISMOS

1.2.1. CEPAS BACTERIANAS

En este trabajo se han utilizado las cepas bacterianas que se detallan en la tabla 4.

Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa Referencial/origen Uso

DH5a (E. coli) Hanahan (1983) Transformacion de bacterias
TOP10 (E. coli) Invitrogen Transformacion de bacterias
ElectroMAx DH10B™ (E. coli) Life technologies Transformacion de bacterias
C58 pMP90 (A. tumefaciens) Koncz y Schell (1986) Transformacion de plantas
LBA4404 (A. tumefaciens) Hoekema et al., (1983) 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 5.

Tabla 5. Cepas de levadura utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo® Delator(es)b Referencias

AH109  MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3- HIS3, ADE2, lacZ James et al., (1996);
200, gal44, gal80A, LYS2::GAL 1 as- (o MEL1)
GAL11a1a-HIS3, GAL2ss-GAL27p1p-ADE2,
URA3::MEL1yas-MEL 11p7p-lacZ

Y190 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-  HIS3, lacZ (o MEL1) Harper et al., (1993);

A. Holtz, no
publicado

801, trp1-901, leu2-3, 112, gald4A, gal804, Flick y Johnston
cyh'2, LYS2::GAL1yas-HIS3aTa-HIS3, (1990)
MEL1 URA3::GAL1 yas-GAL11pata-lacZ

Hf7c MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2- HIS3, lacZ Feilotter et al., (1994)

801, trp1-901, leu2-3, 112, gal4-542, gal80-
538, LYS2::GAL 1 ps-GAL17aTA-HIS3,
URA3::GAL417.mers(x3)-C YCrata-lacZ
SFY156 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-  lacZ Harper et al., (1993)
801, trp1-901, leu2-3, 112, can’ gal4-542,
gal80-538, URA3::GAL1yas-GAL Trata-lacZ

@ Las mutaciones trp1, his3, gal4 y gal80 son causadas por deleccion; leu2-3, 112 es una mutacién
doble. El gen LYS2 no es funcional en la cepa Hf7c.
® Genes marcadores que estan integrados en el genoma de la levadura: /acZ codifica para la -
galactosidasa; HIS3 confiere prototrofia para la Histidina (His); MEL1 codifica para la a-galactosidasa;
ADE?2 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).
lys2-801: requiere lisina (Lys) en el medio para crecer (es un Lys auxotrofo).
gal4-542 o gal4A: deficiente en la regulacion de los genes que metabolizan la galactosa (Flick y
Johnston, 1990; Johnston et al., 1994).
gal80-538: deficiente en la regulacion de los genes que metabolizan la galactosa (genes GAL se
expresan constitutivamente).

cyh'2: resistente a cicloheximida

Para realizar los rastreos de una genoteca de cDNA de guisante, clonada en el dominio

de activacion del plasmido pACT2, con los productos de genes MADS-box de guisante como
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cebo, se han usado las cepas AH109, Y190 y Hf7c; todas ellas contienen al menos dos
genes delatores (lacZ y HIS3).

Para ensayar la interaccion de dos proteinas conocidas en un ensayo de doble hibrido se
utilizaron las cepas AH109, Y190 y la SFY526.

Debido a las diferencias en los promotores fusionados al gen lacZ, se dan distintos
niveles de expresidbn de este gen delator en las distintas cepas bajo condiciones
equivalentes de induccién por una interaccion positiva: la cepa Y190 exhibe un nivel mas
alto de induccion de la pB-galactosidasa que la Hf7c y la AH109; esto reduce el numero de
falsos positivos para esta cepa en los ensayo de interaccion del doble hibrido. La razén es
que el gen delator lacZ en la cepa Y190 esta bajo el control de la secuencia GAL1 UAS
intacta mientras que en las cepas Hf7c y AH109, la expresién de lacZ esta dirigida por una
secuencia consenso UASg 17-mer y por una MEL1 UAS, respectivamente, ambas mas
débiles. La cepa SFY526 soélo tiene como gen delator el gen lacZ; esta cepa exhibe un nivel
alto de induccion de la B-galactosidasa, aproximadamente igual al de la cepa Y190 en un
ensayo positivo de interaccién de doble hibrido. Los niveles relativos de -galactosidasa en
las distintas cepas usadas son, por tanto: Y190=SFY526>AH109>Hf7c.

En ausencia de induccién por interaccion positiva se da una expresion rezumante del gen
HIS3 (crecimiento de fondo de la cepa); también existen diferencias entre las distintas cepas
respecto a los niveles de expresion basal del gen HIS3. Para disminuir el fondo de
crecimiento de las cepas en un medio SD sin His se usa el 3-AT (3-amino-1,2,4-triazole),
inhibidor competitivo de la actividad de la proteina de levadura HIS3 (His3p) (Durfee et al.,
1993; Fields, 1993). La expresiéon basal del gen HIS3 es muy alta en la cepa Y190 vy, en
ausencia de 3-AT, crece normalmente en un medio SD/-His; para suprimir el fondo de
crecimiento de la cepa Y190 se requieren concentraciones 25-60 mM 3-AT. La desventaja
de esta cepa es que al usar concentraciones elevadas del inhibidor en el medio de seleccion
pueden no detectarse las interacciones débiles del doble hibrido. La cepa Hf7c es
ligeramente rezumante para la expresion del gen HIS3 y, en ausencia de 3-AT, crece
lentamente en un medio SD/-His; para suprimir el fondo de crecimiento de la cepa Hf7c se
requieren concentraciones 5-15 mM 3-AT y proporciona un rastreo mucho mas sensible a la
HIS3, sin que se pierda la deteccion de las interacciones débiles del doble hibrido.

La utilizacién de la cepa AH109, derivada de la cepa PJ69-2A, reduce el numero de
falsos positivos por usar tres genes delatores-ADE2, HIS3, y MEL1 (o lacZ) bajo el control
de promotores con distintas secuencias de reconocimiento para GAL4 y diferentes cajas
TATA. Estos promotores producen respuestas a GAL4 fuertes y especificas. El gen delator
ADE?2 proporciona una seleccién nutricional fuerte. Ademas, en principio, la cepa AH109 no

es rezumante para la expresioén del gen HIS3 y no requiere 3-AT.
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Tabla 6. Promotores usados para regular la expresiéon de los genes delatores en las distintas
cepas de levadura.

Regulacion de UAS Nivel de expresion®

Cepa Gen delator Origen de UAS por inducido (no inducido)
Hf7c lacZ UASG 17-mer GAL4 Bajo

HIS3 GAL1 GAL4 Alto (ligeramente rezumante)
Y190 lacZ GAL1 GAL4 Alto

HIS3 GAL1 GAL4 Alto (rezumante)
SFY526 lacZ GAL1 GAL4 Alto
AH109 HIS3 GAL1 GAL4 Alto (no rezumante)

ADE2 GAL2 GAL4 Alto

lacZ MEL1 GAL4 Bajo

# Nivel de expresion cuando es inducido por una interaccion positiva en el doble hibrido;
“rezumante” “no rezumante” o “ligeramente rezumante” se refiere a los niveles de expresion en
ausencia de induccién.

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 y A. tumefaciens
en cajas con medio solido 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 incubaron toda la noche a 30°C
y con agitacion de 250 rpm. Los cultivos en cajas con medio sélido se incubaron de tres a

cinco dias en estufa a 30°C.

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% NacCl, pH
7°0; cuando se utilizé el medio solido éste se solidificaba mediante la adiciéon de 1'5% agar
(Pronadisa).
- SOC (Hanahan’s SOC medium): 2% triptona, 0’5% extracto de levadura, 10 mM NacCl, 2’5
mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,y 20 mM de glucosa.

Los medios utilizados para el crecimiento de los cultivos de levadura fueron:
- YPD, medio de crecimiento general sin seleccién: 2% Difco peptona, 1% extracto de

levadura. Cuando se utilizé el medio sdlido éste se solidificaba mediante la adicion de 2%

67



Materiales y Métodos

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 anadia glucosa al 2% (50 ml de una solucién
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 afiadia 15 ml de una
solucion stock de adenina al 0°2% (concentracién 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 nucledtidos). Uno o mas nutrientes esenciales se omitian para
seleccionar los transformantes portando el gen nutricional correspondiente. Se afadian 6’7
g/l de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos y 2% agar (Pronadisa, para cajas). 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 40%), 100 ml de la solucién estéril 10x
dropout y 1 M de 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) a una concentracién que depende de la cepa
de levadura.

La solucién 10x Dropout (DO): en las soluciones 10x dropout se omitian uno o mas de los
siguientes componentes nutricionales. 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.

Concentracién (10x)

L-Isoleucina 300 mg/I
L-Valina 1500 mg/|
L-Adenina 200 mg/I
L-Arginina HCI 200 mg/I
L-Histidina 200 mg/I
L-Leucina 1000 mg/I
L-Lisina (HCI) 300 mg/I
L-Metionina 200 mg/I
L-Fenilalanina 500 mg/I
L-Treonina 2000 mg/I
L-Triptoéfano 200 mg/I
L-Tirosina 300 mg/I
L-Uracilo 200 mg/I
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2. PREPARACION DE MUESTRAS VEGETALES PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE BARRIDO (SEM)

2.1. FIJACION

Las muestras vegetales se fijaron introduciéndolas en p-formaldehido al 4% (p/v) en 1x PBS
pH 7, inmediatamente después de su recoleccién. Posteriormente, fueron sometidas a dos o
tres pulsos de vacio, de 3 min cada uno, se les cambié 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
lavaron 2 veces con 1x PBS y 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.

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 atmésfera de argén 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
electrénico de barrido JEOL JSM-5410 operando bajo las condiciones de microanalisis de

10 kV y distancia de trabajo de 25 mm.

3. VECTORES PLASMIDICOS

Las clonaciones se hicieron en diferentes plasmidos en funcion de la procedencia de los
fragmentos de DNA y de los fines requeridos (Tabla 7).

Los productos de PCR se clonaron en el plasmido pGEM-T Easy, que contiene un sitio
de clonacion especifico para productos de PCR con una adenina libre en los extremos 3’.

El plasmido binario, pBINJITG0, se utilizdé para la obtencion de plantas transgénicas de

Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum mediante transformacion con Agrobacterium
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tumefaciens (apartado 6.). Se utilizd6 para llevar a cabo la expresién constitutiva de
PEAM1, PEAM4 y PEAMSG6 en plantas de estas dos especies. El plasmido pBINJIT60 esta
construido a partir del "casette" del plasmido pJIT60, que aporta el promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV) con el “enhancer” duplicado (2x358S), el sitio de
clonacion multiple del pUC9 y la secuencia de poliadenilaciéon del CaMV, [CaMV poli
(A)'] (Guerineau et al., 1992), extraido como fragmento Kpnl y Xhol, y subclonado en los
sitios Kpnl y Sall del plasmido binario pBin19. ElI pBIN19 contiene el gen NPTII, que
confiere resistencia a la kanamicina, fusionado al promotor y al terminador de la nopalina
sintetasa (pnos y tnos), incluido en el T-DNA (Bevan, 1984). El vector resultante pBINJIT
posee un tamafo de 13’2 kb aproximadamente y presenta como sitios Unicos de clonaje
Sall, BamHI y Smal.

Tabla 7. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Origen/referencia
pBIN-JIT60 Kan' Guerineau y Mulleneaux (1993)
pGEM-T Easy  Amp', lacZ, promotores T7 y SP6 Promega
pRL171 Amp', Cm' Elhai y Wolk (1988)
pACT2 Amp', LEU2, GAL 4 DNA-AD, P apn1, T apni, Lietal., (1994);

HA, NLS SV40 T-antigen, Col E1 oriy 2 p ori Sistema: GAL4 2H-2; (# U29899)
PGBKT7 Kan', TRP1, GAL 4 DNA-BD, P apn1, T 178 apH1, Louret et al., (1997);

P 17, c-Myc pUC oriy 2 p ori Sistema: GAL4 2H-3; (# K1612-1)

CLONTECH

Amp": Resistencia a ampicilina.

Kan": Resistencia a kanamicina.

Cm": Resistencia a cloramfenicol.

lacZ: region N-terminal del gen de la B-galactosidasa.

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).
TRP1y LEU: marcador nutricional para seleccién en levadura.

GAL4 DNA-BD: dominio de unién a DNA del activador transcripcional de levadura GAL4.

GAL4 DNA-AD: dominio de activacion del activador transcripcional de levadura GAL4.

P apn1: promotor constitutivo ADH1 para la expresion de la fusién proteica.

P r7:promotor para transcripcion y traduccién in vitro de la fusion proteica; también para secuenciar
T 17 & apn1: Senal de terminacion de la transcripcion.

HA: epitopo tag de la hemaglutinina, para la immunoprecipitacion de las fusiones proteicas.

C-Myc: epitopo tag, para la immunoprecipitaciéon de las fusiones proteicas.

F1 ori: origen de replicacion en bacteriéfago.

pUC ori y Col E1 ori: origen de replicacion en E. coli.

2 p ori: origen replicacion en S. cerevissiae.

NLS SV40 T-antigen: sefial de localizacion nuclear del antigeno T del virus SV40.

CYH2%: confiere sensibilidad de la levadura transformada a la cicloheximida.
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El plasmido pRL171, que tiene un sitio de clonaje multiple simétrico, se utilizé para la
adicién de sitios de restriccidon en los extremos de los cDNAs (PEAM1, PEAM4 y PEAMG6) y
permitir asi su posterior clonacién en el plasmido binario pBINJIT60.

Para los experimentos de doble hibrido se utilizaron los siguientes plasmidos:

El plasmido pGBKT7 DNA-BD se utilizd6 para generar fusiones de una proteina diana al
dominio de unién a DNA del activador transcripcional GAL4; esta construccion hibrida se
utilizé como cebo en el rastreo de una genoteca de cDNA (de apices florales de guisante de
la variedad Viktoria) clonada en el vector pACT2 DNA-AD para la identificacion de proteinas
que interaccionan con la proteina cebo y también para testar la interaccidn de esta proteina
diana con otra proteina ya conocida.

El plasmido pACT2 DNA-AD fue usado para generar fusiones de una proteina
previamente conocida (para el ensayo de interaccién proteina-proteina) o de una coleccion
de proteinas desconocidas (genoteca), al dominio de activacion del activador transcripcional
GALA4.

4. TRANSFORMACION DE BACTERIAS

Las cepas de Escherichia coli que se emplearon en las transformaciones fueron DH5a,
DH10B y Top10. Para la transformacion de plantas de Arabidopsis thaliana y Nicotiana
tabacum se utilizaron las cepas de Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90 (C58) y

LBA4404, respectivamente.

41. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES Y METODOS DE
TRANSFORMACION

4.1.1. TRANSFORMACION MEDIANTE CHOQUE TERMICO

Tras descongelar en hielo una alicuota de 100 ul de células competentes preparadas en
tampén RF2, con cloruro de rubidio (Sambrook et al., 1989), se anadié una alicuota del
vector transformante (5 pl del vector en 20 ul de RF2) y se incubd en hielo 30 min.
Transcurrido este tiempo se calentaron a 42°C durante 90 s y se enfriaron inmediatamente
en hielo durante 5 min. Después, del choque térmico se les anadié 1 ml de LB o de SOC y
se incubaron 1 h'y 15 min a 37°C y con agitacion de 200 rpm antes de sembrarlas en cajas

de medio de seleccion.
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4.1.2. TRANSFORMACION POR ELECTROPORACION

La preparaciéon de células competentes para su transformacién mediante electroporacion se
llevé a cabo segun los protocolos descritos en el catalogo Pulse controller, Accessory for
bacterial and fungal electro-transformation (BioRad), en el caso de E. coli, y segun Wen-jun
y Forde (1989) en el caso de A. tumefaciens. Tras descongelar en hielo una alicuota de 40
ul de células competentes preparadas mediante sucesivos lavados de glicerol, se afiadié 1
ul 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 electroporacién 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 adiciond 1 ml de LB o de SOC y se incub6 1 h'y 15 min a 37°C y 200 rpm para
E. coliy 3 h a28°Cy 200 rpm para A. tumefaciens.

4.2. SELECCION DE RECOMBINANTES BACTERIANOS

La seleccion de recombinantes se llevd a cabo mediante la siembra de las células
bacterianas transformadas en cajas de 9 cm de diametro con medio sélido LB suplementado
con el antibiético al cual el plasmido en uso conferia resistencia; en los casos en que el
vector permitia la seleccién por color, por contener parte de gen de la B-galactosidasa, se
afiadieron 40 ul (25 mg/ml) de IPTG y 25 ul (20 mg/ml) de X-Gal al medio de cultivo sélido.
En la tabla 8 se muestran los antibiéticos utilizados para la seleccion de recombinantes

bacterianos y las concentraciones a las que se usaban.

Tabla 8. Antibiéticos y sus concentraciones utilizadas.

Antibiético Concentracién
Ampicilina 60-100 pg/ul para E. coli
Kanamicina 25 pg/ul para E. coli
50 pg/ul para A. tumefaciens
Tetraciclina 5 ng/yl para E. coli y para A.
tumefaciens
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5. TRANSFORMACION DE LEVADURAS

5.1. METODOS DE TRANSFORMACION DE LEVADURAS

Para la transformacion de levaduras se ha utilizado el método del acetato de litio (AcLi) (lto
et al., 1983) con las modificaciones de Hill et al., (1991), Gietz et al., (1992) y Schiestl y
Gietz (1989),

Todas las cotransformaciones realizadas en este trabajo se han llevado a cabo de
manera secuencial: primero la transformacion de la levadura con GAL 4 DNA-BD/proteina X
(o cebo) y, posteriormente, la transformaciéon con GAL4 AD/proteina Y o con GAL4
AD/genoteca. Para las transformaciones se han utilizado dos protocolo distintos, a pequefia

y gran escala, que se describen a continuacioén.

5.1.1. TRANSFORMACION DE LEVADURAS A PEQUENA ESCALA

El protocolo de transformacion a pequena escala se ha utilizado para:
- verificar que las proteinas de fusion DNA-BD/proteina X y GAL4 AD /proteina Y, no
activan de manera auténoma los genes delatores.
- transformacion con GAL4 DNA-BD/proteina X como primer paso de la
transformacion secuencial.
- cotransformacion secuencial de los dos tipos de plasmidos hibridos GAL4 DNA-
BD/proteina X y GAL4 AD/proteina Y, para testar su interaccion en un ensayo de
doble hibrido.

Basicamente la transformacion de levadura a pequeia escala se realiza de la siguiente
manera: se inoculan 10 ml de medio YPD(YPDA) 6 SD/-Trp (transformacién secuencial) con
200 pl de un precultivo de 4 ml del mismo medio, cultivado toda la noche a 30°C con
agitacioén, inoculado a partir de una colonia aislada de 3 mm de diametro. Se deja crecer el
cultivo de 10 ml hasta que la DOgq esté entre 0'5-0'6. Una vez alcanzada esta DO, se
centrifuga la suspension celular a 4000 rpm 15 min, se descarta el sobrenadante y el
sedimento se resuspende en 10 ml de H,0; se vuelven a centrifugar las células a 4000 rpm 5
min, se descarta el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 5 ml de una solucion 1x
TE/AcLi [(10x TE: 0'1M Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7’5), (10x AcLi:1 M acetato de litio)]; se
centrifugan las células a 4000 rpm 5 min, se descarta el sobrenadante y se resuspende el
sedimento en 2’5 ml de una solucion 1x TE/AcLi. Se repite el lavado anterior y se
resuspender finalmente el sedimento en 500 pul 1x TE/AcLi. Para cada reaccion de

transformacién se afiaden: 100 pl de las células competentes de la levadura, 100 ng del
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DNA de la construccién con la que se va a transformar, 10 ul de DNA "portador" (Sigma-
D1626 Type lll Sodium from Salmon Testes, 10 mg/ml) preparado segun Schiestl y Gietz
(1989), 12 ul de DMSO y 600 ul de una solucion PEG/TE/AcLi (40%/1x/1x). Se agita el tubo
con la mezcla de reaccion y se incuba 30 min a 30°C y 15 min a 42°C. La suspension celular
se centrifuga a 4000 rpm 5 min, y el sedimento de células se resuspende en 250 ul de 1x

TE. La seleccién de los recombinantes de levadura se describe en el apartado 5.2.

5.1.2. TRANSFORMACION DE LEVADURAS A GRAN ESCALA

El protocolo de transformacion de las levaduras con la genoteca de cDNA (a gran escala),
es basicamente como el que se describe arriba, aunque presenta algunas modificaciones
que se detallan a continuacion. En este caso, se utiliza un precultivo de la levadura que
contiene el cebo, crecido durante toda la noche en SD/-Trp a 30°C, para inocular 500 ml de
medio SD/-Trp de manera que se alcance una DOgq inicial de 0’1, y este cultivo se incuba
nuevamente hasta alcanzar una DOgyg de 04, momento en el que se somete a
centrifugacién. El sedimento obtenido se lava con agua dos veces consecutivas
(resuspendiendo primero en 250 ml y la segunda vez en 100 ml) y 5 veces con 1x TE/AcLi,
resuspendiendo finalmente las células en 2 ml de H,O que seran utilizados en 10 reacciones
de transformacién cada una de las cuales contiene: 200 ul de células competentes de la
levadura, 10 ug de DNA de la genoteca, 100 ul del DNA "portador”, 32 ul de DMSO y 1’5 ml
de una solucién PEG/TE/AcLi (40%/1x/1x). Las mezclas de reaccién se incuban 30 min a
30°C y 15 min a 42 °C. Pasado este tiempo, todas las reacciones se mezclan en un mismo
tubo y se anota el volumen final resultante (v1, dato necesario para estimar la eficiencia de
la transformacion). Para determinar la eficiencia de la transformacion, se utilizan 100 pul de la
mezcla de las reacciones para hacer diluciones seriadas 107, 102,102, 10, 10 que se
siembran en cajas de medio sélido SD/-Trp/-Leu, contabilizandose el numero de colonias
cotransformadas (cfu) que aparecen en cada una de ellas. El resto de la suspensién celular
se centrifuga y el sedimento se resuspende en 15 ml de 1x TE; la suspensién celular
resultante se vierte sobre un matraz que contiene 100 ml de medio liquido SD/-His/Trp/-Leu
y se incuba durante 4 h a 30°C con agitacion. Transcurrido ese tiempo, el cultivo se
centrifuga y el sedimento se resuspende en 20 ml de SD. La seleccion de los recombinantes
(clones positivos del rastreo de la genoteca de cDNA) se describe en los apartados 5.2. y
10.3.3.

74



Materiales y Métodos

5.2. SELECCION DE RECOMBINANTES DE LEVADURA

Para la seleccién de los transformantes de levadura resultantes de la transformacién a
pequefa escala, se siembran 100 ul de la suspension de células transformadas, o
cotransformadas (transformacion secuencial) (apartado 5.1.1.), en cajas de 9 cm de
diametro de medio sélido SD/-Trp 6 SD/-Trp-Leu, respectivamente, y se cultivan incubando
las cajas en una estufa a 30°C.

Para la seleccion de los cotransformantes de levadura resultantes de la transformacién a
gran escala (transformacién con la genoteca) se siembran alicuotas de 400 pl de las células
transformadas, resuspendidas en SD (apartado 5.1.2.), en cajas de 12 x 12 cm de didametro
de medio solido de seleccidon, como se describe en el apartado 10.3.3., y se incuban durante

6-10 dias en una estufa a 30°C.

6. TRANSFORMACION DE PLANTAS

6.1. DISENO DE LAS CONSTRUCCIONES PARA LA EXPRESION CONSTITUTIVA DE
PEAM1, PEAM4Y PEAMG6 EN Nicotiana tabacum Y Arabidopsis thaliana

Para ensayar los efectos de la expresion constitutiva de PEAM1, PEAM4 y PEAM6 en
plantas transgénicas, el cDNA de cada uno de estos genes se cloné como una fusion
transcripcional al promotor 2x35S CaMV (Benfey et al., 1990) en el sitio BamHI del vector
binario de expresion en plantas pBinJIT60 (Tabla 7). Para ello, los cDNAs completos de
PEAM1, PEAM4 y PEAMG6 se subclonaron en el sitio EcoRI del plasmido pRL171 (Tabla 7),
que contiene un sitio de clonaje multiple simétrico, en el cual la diana de restriccién EcoRI
esta flanqueado por dos dianas BamHI. Posteriormente, cada uno de los cDNAs fue liberado
del plasmido pRL171 como un inserto BamHI, para su posterior clonacion en el plasmido
pBINJIT60. La estructura del los T-DNAs resultantes se representa en la figura 18.

La clonacién de los cDNAs en el plasmido pBINJIT no fue dirigida, ya que se clonaron
como insertos BamHI. La seleccion de los clones que contenian las construcciones con
el cDNA en orientacién sentido o antisentido se realizé mediante analisis de restriccion
de los correspondientes plasmidos o por secuenciacion de los mismos utilizando el
cebador 2x35S (Tabla 11) que permite "leer" la zona de unién del cDNA al promotor
2x358S.
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Construccion "sentido" de los cDNAs

BamHlI BamHI
m)— 2x35S cDNA >- . nptll ——» H
RB
LB CaMV pnos tnos
poli(A)*

Construccion "antisentido" (AS) de los cDNAs

BamHI BamHI
m)— 2x35S cDNA < - . nptll ——» H
LB RB
CaMV pnos tnos
poli(A)*

Figura 18. Esquema de la estructura del T-DNA para los distintos cDNAs (PEAM1, PEAM4 y
PEAMSG) utilizados para transformar Arabidopsis y tabaco. El plasmido pBINJIT60, empleado en
las construcciones, contiene el promotor 35S CaMV con el enhancer duplicado (2x35S) y la
secuencia de poliadenilacion del CaMV, [CaMV poli(A)*]y el gen NPTII, que confiere resistencia a
la kanamicina, con el promotor y el terminador de la nopalin sintetasa (pnos y tnos).

Una vez identificadas las construcciones sentido o antisentido de los cDNAs, se
procedid a la transformacién de las cepas de Agrobacterium tumefaciens C58 y LBA4404
con las construcciones de interés, para su utilizacion posterior en la transformacién de

Arabidopsis y tabaco, respectivamente.

6.2. TRANSFORMACION DE Nicotiana tabacum

La transformacion de plantas de Nicotiana tabacum se realizé siguiendo el método descrito
por Horsh et al., (1984) con las modificaciones propuestas por Fisher y Guiltinan (1995).

Un tubo de 50 ml con 5 ml de medio LB, 10 mM MgSQ4, 100 pg/ml rifampicina y 50 ug/ml
kanamicina se inoculd, a partir de un glicerinado, con la cepa LBA4404 de A. tumefaciens
portadora de la construccién de interés (apartado 6.1.) y se incubd toda la noche en
oscuridad a 28°C, con agitacion de 200 rpm. Al cabo de este tiempo alicuotas de 500 ul de
ese cultivo se utilizaron para inocular dos matraces de 250 ml con 50 ml de medio LB, 10

mM MgSO, y 50 ug/ml kanamicina que se incubaron en las mismas condiciones hasta que
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la DOggo alcanzé un valor comprendido entre 0°5-0°6. El cultivo resultante se recogié por
centrifugacion y el sedimento con las bacterias se resuspendi6 en la mitad de volumen de
medio MSS liquido [4’4 g/l sales MS (Duchefa), 2% sacarosa, 100 mg/l MES, pH 5°9].

Secciones de hoja de Nicotiana tabacum cv. Petite Havana SR1 (60 explantes por
construccion) de 1 cm?, provenientes de plantas jovenes (aproximadamente 4 semanas)
propagadas en medio solido MSS a partir de entrenudos, se sumergieron en la suspension
de Agrobacterium, dispuesta en una caja Petri de 9 cm de diametro, durante 10 min. A
continuacion, los discos foliares se sacaron de la suspension de Agrobacterium, se
escurrieron y se colocaron con el envés hacia arriba sobre medio sélido MSS (3’5 g/l
phytagel) y se cocultivaron durante tres dias a 25°C en oscuridad para facilitar la infeccion
por Agrobacterium. Tras el cocultivo los discos foliares infectados se transfirieron a cajas
con medio de regeneracion y seleccion MSSABCK [medio MSS con 0’2 mg/l I1AA, 2’2 mg/l 6-
BAP, 400 mg/l carbenicilina (para inhibir el crecimiento del Agrobacterium) y 130 mg/I
kanamicina (para seleccionar el crecimiento de las las células que hubieran incorporado el
T-DNA)].

Las placas con los explantes se incubaron en cabinas de cultivo in vitro a 25°C, bajo
condiciones de fotoperiodo de dia largo (ver apartado 1.1.1.4.), y cada 7-10 dias se
cambiaron a nuevas cajas con el mismo medio. Los brotes regenerados (uno de cada
explante, para asegurar que se seleccionaban sucesos de transformacion independientes)
que iban apareciendo se cortaban evitando el callo y se transferian a frascos de 6 cm de
diametro x 9’5 cm de altura con medio de enraizamiento MSSACK (medio MSS sdélido con
0’2 mg/l 1AA, 200 mg/l carbenicilina y 130 mg/l kanamicina). De cada brote enraizado, se
aislaban dos entrenudos, cada uno con una hoja, que se transferian a frascos de medio
MSSACK, a partir de los cuales se regeneraban dos plantas completas. Una de ellas se
utilizaba para mantener una réplica en cultivo in vitro, mientras que la otra, una vez
enraizada, se transferia a tierra. Para ello, los brotes enraizados se extrajeron de los
frascos, se les elimind los restos de medio de las raices, se transplantaron a macetas de 13
cm de diametro con una mezcla de turba:vermiculita (1:1) y se trasladaron al invernadero,

donde se cultivaron bajo las condiciones descritas en el apartado 1.1.1.3.

6.3. TRANSFORMACION DE Arabidopsis thaliana

Para la construccion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana se han utilizado,
plantas silvestres de los ecotipos Columbia (Col) y Landsberg erecta (Ler) y plantas del alelo
mutante ap7-1 (ecotipo Ler). La transformacion se realizé siguiendo el protocolo de

infiltracién por vacio descrito por Bechtold et al., (1993).
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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 escapo
floral, cuando la ultima hoja caulinar se habia separado unos 2-3 cm del 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 proliferacién 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 de un mes y 5-6 dias para Col. Una vez
decapitadas, las plantas se cultivaron unos 4 dias mas antes de la infiltracion.

Tres dias antes de la infiltracién (dia —3) un tubo de 50 ml con 10 ml de medio LB, con
100 pg/ml rifampicina y 50 pg/ml kanamicina, se inocul6 a partir de un glicerinado, con la
cepa C58 pMP90 de A. tumefaciens, portadora de la construccion de interés (apartado 6.1.),
y se incubéd durante toda la noche en oscuridad a 28°C, con agitaciéon de 200 rpm. Al cabo
de este tiempo (dia —2), un matraz de 1 | con 600 ml de medio LB con kanamicina (50
ug/ml), se inoculé con los 10 ml del precultivo anterior y se incub6é en las mismas
condiciones durante 48 h. El dia de la infiltracion (dia 0) el cultivo se recogié por
centrifugacién y el sedimento con las bacterias se resuspendié 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 59).
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 30 min en posicién de alto vacio y
caudal bajo “posicién 1 (presion total final: 3 x 102 mbar, 3 Pa). El tiempo se empezaba a
contar cuando la suspensién de Agrobacterium empezaba a burbujear. Pasados los 30 min
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 infiltracién
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.
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Alternativamente a la transformacion de plantas de Arabidopsis thaliana con el método de
Bechtold et al., (1993), en algunas ocasiones se utilizd6 una version modificada de este
método que se basa en la utilizacion del detergente Silwet L.77 (LEHLE SEEDS; Clough y
Bent, 1998). En el momento de la infiltracidn, las plantas se mantenian sumergidas durante
8 s en la suspensidon de Agrobacterium en medio de infiltracion a la que se le habia
adicionado dicho detergente hasta una concentracion final de 0'05%; inmediatamente
despues, se les sometid a un pulso de vacio de 1 min utilizando las mismas condiciones que
en el procedimiento anterior. El tratamiento de las plantas antes y después de la infiltracion,
asi como la preparacion de los cultivos de Agrobacterium fueron iguales que como se ha
descrito con detalle para el procedimiento anterior.

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 a 37°C durante al
menos una semana. Para la seleccidon de los transformantes primarios (T,), las semillas
procedentes de plantas individuales T, se esterilizaron, se sembraron en cajas de Petri de
15 cm de diametro 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 1.1.1.1.

6.4. ANALISIS FENOTIPICO Y GENOTIPICO DE LAS LINEAS TRANSGENICAS

Las plantas de ambas especies se observaron y se fotografiaron con una camara Nikon F-
601 M, acoplada a una lupa MZ8 (Leica) para las fotos de detalle; algunos apices
inflorescentes de Arabidopsis, asi como secciones de distintos 6rganos de la planta de
tabaco (sépalos, pétalos, estambres, carpelos, bracteas y hojas vegetativas) fueron fijados y
observados mediante microscopia electronica de barrido segun se indica en el apartado 2.
Para estimar el numero de loci en que se habia integrado el T-DNA en las distintas lineas
transgénicas primarias de Arabidopsis y tabaco, 40 semillas procedentes de plantas
individuales T, se sembraron tras su esterilizacién en cajas de medio con kanamicina y se
cultivaron en cabinas de cultivo in vitro tal y como se describe en el apartado 1.1.1.2. y
1.1.1.4. El recuento de plantulas verdes, resistentes al antibiético, y de plantulas albinas se
realizé a los 7-10 dias después de la siembra para Arabidopsis y a los 30 dias para tabaco.

Las plantas homozigotas y hemizigotas en cada una de las poblaciones T, fueron
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identificadas mediante el analisis de las correspondientes progenies T; por el mismo
método.

Para el analisis de los datos de segregacion de la resistencia a kanamicina en la progenie
de las distintas lineas trangénicas, las hipétesis nulas (Hy) planteadas fueron dos: que los
datos eran compatibles con una segregacion 3:1 (resistentes:sensibles) lo que corresponde
a la insercion del T-DNA en un unico locus, o bien compatibles con una segregacion 15:1,
que corresponde a la insercion del T-DNA en dos loci. En ambos casos la hipotesis
alternativa (H4) fue que no se cumpliera la hipétesis Ho; las categorias son: plantulas
resistentes y sensibles a kanamicina.

Se utilizé el estadistico muestral %, que se construye utilizando la siguiente expresion

analitica:

[(Oi-Ei)-0.5]

2=

muestral Ei

donde K = n° de categorias; Oi = frecuencia observada de la categoria i; Ei = frecuencia
esperada de la categoria i. Este estadistico se distribuye bajo la hipétesis nula como una ?

con K-1 grados de libertad.

Para contrastar el cumplimiento de la Hp existen dos alternativas:

1. Comparar el valor del estadistico muestral x? con el valor del x? de las tablas para K-1
grados de libertad y un nivel de significacién o (probabilidad de rechazo) del 0°05 (5%). Si el
valor del estadistico muestral y? es superior al valor de las tablas (y3%.1) se rechaza la
hipétesis nula. En este caso concreto K-1 = 1y el valor del y* de las tablas es 3'84.

2. Comparando el nivel de significacion o (probabilidad de rechazo) del 0’05 con la
probabilidad muestral (P-valor). Si a es mayor que el P-valor se rechaza la hipétesis nula.

El test de y? también se utilizd para analizar los resultados de los ensayos de
complementacion de las mutaciones pi-1, ap3-1y ap3-3 con el gen PEAMT; la hipétesis nula
(Ho) planteada en todos los casos fue que los datos son compatibles con la
complementacion de dichas mutaciones por PEAM1. En estos ensayos el procedimiento es
similar al seguido para el test de segregacion; en este caso para a=0'05 y tres grados de
libertad, el valor del X2 de las tablas es 7'81.

El parametro habitualmente utilizado para estudiar el tiempo de floracién en Arabidopsis y
tabaco fue el numero total de hojas producido por el tallo principal. En Arabidopsis, como

numero de hojas totales se considerdé la suma de las hojas de roseta, excluyendo los
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cotiledones, y de la inflorescencia principal (hojas caulinares). EI nUmero de hojas de roseta
se determind peridédicamente; las hojas contadas cada dia se marcaron con un rotulador
permanente. En tabaco, para el calculo del numero de hojas totales se consideré la suma de
todas las hojas vegetativas, excluyendo los cotiledones, y de las bracteas que forman parte
de la estructura apical del tallo principal.

También, en ocasiones, se utilizé como parametro para medir el tiempo de floracion en
Arabidopsis, el numero de dias que tardé en elongar 0’5 cm el tallo de la inflorescencia
principal, contabilizados desde la fecha de siembra en tierra; en tabaco se contabilizé el
numero de dias transcurridos desde la siembra en placas de medio de seleccion con
kanamicina hasta que fue visible el primer botén floral. En todas las plantas estudiadas en
este trabajo, ambos parametros mostraron una correlacién directa. En Arabidopsis los
conteos de numero de hojas se realizaron sobre plantas cultivadas a partir de semillas
sembradas directamente en maceta, mientras que los conteos en tabaco se realizaron sobre
plantas seleccionadas en medio con kanamicina y transplantadas a maceta (apartado
1.1.1.).

Los niveles de expresion del transgén entre las distintas lineas transgénicas de
Arabidopsis thaliana y de Nicotiana tabacum, se determinaron por analisis Northern sobre
muestras de RNA total (10-12 nug) extraido de hojas vegetativas jovenes (apartado 7.2.).
Para Arabidopsis, se recolectaron hojas de un conjunto de 120 plantulas jévenes de una
poblacion T, segregante, tras 23 dias después de su puesta en cultivo (semilla), bajo
condiciones de dia corto, para las lineas 35S::PEAM4 y 35S::PEAMS6, o de dia largo, en el
caso de las lineas 35S::PEAM1. Para tabaco, el material para los analisis Northern se
recolecté de un conjunto de 80 plantulas jovenes de una poblacién T, de cada linea
transgénica primaria (T), tras 25 dias después de su puesta en cultivo (semilla), en cajas de
Petri que contenian medio MSS sin kanamicina en cabinas de cultivo in vitro, segun las
condiciones descritas en el apartado 1.1.1.4.

También se han llevado a cabo en tabaco analisis Northern sobre muestras de RNA total
(15 pg) extraido de organos florales (verticilos 1-4). Se emplearon flores de
aproximadamente 2’5 cm de tamanfo, que se encontraban en un estadio de desarrollo previo
a la antesis, cuando en los pétalos aun no se aprecia la pigmentacion rojiza caracteristica.
También se ha realizado analisis Northern sobre muestras de RNA total extraido de apices
vegetativos de plantas de tabaco de 1 mes de edad, de apices florales y de flores jovenes
(4 mm de largo), asi como sobre RNA total extraido de hojas adultas correspondientes a

plantas ya florecidas cultivadas en macetas en el invernadero.

81



Materiales y Métodos

7. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

7.1. AISLAMIENTO DNA PLASMIDICO

7.1.1. AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO DE Escherichia coli

Para las preparaciones de DNA plasmidico a pequeia escala se utilizé el método
de la lisis alcalina tal como lo describen Sambrook et al., (1989), partiendo de un
cultivo de 3 ml crecido durante una noche en medio liquido LB suplementado con
el correspondiente antibiético. Las preparaciones de DNA plasmidico a media o
gran escala, se realizaron a partir de cultivos, crecidos durante una noche en 100
ml o 500 ml de medio liquido LB suplementado con antibiético, segun el
procedimiento de extraccién y purificacion de DNA plasmidico de los sistemas de
Qiagen Plasmid Midi Kit (columnas Qiagen tip-100) y Qiagen Plasmid Maxi Kit
(columnas Qiagen tip-500), respectivamente, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la preparacién de DNA plasmidico de la suspensién bacteriana
resultante de la amplificacién de la genoteca de cDNA de expresion en levadura, clonada
en el dominio de activacion del plasmido pACT2, se utilizé el Giga Plasmid Purification Kit
(QIAGEN) con columnas Qiagen tip-2500.

7.1.2. AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO DE Agrobacterium tumefaciens

Para las preparaciones a pequefia escala de DNA plasmidico de Agrobacterium se utilizé el
método de la lisis alcalina descrito por Sambrook et al., (1989) con ligeras modificaciones.
Se partia de un cultivo de 3 ml, crecido durante una noche en medio liquido LB
suplementado con 50 ug/ul kanamicina. El sedimento de células resultante de centrifugar el
cultivo se resuspendioé en 100 ul de solucién | y se traté tal como se describe en Sambrook
et al., (1989). Al sobrenadante resultante de la centrifugacién a que se somete el lisado
obtenido tras anadir la solucién Ill se le afiadié 900 ul de etanol absoluto y se incubd 30
min a — 80°C. Tras centrifugar a 12000 rpm 5 min a temperatura ambiente, el precipitado se
lavé con etanol 70%, se seco y se resuspendio en 25 ul de TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris-
HCI pH 8).

La pureza de la preparacion de DNA obtenida por este procedimiento no era
suficientemente alta para realizar analisis de restriccién del plasmido. Para solventar este

problema, una alicuota de 1 ul de esta preparacion de DNA se utilizaba para transformar E
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coli; de uno de los clones transformantes de E coli obtenidos de ese modo se hacia una
nueva preparacion de DNA plasmidico que se utilizaba para los analisis pertinentes.
7.1.3. 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 (1987) y por Kaiser y Auer (1993).

Se ha usado este método, para el aislamiento de los plasmidos que contienen el dominio
de activacién 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. Para ello, 5 ml de medio SD/-
Trp/-Leu se inoculaban con una colonia de levadura y este cultivo se incubaba durante una
noche a 30°C y con agitacion de 200 rpm. El uso de este medio para permite mantener la
presion selectiva sobre los clones positivos, ya que si se cultivan sin la seleccion del Trp, los
clones positivos AD/plasmido de la genoteca pueden perderse si la fusién proteica que se
expresa presenta cierta toxicidad para la célula hospedadora de levadura. Tras centrifugar 3
ml del cultivo en un tubo de 1’5 ml, se decanté el sobrenadante y se resuspendié el
sedimento con las células en el liquido residual. Se afiadié 400 ul de la solucion de lisis de
levadura (2% tritdbn X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 80, 1 mM EDTA), 400 pl
de fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1) y 300 mg de bolas de vidrio (425-600 um) lavadas
con acido y se agitd en el vortex durante 2 min. Se centrifugd a 12000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente y 200 pul del sobrenadante se transfirieron a un tubo nuevo donde el
DNA se precipitoé afiadiendo 20 ul de 3 M NaOAc pH 5’2 y 0’5 ul de etanol 100%. Luego, se
incubé 30 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 rpm 30 min; tras lavar el
precipitado con etanol 70%, se dejé secar y se resuspendio en 20 ul de H,0.

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. Para estas aplicaciones, lo que se hizo fue utilizar 2 pl del DNA aislado
de la levadura para transformar células de E.coli de donde posteriormente se realizaba una
preparacion del plasmido que si era adecuada para ese tipo de manipulaciones. Como el
DNA aislado de cada colonia positiva de levadura es una mezcla del plasmido DNA-BD/cebo
y al menos un tipo de plasmido AD/genoteca, la seleccion de los transformantes que
contienen el plasmido con los clones de la genoteca fusionada al dominio de activacion, se
llevé a cabo en placas de LB con ampicilina 100 mg/l que es la seleccién para E. coli que
aporta dicho vector. EI DNA plasmidico aislado de la levadura si que es, sin embargo,

adecuado para ser usado en analisis por PCR.
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7.2. EXTRACCION Y PURIFICACION DE RNA TOTAL

Para las extracciones de RNA total para analisis Northern se siguio el protocolo descrito
por Longemann et al., (1987), a partir de 1 g de tejido. EI RNA obtenido se cuantificd por
espectrofotometria (Sambrook et al., 1989) y se utilizé inmediatamente o se almaceno a -
80°C.

Para la obtencion del RNA total utilizado para la construccidén de la genoteca de cDNA
de apices florales de guisante se utilizé el kit de preparacion de RNA de plantas QIAGEN-
tip 500 (QIAGEN) segun el protocolo indicado por los fabricantes, partiendo de 600 mg de
tejido. El procedimiento consiste basicamente en la extraccion con una solucién
tamponada que contiene una elevada concentracion de tiocianato de guanidinio, para
asegurar la inactivacion rapida de RNasas endoégenas. Este protocolo esta disefiado para
la obtencion de unos 500-1000 ug por cada QIAGEN-tip 500.

7.3. EXTRACCION Y PURIFICACION DE mRNA

El RNA poli(A)" que se utilizo en las reacciones de RT-PCR descritas en el apartado 8.2.
se aislé directamente a partir de 100 mg de tejido de sépalos y pétalos de tabaco mediante
el sistema QuickPrep Micro mRNA Purification Kit (Pharmacia Biotech), segun el protocolo
indicado por los fabricantes. Basicamente, el procedimiento consiste en una extraccion con
una solucion tamponada que contiene una elevada concentracion de tiocianato de
guanidinio, para asegurar la inactivacion rapida de RNasas endogenas. La fracciéon de
RNA poli(A)" se purifica mediante una cromatografia de afinidad con oligo(dT)-celulosa
(2’5 mg/ml). Posteriormente se realizan varios lavados, primero con un tampén con alta
concentracion de sales (10 mM Tris-HCI pH 7’5, 1 mM EDTA, 0’5 mM NacCl) y después con
uno con baja concentracién de sales (10 mM Tris-HCI pH 7’5, 1 mM EDTA, 0’1 mM NaCl),
y, finalmente, el RNA poli(A)" se libera de la columna con un tampén de elucion (10 mM
Tris-HCI pH 7°5, 1 mM EDTA). En cada purificacién se obtuvieron 2— 2’5 ug de mRNA.

El RNA poli(A)" que se utilizé para la construccion de la genoteca de cDNA para el
sistema del doble hibrido, se aislé a partir de RNA total extraido de apices florales de
guisante (apartado 10.2.2.), mediante el sistema DYNABEADS® mRNA Purification Kit
(DYNAL), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los Dynabeads estan cubiertos con

oligo(dT), lo que permite la captura del mRNA. Durante los lavados con tampones salinos
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se usa un concentrador magnético de particulas (Dynal MPCR E, MPCR —1) y Ia elucién se

consigue aplicando un tampon libre de sales a 65°C.

8. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

8.1. REACCIONES ENZIMATICAS

8.1.1. DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Para cada enzima de restriccion se utilizo 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 3 h a la temperatura 6ptima para cada enzima.

8.1.2. TRATAMIENTO CON ENZIMAS MODIFICADORES

8.1.2.1. Defosforilacion de extremos cohesivos (5’ protuberantes)

La reacciones de defosforilacién se realizaron con fosfatasa alcalina de intestino de ternera
(CIP, Boehringer Mannheim). Las reacciones se llevaron a cabo mezclando 5 ug de vector
plasmidico linearizado, 10 ul de tampén 10x (0’5 M Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8’5), CIP 0’5
u/ug DNA y H,O hasta completar un volumen de 100 ul. La mezcla se incub6 30 min a 37°C,
afiadiendo nuevamente 0’5 u/ug DNA CIP tras ese tiempo e incubando de nuevo 30 min a
37°C. La reaccién se paré con 2 ul de 0°'5 M EDTA por cada 100 ul de volumen total de
reaccion, calentando 20 min a 70°C. La solucion se extrajo 2 veces con fenol/cloroformo, se
precipité con 1/10 v 3 M NaOAc pH 5’2, 2’5 v EtOH absoluto y 1 ul de glicégeno (Boehringer
Mannheim) y el precipitado de DNA se resuspendié en un volumen adecuado (unos 15 ul)

procediendo a su cuantificacion mediante electroforesis en gel de agarosa.

8.1.2.2. Fosforilacion de extremos cohesivos

Esta reaccion se utilizé para la fosforilaciéon de los adaptadores EcoRI empleados en la
construccion de una genoteca de cDNA de guisante para el sistema del doble hibrido

(10.2.2.). Se llevd a cabo en un volumen de 50 ul con una mezcla de reaccién que

contenia: 30 ul de dccDNA en TE (1’5 ng), 5 ul tampén de Kinasa 10x (Promega), 2’5 ul 20
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mM ATP, 3 ul 0’1 M DTT y 2 ul de T4 polinucleétido kinasa PNK (10 u/ul); la reaccion se
incubd 30 min a 37°C.

8.1.2.3. Reacciones de ligacién

Las reacciones de ligacion se realizaron manteniendo una proporcion molar entre inserto y
vector de aproximadamente 3:1, en el caso de plasmidos de pequefio tamafio, y de 5:1 en el
caso de los vectores de gran tamano utilizados para la transformaciéon de plantas. La
reaccion de ligacion contenia 50-175 ng de vector (cortado, purificado y defosforilado en el
caso de extremos cohesivos), la cantidad de inserto (cortado y purificado) necesaria para
obtener las proporciones molares mencionadas, el tampon de ligacion (5 mM MgCl,, 1 mM,
DTT, 1 mM ATP, 66 mM Tris-HCI pH 7°5) y 1 unidad de DNA ligasa del fago T4 (Roche
Molecular Biochemicals), en un volumen total de 10 ul. Las reacciones de ligacion se

realizaron a 16 °C durante 16 h.

8.2. AISLAMIENTO DE cDNAS POR RETROTRANSCRIPCION Y AMPLIFICACION POR
PCR

Se utilizé la técnica de retrotranscripcion de mRNAs seguida de PCR (RT-PCR), con el
objeto de aislar fragmentos de los cDNA correspondientes a los genes NAP7-1
(AF009126) y NAP1-2 (AF009127) de tabaco, para utilizarlos como sonda en analisis

Northern.

8.2.1. SINTESIS DE cDNA POR RETROTRANSCRIPCION DE mRNA

Las reacciones de retrotranscripcion para RT-PCR se llevaron a cabo en un volumen de
20 ul, conteniendo 2 ug de mRNA poli(A)*, aislado de sépalos y pétalos de tabaco para
NAP1-1 y NAP1-2, segun se describe en el apartado 7.3., 100 ng de un cebador
antisentido especifico de cada gen (NAP1-1REV y NAP1-2REV; Tabla 11), 1 mM dN,TPs
y 25 unidades de RT-AMV (Boehringuer), en el tampdn de reaccién suministrado por el
fabricante (50 mM Tris-HCI pH 8’5, 8 mM MgCl,, 30 mM KCly 1 mM DTT). Previamente
a la reaccion, la mezcla del mRNA y el oligonucleétido se calentaron 2 min a 95°C y se
dejaron enfriar lentamente hasta llegar a 42°C; a continuacion se afadi6 el resto de los

componentes y la reaccion se incuboé durante 1 h a 42°C.

8.2.2. AMPLIFICACION POR PCR DE LOS FRAGMENTOS DE cDNA
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Para clonar los fragmentos de cDNA deseados se amplificaron mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR); en general, las reacciones de amplificacién se llevaron a
cabo en un volumen total de 50 ul, a partir de 2 ul de la reaccion de retrotranscripcion.
La mezcla de reaccion de PCR contenia 1 uM de los cebadores especificos para
fragmento a amplificar, 200 uM dN4TPs, 50 mM KCI, 1’5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH
83 y 2’5 unidades de la polimerasa de Thermus aquaticus (Taq polimerasa, Roche
Molecular Biochemicals). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Perkin
Elmer 2400 en las siguientes condiciones: una incubacion inicial a 94 °C 2 min; 30 ciclos
de 94 °C 30's; T °C 30 s; 72 °C Tex min, y una incubacion final a 72 °C durante 10 min.
En cada reacciéon la temperatura de anillamiento (T) se estimd en funciéon de la Tm
(temperatura de fusion estimada) de los cebadores empleados. El tiempo de extension
utilizado, Tex, dependia de la longitud del fragmento a amplificar; en general se utilizé 1
min por cada kb de producto esperado.

En algunos casos en que era necesaria una elevada fiabilidad en la sintesis de los
productos amplificados por PCR, la amplificacion se llevd a cabo con una polimerasa con
prueba de lectura, que le permite corregir errores en la incorporacion de nucleétidos (Pfu
Turbo, Stratagene). Tanto en estos casos como cuando se empled la Taq polimerasa,
para cada fragmento se secuenciaron los productos procedentes de dos reacciones de
PCR independientes, comprobandose que no se habian introducido mutaciones

Para su subclonacioén, los productos de las reacciones se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa y los fragmentos de interés se extrajeron y purificaron del gel segun el

método descrito en el apartado 8.3.

8.3. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

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 purificd6 mediante el sistema QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La extraccion y purificacién 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 silicagel, en presencia de una elevada

concentracién de sal. La elucion del DNA se llevé a cabo en 10 mM Tris-HCI pH 8.
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8.4. ANALISIS NORTHERN
8.4.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE FORMALDEHIDO-AGAROSA

Para la separacion del RNA (habitualmente, muestras de10-15 ug) se utilizaron geles del 1%
de agarosa en tampén 1x MOPS (1 mM EDTA, 5 mM acetato sédico y 20 mM MOPS pH
7°0), con 6’7 % de formaldehido como agente desestabilizador de estructuras secundarias.
Se afiadié 1 v de tampon de carga 5 x [0'16% azul de bromofenol saturado (v/v), 4 mM
EDTA, 885 mM formaldehido, 20% glicerol (v/v), 30'84% formamida (v/v), 40% tampon 10x
MOPS, 0’1 ug de bromuro de etidio ] por cada 2’5 v de RNA. Las muestras se cargaron en
el gel tras calentarlas a 65°C durante 5 min y enfriarlas otros 5 min en hielo. La
electroforesis se desarrollé a 80 V y el gel se fotografié antes de transferir el RNA a la

membrana.
8.4.2. TRANSFERENCIA DE RNA A MEMBRANA

El mRNA se transfirié del gel a una membrana de nylon (Hybond N+, Amersham Pharmacia
Biotech) por capilaridad, utilizando tampén 20x SSC, segun el procedimiento estandar
(Sambrook et al., 1989). El mRNA transferido se fij6 a la membrana mediante irradiacion

ultravioleta utilizando un UV-Stratalinker 800 (Stratagene).

8.4.3. FRAGMENTOS UTILIZADOS PARA LA PREPARACION DE SONDAS

Para los analisis Northern se utilizd la porcién 3' de los distintos genes MADS-box,
correspondiente al fragmento C-terminal de los polipéptidos, para evitar hibridaciones

cruzadas con la secuencia de la caja MADS de los genes enddgenos (Tabla 9).
8.4.4. MARCAJE DE SONDAS

Las sondas radiactivas de DNA se sintetizaron mediante el sistema “Ready to go DNA
Labelling Vedas (-dCTP)” (Amersham Pharmacia Biotech), basado en el método de los
cebadores al azar (Feinberg y Volgelstein, 1983), siguiendo las instrucciones del fabricante.
En cada reaccion se utilizaron 50 ng de DNA molde y 50 uCi de o-[**P]JdCTP (Amersham

Pharmacia Biotech). La reaccién de marcaje se incubd un minimo de 30 min a 37°C.
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Posteriormente, las sondas marcadas se purificaron para eliminar los nucleétidos no
incorporados, usando columnas de cromatografia de exclusién molecular Sephadex G50

(Roche Molecular Biochemicals) segun el procedimiento indicado por el fabricante.

Tabla 9. Sondas utilizadas en los analisis Northern.

Gen Fragmento Plasmido Digestion
PEAM1 355-928 del clon 182 pUC18 Sphl/EcoRI
PEAM4 507-1287 del clon 126 pGEM-3Zf (-) Xbal

PEAMG6 448-102 del clon 102 pbluescript Il KS (+) Xhol/EcoRI
NTGLO 457-736 pbluescript Il KS (+) -

NTDEF 68-335 pBluescript Il KS (+) EcoRV
NAP1-1 403-1002 pGEMT-T Easy EcoRI
NAP1-2 196-729 pGEMT-T Easy Hindlll /EcoRl
NFL 700 pb pAM2233 EcoRI

Las secuencias de los clones de cDNA correspondientes a PEAM1, PEAM4 y PEAM6 se muestra
en Ferrandiz (1996). Se indica el plasmido en el que esta clonado cada fragmento y las enzimas
utilizadas para liberarlos. En todos los casos se ha eliminé la secuencia correspondiente al dominio
MADS, para evitar hibridacion cruzada con otros miembros de esta familia. Los cDNA de NAP1-1y
NAP1-2 se obtuvieron por RT-PCR, como se describe en el apartado 8.2., a partir del RNA poli(A)”
extraido de sépalos y pétalos de tabaco, usando los cebadores especificos NAP1-1FOR/NAP1-1REV
y NAP1-2DIR/NAP1-2REV disenados a partir de las secuencias con numero de acceso AF009126 y
AF009127, respectivamente (Submision GenBank por Y.H. Wu, Q., Li, J.S. Zhang y Y. Li). El cDNA
de NFL fue proporcionado por R. Elliot y E. Coen, John Innes Institute. Los cDNA de NTDEF (n°
aceso X96428) y de NTGLO (n° de aceso X67959) fueron proporcionados por H. Sommer y B.
Davies, Max-Planck Institut. El fragmento de 279 pb del extremo 3’ del cDNA de NTGLO se amplificd
mediante PCR con los cebadores especificos NTGLODIR y NTGLOREV.

8.4.5. HIBRIDACION Y LAVADOS

La metodologia utilizada fue la hibridacion en tampén PSE (fosfato-SDS-EDTA)
descrita por Church y Gilbert (1984). En todos los casos, las hibridaciones se han
llevado a cabo con sondas homélogas. Inicialmente, las membranas se lavaron a 65°C
durante 15 min con 2x SSC y después se pusieron a prehibridar a 65°C durante 30 min
en solucién de prehibridacion PSE [0’5 M fosfato sédico pH 7°2, 1% (p/v) SDS, 1 mM
EDTA]. Posteriormente, la hibridacion se llevo a cabo a 65°C durante 14-18 h en esta
misma solucién conteniendo la sonda de DNA marcada y previamente
desnaturalizada durante 5 min a 100°C. Tras la hibridacion, los filtros se lavaron dos o tres
veces durante 15 min con 2x SSC y 0'1% SDS (p/v) y una vez durante 15 min en 0’1x SSC,
0'1% SDS (p/v); todos los lavados se realizaron a 65°C, controlando la radioactividad

remanente en la membrana con un contador Geiger. Después de lavadas, las membranas
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se dejaban secar y se colocaban sobre papel Whatman 3MM, fijandolas con cinta adhesiva.
Finalmente, los filtros se envolvieron en una lamina de plastico transparente. Las
membranas que se utilizaron mas de una vez, se lavaron antes de la segunda hibridacion
con 0'1% SDS (p/v) a 100°C durante 10 min, comprobando que no quedaban restos de la
sonda previa mediante una exposicion del filtro durante una noche sobre placas de analisis
de imagenes BAS-IP, MP 20405(Fuiji).

8.4.6. DETECCION DE LA SENAL

La exposicion de las membranas hibridadas se llevé a cabo sobre peliculas HyperfimMP
(Amersham Pharmacia Biotech) a -80 °C en “casettes” con pantallas intensificadoras 3M
Trimax T16. Las autorradiografias se revelaron en una procesadora automatica M-35-X-
OMAT (Kodak). En algunas ocasiones el revelado se realizé manualmente con revelador
AGFA Rodinal en proporcion 1:24 (revelador: agua) y fijador AGFA Agefix en proporcion 1:4
(fijador: agua).

En ocasiones, se empleo el sistema de deteccion Fuijifilm Bas de fosfoimagenes por su
mayor sensibilidad. Las membranas se pusieron en contacto con placas de analisis de
imagenes BAS-IP, MP 20405 (20 x 40 cm) durante 4-16 h. Las placas se leyeron en un
analizador de bioimagenes “Bio-imaging analizer” Fujifilm BAS1500 (Fuji) y la lectura fue

procesada con el programa MAcBAS v2.2 (Fuiji).

9. SECUENCIACION

La secuenciacién de fragmentos de DNA clonados se llevé a cabo segun el protocolo de
secuenciacion enzimatica desarrollado por Sanger et al., (1977) de modo automatico en un
secuenciador “ABlI PRISM 377" (Perkin Elmer). Para ello, el DNA extraido segun el
protocolo de aislamiento y purificacion de DNA plasmidico del sistema QIAGEN-tip100
descrito en el apartado 7.1.1. se llevo a una concentracién de 0’2 ug/ul, y se amplifico con
Ampli Tag DNA polimerasa en presencia de ddNTPs, cada uno de ellos marcado con un
fluoréforo diferente (Perkin Elmer).

Se utilizaron tanto cebadores propios de los vectores plasmidicos como cebadores

internos de los fragmentos de DNA objeto de estudio (Tabla 11).

9.1. ANALISIS DE SECUENCIAS
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El analisis de las secuencias obtenidas se realizé con el paquete de programas GCG
(Genetics Computer Group, Universidad de Wisconsin, Devereux et al.,, 1984). La
busqueda de homologias se realizé en las bases de datos Genbank, Swissprot y EMBL,
mediante los programas: BLASTA y FASTA. Las comparaciones de secuencias se
realizaron con los programas GAP y BESTFIT .

10. SISTEMA DEL DOBLE HIBRIDO

10.1. VERIFICACION DEL FENOTIPO DE LAS CEPAS DE LEVADURA

10.1.1. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

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 continuacién, las distintas cepas se sembraban, a partir de
colonias aisladas, en cajas de Petri con distintos tipos de medio minimo de seleccion (SD) a

cada uno de los cuales le faltaba un determinado nutriente (Tabla 10).

Tabla 10. Crecimiento de las distintas cepas de levadura en medios sintéticos de diferente
composicion.

Cepa SD/-Ade SD/-Trp SD/-Leu SD/-His YPD(A)
AH109 - - - - +
Y190 - - - - +
Hf7c - - - - +
SFY526 - - - - +

10.1.2. Verificacion del fenotipo ade2

Las cepas Y190, Hf7c y SFY526 portan la mutacion ade2-7107. 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 tamafio de >2 mm de diametro. El
pigmento rojo es aparentemente un oxidado, derivado polimerizado del 5-aminoimidazol
ribotido que se acumula en las vacuolas (Smirnov et al., 1967; Weisman et al., 1987). Las
colonias blancas y pequefias de <1mm se forman debido a mutaciones espontaneas y se
debe de evitar cogerlas. En ausencia de GAL4, AH109 también exhibe el fenotipo ade2-107,
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sin embargo, en la presencia de interacciones proteicas que activan a los genes delatores,

el marcador ADE2 complementa en cis el fenotipo ade2-107 de AH109.

10.2. DISENO DE LAS CONSTRUCCIONES PARA EL SISTEMA DEL DOBLE HIiBRIDO

10.2.1. CONSTRUCCION DE LOS GENES DE FUSION PARA TESTAR LA INTERACCION
ENTRE DOS PROTEINAS MADS DE GUISANTE PREVIAMENTE CONOCIDAS

Se generaron construcciones con genes de fusion a partir de los cDNAs de lo genes MADS
de guisante PEAM4 y PEAM6. PEAMEG6 fue fusionado al dominio de union al DNA (DNA-BD)
del activador transcripcional GAL4, en el vector binario para expresion en levadura pGBKT7
(apartado 3), y PEAM4 fue fusionado al dominio de activacién (AD) de GAL4, en el vector
binario para expresion en levadura pACT2 (apartado 3). El vector pGBKT7 confiere
resistencia a kanamcina a E. coli y porta el gen TRP1 como marcador nutricional para la
seleccion en levadura. El vector pACT2 confiere resistencia a ampicilina a E.coli y porta el
gen LEUZ2 como marcador nutricional para la seleccion en levadura. Para subclonar en estos
vectores los cDNA de PEAM4 y PEAMG6, se generd, para cada cDNA, mediante PCR, un
fragmento con sitios de restriccidon que permitié subclonarlos de tal modo que se mantuviera
la fase de lectura y se expresasen correctamente, en cada caso, las proteinas hibridas. Para
la generacién del fragmento de PEAM6 se emplearon los cebadores PEAMG6DIR vy
PEAMGREV (Tabla 11), que incorporan los sitios Ncol y BamHI, y para la generacién del
fragmento de PEAM4 los cebadores PEAM4DIR y PEAM4REV, que incorporan los sitios
Smal y BamHI (Tabla 11). La orientacién y pauta de lectura correcta en las uniones vector-
inserto se verificaron por secuenciacion. En ambos casos el fragmento amplificado vy
subclonado en los vectores abarcaba la secuencia codificante completa de cada cDNA. La

figura 19 muestra una representacion de los genes de fusién generados.

10.2.2. CONSTRUCCION DE UNA GENOTECA DE cDNA DE GUISANTE EN UN VECTOR
DE EXPRESION EN LEVADURAS

Se construyd una genoteca de cDNA de guisante en el plasmido pACT2, un vector binario
de expresion en levadura que se utiliza en el sistema de doble hibrido. Los cDNAs clonados

en ese vector generan proteinas hibridas constituidas por una fusion del dominio de

92



Materiales y Métodos

activacion del activador transcripcional GAL4 y el polipéptido codificado por el cDNA (Figura
20).

BD-PEAM6
Ncol BamHlI
PapH1 GAL4 DNA-BD P+ l PEAM6 T17 & ADH1
AD-PEAMA4
Smal BamHl|
PADH1 GAL4 AD PEAMA4 TADH1

Figura 19. Esquema de las construcciones hibridas de dos genes de fusién, para testar su
interacciéon en un ensayo del doble hibrido. GAL4 DNA-BD: dominio de unién a DNA del activador
transcripcional de levadura GAL4. GAL4 AD: dominio de activacién del activador transcripcional de
levadura GAL4. P apni: promotor constitutivo ADH1 para la expresion de la fusion proteica. P 17:
promotor para transcripcion y traduccion in vitro de la fusion proteica; también para secuenciar. T 17 g
ApH1. senal de terminacion de la transcripcion.

El material de partida para la sintesis del cDNA para la genoteca fueron apices florales de
guisante de la variedad Viktoria que contenian flores en estadios comprendidos entre —8 a —2
dias antes de la antesis. Se procedié primero a la extraccion de RNA total de estos apices,
mediante el uso del kit de QIAGEN-tip 500 (QIAGEN) (apartado 7.2.), partiendo de dos
muestras de 600 mg de tejido. Se obtuvieron 3’7 mg de RNA total a partir del cual se
procedié al aislamiento del RNA poli(A)" utilizando el sistema DYNABEADS® mRNA
Purification Kit (DYNAL) (apartado 7.3.); del RNA poli(A)" obtenido se utilizaron 5 pg para

la sintesis de la genoteca de cDNA.

EcoRI Xhol

PADH1 GAL4 AD cDNA anoénimo TADH1
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Figura 20. Esquema de los genes de fusién que constituyen la genoteca de expresiéon cDNA de
guisante para ensayos de doble hibrido.

La sintesis de la primera cadena de cDNA (sccDNA) se llevé a cabo en un volumen de
100 ul, en una mezcla de reaccion que contenia: 5 ug de RNA poli(A)*, 20 ul de tampon de
primera cadena 5x (Gibco), 0'5 mM d(A,G,T)TPs, 0’5 mM 5-Methyl dCTPs, 5 ul del oligo
pXhodT18V (1 ug/ul), 10 uCi de a-[**P]dCTP, 1 pl de RNasin (40 u/ul, Roche), 10 pl de 0’1
M DTT (Gibco) y 2 ul de MMLV-RT (40 u/ul, Gibco); la reaccion se incub6 45 min a 37°C.
La reaccion se pardé anadiendo 5 ul de 05 M EDTA pH 8 y extrayendo con
fenol/cloroformo. El cDNA se precipitdé afadiendo 20 ul de 3M NaOAc pH 6 y 200 ul de
isopropanol y centrifugando a 17000 rpm durante 25 min a temperatura ambiente; el
sedimento se lavo con etanol 70% y se resuspendioé en 100 ul de TE pH 7. El rendimiento
de la reaccién se estimé cuantificando la radioactividad incorporada en un contador de
centelleo (400000 cpm~1'3 ug x 2’5 ul = 3 ug); el rendimiento fue de un 60% de conversion
de RNA poli(A)" a sccDNA.

La sintesis de la segunda cadena se llevé a cabo en un volumen de reaccion de 200 pl,
en una mezcla de reaccion que contenia: 100 ul del sccDNA del paso anterior
resuspendido en TE, 40 pul de tampdn de segunda cadena 5x (Boehringer), 3 ul de 20 mM
dNTPs, 2 ul de 15 mM NAD, 2 ul de 0’1 M DTT, 10 ul DNA polimerasa | (5 u/ul,
Boehringer), 2 ul de DNA ligasa de E. coli (2 u/ul) y 2 ul de RNasa H (1 u/ul, Boehringer);
la reaccion se incub6 durante 1 h a 12°C y durante 1 h adicional a 22°C. La reaccién se
par6 anadiendo 5 ul de 0°'5 M EDTA pH 8 y extrayendo con fenol/cloroformo. El cDNA se
precipitd anadiendo 20 ul de 3M NaOAc pH 6 y 200 pl de isopropanol y centrifugando a
17000 rpm durante 25 min a temperatura ambiente; el sedimento se lavé con etanol 70% y
se resuspendié en 50 ul de TE pH 7. El rendimiento de la reaccidon, que se estimd
cuantificando la radioactividad incorporada en un contador de centelleo, fue de 5’4 ug de
dccDNA a partir de 3 ug de sccDNA.

La reaccion de reparacion del cDNA para conseguir extremos romos se llevo a cabo en
un volumen de 100 ul con una mezcla de reaccion que contenia: 50 ul de dccDNA en TE
(5'4 ng), 5 pl de 1M Tris-HCI pH 8’3, 6 ul de 0’1 M MgCl,, 5 ul de 1 M NaCl, 10 ul de 0’1 M
DTT, 1 ul de 10 mM dNTPs y 5 ul DNA polimerasa T4 (1 u/ul); la reaccién se incubo 15

min a 37°C. Transcurrido ese tiempo la reaccién se suplementé con 200 ul de H,O, 600 pl
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del tampon N, de equilibrado de la columna, y el cDNA se purificé utilizando una columna
del Kit Nucleobond Ax (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
dccDNS eluido de la columna se precipitd con isopropanol y se resuspendié en 30 ul de
TE.

La reaccién para la adicion de adaptadores EcoRI se llevo a cabo en un volumen de 50 pl
con una mezcla de reaccion que contenia: 30 ul de dccDNA reparado en TE, 5 ul de
tampon de T4 DNA ligasa 10x (Promega), 10 ul de adaptador RI (0’01 u/ul, Pharmacia), 3
ul T4 Ligasa (3 u/ul); la reaccién se incubd toda la noche a 10°C. La reaccién se paré
afadiendo 2’5 ul de 0'5 M EDTA pH 8 y extrayendo con fenol/cloroformo. EI cDNA se
precipitd anadiendo 20 ul de 3M NaOAc pH 6 y 200 pul de isopropanol y centrifugando a
17000 rpm durante 25 min a temperatura ambiente; el sedimento se lavé con etanol 70% y
se resuspendié en 50 ul de TE pH 7.

La reaccién de fosforilacion de los adaptadores EcoRI se llevé a cabo en un volumen de
50 ul y la mezcla de reaccion se describe con detalle en el apartado 8.1.2.2; la reaccidn se
incubd 30 min a 37°C.

Posteriormente se llevdo a cabo la digestion con Xhol del oligo pXhodT18V en un
volumen final de reaccién de 100 ul con una mezcla de reaccién que contenia 50 pl de la
reaccién anterior, 5 ul de tampén H 10x (Boehringer) y 4 ul de Xhol (40 u/ul); la reaccién
se incub6é 2 h a 37°C. La reaccion se paré anadiendo 3 ul de 05 M EDTA pH 8 y
extrayendo con fenol/cloroformo. El cDNA se precipité anadiendo 20 ul de 3M NaOAc pH 6
y 200 pl de isopropanol y centrifugando a 17000 rpm durante 25 min a temperatura
ambiente; el sedimento se lavd con etanol 70% y se resuspendiéo en 100 pl del tampén
TEN (tampén de equilibrado de la columna de fraccionamiento por tamano del cDNA).

El fraccionamiento por tamafo de los cDNAs, para eliminar los oligonucleétidos vy
fragmentos de tamafio inferior a 200 pb, se llevé a cabo en columnas de Sephacell (Gibco
BRL); tras el equilibrado de la columna con 5 lavados con el tampén TEN (0’1 M NaCl, 10
mM Tris-Cl pH 8, 1 mM EDTA pH 8) se aplicaron los 100 ul de reaccién del paso anterior.
Se recolectaron un total de 15 fracciones que se cuantificaron en un contador de centelleo.
La fraccion 5-7 tenia el pico de radiactividad y fue la que se utilizé para la construccion de
la genoteca.

El cDNA se utilizé para la ligacién con el vector pACT2, previamente cortado con EcoRI-
Xhol, en una mezcla de reaccién, con un volumen final de 30 ul, que contenia: 160 ng
pACT2 EcoRI-Xhol, 400 ng de las fracciones 5-7 del cDNA, 3 ul de tampdén T4 DNA ligasa
10x (Promega) y 1 pl de ligasa T4 (3 u/ul). La reaccion se incubé toda la noche a 16°C. La

reaccion se paré anadiendo 1 ul de EDTA 0’5 M pH 8 y se precipité con 5 ul de 3M NaOAc
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pH 6 y 50 ul de isopropanol en un volumen total de 100 pul. Tras la precipitacién, se
centrifugd a 17000 rpm 30 min a 21°C, se lavd el precipitado con etanol 70% y se
resuspendio en 20 ul TE.

La genoteca de cDNA resultante se amplifico transformando con ella células
competentes de E. coli DH10B (ElectroMAx DH10B™ Life technologies, tabla 4) por
electroporacion. Se obtuvo un total de 3 x 10° colonias independientes que se sembraron en
7 cajas de Petri de 24’5 x 24’5 cm (Screeningsplate Bio-Assay Dish, NUNCTM Brand
Products Nalge Nunc International) con medio LB-agar con 60 ng/ul ampicilina. Las células
de estas colonias se recogieron de las placas por la adicion de medio LB liquido y se
procedié a la extraccién y purificacién del DNA plasmidico que contenian, utilizando el Giga
Plasmid Purification Kit (QIAGEN) con columnas Qiagen tip-2500; se obtuvo un rendimiento

final de 3500 pg de genoteca de cDNA.

10.2.3. CONSTRUCCION DEL CEBO

Como cebo para el rastreo de la genoteca se empled la construccidon del cDNA de PEAM6
subclonado en el vector pGBKT7 (BD-PEAM6, apartado 9.2.1.). Antes de proceder al rastreo
de la genoteca con esta construccién se transformé con ella a las distintas cepas de
levadura que se iban a emplear, para comprobar que la construccion BD-PEAM6 no era
capaz de activar, por si sola, la transcripcion de los genes delatores de estas levaduras.
También se generé una construccién con el cDNA completo de PEAM4 en el vector
pGBKT7 (BD-PEAM4, apartado 10.2.1.). Sin embargo esta construccién activaba a los

genes delatores y por ello no se pudo emplear para el rastreo de la genoteca.

10.3. ENSAYO DE LA INTERACCION ENTRE PROTEINAS MEDIANTE EL ENSAYO DEL
DOBLE HiBRIDO

Para testar la interaccion entre la proteina diana (cebo) BD-PEAMG6 con la proteina AD-
PEAM4 o con las proteinas hibridas de la genoteca, las cepas de levadura se transformaron
de manera secuencial primero con la construccion BD-PEAM®6 y, posteriormente, con la
construccion AD-PEAM4 o con DNA de la genoteca (apartado 5.1.).

Las células cotransformadas se seleccionaron sembrando en un medio SD/-Trp/-Leu para
seleccionar las que contenian ambas tipos de construcciones hibridas. A continuacion los
cotransformantes se testaron para la activacion de los distintos genes delatores.

Antes de proceder al ensayo de interaccién entre PEAM6 y PEAM4, las distintas cepas

de levadura se transformaron con la construccién BD-PEAM4, para comprobar que dicha
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construccion no era capaz, por si sola, de activar la transcripcién de los genes delatores de

estas levaduras.

10.3.1. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS CODIFICADAS POR LOS
GENES DELATORES

10.3.1.1. 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 enzimatica 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 et al., 1993; Fields, 1993).

Para establecer la concentracion 6ptima de 3-AT en cada caso, se transformd cada cepa
de levadura con las construcciones hibridas BD-cebo o AD-presa y se determino 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 o AD-
presa se sembraron en cajas de medio SD/-His/-Trp o SD/-His/-Leu, respectivamente,
conteniendo 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 50 mM de 3-AT, y se evalud el efecto de las
construcciones en el crecimiento de la cepa. Se escogio la concentracion mas baja que sélo

permitia el crecimiento de colonias de un tamafio inferior a 1 mm.

10.3.1.2. Ensayo de la actividad -galactosidasa sobre colonias extendidas en filtro

Para los ensayos de la actividad de la pB-galactosidasa, tanto en filtro como en liquido, es
importante que las colonias estén creciendo en un medio minimo SD para mantener la
presion de seleccidn sobre los plasmidos hibridos.
El ensayo en filtro (Breeden y Nasmyth, 1985) de la actividad B-galactosidasa ha sido
usado para:
- Verificar que las construcciones hibridas no activan por si solas el gen delator
lacZ (células transformadas independientemente con las construcciones de fusion
BD-cebo y AD-presa).
- Para testar la interaccion entre dos proteinas conocidas, usando el sistema del
doble hibrido (colonias cotransformadas con BD-PEAM6 y AD-PEAM4).
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- Para verificar la expresion del gen delator /acZ en los cotransformantes His®,
Leu®, Trp*, ( Ade"), rescatados del rastreo de la genoteca de cDNA de expresion
en levadura.

Este ensayo se ha llevado a cabo con todas las cepas usadas en este trabajo: Y190,
Hf7c, AH109 y SF526 (descritas en el apartado 1.2.2.).

Para el ensayo en filtro de la pB-galactosidasa, las colonias que iban a ser testadas se
extiendian a modo de pequefios parches sobre la superficie de un filtro de nitrocelulosa
(Scheiler and Schuell Protran BA 85, 0’45 um, 82 mm didmetro) que se habia colocado
previamente en contacto directo sobre medio selectivo sélido SD y se dejaban crecer 2 dias
a 30°C. Para cada caja de transformantes que iba a ser testada se preparaba una caja de
Petri de 9 cm de diametro a la que se le afiadian 1’5 ml de una solucién de tampoén Z/X-gal
[1°5 ml tampdén Z (16’1 g/l Na, HP0,4.7H,0, 5’5 g/l NaH,P0,. H,O, 0’75 g/l KCI, 0°246 gl
MgSO, g/l); 25 ul de 20 mg/ml X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) y 4
ul de B-mercaptoetanol] y sobre ella se colocaban dos filtros de 90 mm de diametro Scheiler
& Schuell 595 S & S Rundfilter.

El filtro de nitrocelulosa que contiene las colonias que iban a ser testadas, se quitaba de
la superficie de la placa de medio SD y se sumergia 30 s en nitrdgeno liquido, para lisar las
células. Una vez el filtro se habia congelado completamente, se sacaba del nitrdgeno
liquido, se situaba sobre los filtros humedecidos con la solucién tampén Z/X-gal y se
incubaba 37°C chequeando periddicamente la aparicién de colonias azules. El tiempo de
incubacién necesario para que de las colonias que expresan el gen se vuelvan azules varia

desde 30 min a varias horas; incubaciones mas largas favorecen los falsos positivos.

10.3.1.3. Ensayo en liquido de la actividad pB-galactosidasa usando como sustrato el
ONPG

Se ha llevado a cabo para verificar y cuantificar la interacciéon de las proteinas PEAM4 y
PEAM6 en el sistema del doble hibrido en la cepa AH109. Debido a su naturaleza
cuantitativa, los ensayos en liquido pueden ser usados para comparar la fuerza relativa de
las interacciones proteina-proteina, el resultado para una misma pareja de proteinas no es
comparable entre dos cepas de levadura diferentes. Para reducir la variabilidad del ensayo
se ensayaron tres colonias cotransformantes independientes.

El ensayo de la actividad p-galactosidasa usando ONPG (o-nitrofenil B-D-
galactopirandsido) no es muy sensible de manera que las interacciones débiles no pueden
ser detectadas; sin embargo el ensayo es muy reproducible. Para el ensayo en liquido se

preparaba un cultivo, inoculando 4 ml de medio selectivo SD/-Trp-Leu con una colonia de
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levadura (2-3 mm), y se incubaba toda la noche a 30°C y con agitacion de 250 rpm. Los
cultivos deben de alcanzar una DOgyy de 0'5-0’8; antes de medir la DO, los cultivos se
agitaban para dispersar los grumos. Después se centrifugaban 1’5 ml de cada cultivo a
12000 rpm durante 30 s. Se eliminaba todo el sobrenadante, el sedimento se lavaba con
tampdn Z (sin B-mercaptoetanol, apartado 10.3.1.2.) y se resuspendia en 300 pl del mismo
tampon, concentrando las células 5 veces. La suspension celular se repartia en alicuotas de
100 ul, en tres tubos nuevos, y se preparaba un cuarto tubo con 100 ul de tampdn Z (sin -
mercaptoetanol) que se utilizaba como blanco. Los tubos se introducian en N, liquido
durante 1 min, para lisar las células, y posteriormente las muestras se descongelaban en un
termobloque a 37°C durante 1 min. Los tubos se suplementaban con 700 ul de tampén Z
(conteniendo B-mercaptoetanol, 2’7 ul/ml de tampén Z) y con 160 ul ONPG disuelto en
tampén Z (4 mg/ml) y se incubaban en un termobloque a 30°C. Una vez que el color de la
mezcla de la reaccion habia virado a amarillo, las reacciones se paraban por la adicion de
400 pl 1M Na,COs. Los tubos con la reaccion se centrifugaban a 12000 rpm durante 10 min
y el sobrenadante se pasaba a un tubo nuevo y se le media la DOyy; la DO debe estar entre
0’02-1 para que esté dentro del rango lineal del ensayo.

Para calcular las unidades de p-galactosidasa, donde 1 unidad de B-galactosidasa se
define como la cantidad de enzima que hidroliza 1 umol de ONPG a o-nitrofenol y D-

galactosa por min (Miller, 1972) se utiliza la siguiente férmula:
Unidades B-galactosidasa = 1000 x DOy /(t X V x DOgqo)

donde: t = Tiempo en min de la incubacién

V = 0’1 ml x el factor de concentracion (5)

DOGOO = AGOO de 1 ml de cultivo.
10.3.1.4. Ensayo de la activacién del gen ADE2
La cepa AH109 porta, ademas de los genes HIS3y LacZ, a ADE2 como tercer gen delator.
La activacion de la trancripcion de este gen se ensayo evaluando el crecimiento de los

transformantes en medios sin adenina.

10.3.2. ENSAYO DE LA INTERACCION ENTRE PEAM4 Y PEAM6
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Las distintas cepas de levadura se transformaron de manera secuencial con las
construcciones BD-PEAMG6 y AD-PEAMA4 utilizando el método de transformacion a pequena
escala tal y como se describe en el apartado 5.1.1.

Las células cotransformadas se seleccionaron sembrando la transformacién en un medio
SD/-Trp/-Leu para seleccionar las colonias que contenian ambas construcciones hibridas. A
continuacion se testd la expresion de los distintos genes delatores en los cotransformantes.
Se ensayo la expresién de los genes HIS3y ADEZ2 (cuando la interaccidn se ensayo en la
cepa AH109) sembrando las colonias cotransformantes en cajas de medio sélido SD/-His/-
Trp/-Leu con 3-AT (en la concentracion necesaria para cada cepa, apartado 10.3.1.1.) y
SD/-His/-Trp/-Leu/-Ade, respectivamente, y la expresién del gen lacZ mediante el ensayo de
la actividad p-galactosidasa en filtro de nitrocelulosa y en liquido (apartados 10.3.1.2. y
10.3.1.3.).

10.3.3. RASTREO DE LA GENOTECA DE EXPRESION EN LEVADURAS DE cDNA DE
GUISANTE MEDIANTE EL SISTEMA DEL DOBLE HIiBRIDO

Las distintas cepas de levadura se transformaron de manera secuencial, primero con la
construccion BD-cebo (BD-PEAMS6) utilizando el método de transformacion a pequena
escala, y posteriormente, con la construccion AD-genoteca (100-120 ug de genoteca de
cDNA) utilizando el método de transformacién a gran escala, ambos descritos en el apartado
5.1.

En este trabajo el rastreo de la genoteca en las distintas cepas se ha realizado siempre
en condiciones de media astringencia, para evitar la pérdida de interacciones débiles. Para
ello, el ensayo de expresion del gen HIS3 se realizé mediante la siembra de la
transformacion 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 10.3.1.1.). Se utilizaron 50 cajas (12 x 12 cm) por cada
rastreo, en cada una de las cuales se sembraron 400 ul de la suspensiéon de células
transformadas; las cajas se incubaron en una estufa a 30°C.

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, aunque en este
caso sin 3-AT, como una primera criba para eliminar falsos positivos (se siguié rescatando
colonias hasta pasados diez dias desde que se sembro la transformacion). Para la cepa
AH109 la réplica se hizo también en un medio SD/-His/-Trp/-Leu/-Ade para testar la
expresion del gen delator ADE2. Las cajas de la segunda siembra se incubaron a 30°C

durante 3 dias y entonces se testd la expresién del gen lacZ en las colonias que habian
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crecido, sometiéndolas al ensayo de la actividad B-galactosidasa en filtro, tal y como se
describe en el apartado 10.3.1.2. El crecimiento de las colonias en medio selectivo y el color
azul en el test 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 de la cotransformacion se calculé mediante la siguiente formula

cfu x v1

A = cfu/ug DNA
v2 x factor de dilucién x ug genoteca

cfu: colonias (colony forming units) crecidas en la placa de dilucion que tiene entre 30-300
cfu

v1: volumen total de la suspension celular (ul) (ver apartado 5.1.2.)

v2: volumen de la suspension celular sembrado en la caja (ul) (ver apartado 5.1.2.)

ug genoteca: cantidad total de DNA de la genoteca utilizada en la transformacién

El numero de clones rastreados se estimé mediante la siguiente formula:

cfu/ug x ng genoteca = n° de clones rastreados

El rescate de los plasmidos de la genoteca, desde las colonias positivas, se llevd a cabo

aislando el DNA plasmidico de la correspondiente levadura y usando esa preparacion de

DNA para transformar de E. coli.

Tabla 11. Cebadores empleados en las amplificaciones por PCR y reacciones de secuenciacion
llevadas a cabo en este trabajo.

Cebador Secuencia (5 — 3’) DNA molde Posicién
NAP1-1FOR GGTATGAAAGGTACTCATATGCTG cDNA NAP1-1 403 — 426
NAP1-1REV CTTCCTAATCCGTAGAAGACAAAAC cDNA NAP1-1 1002 — 979
NAP1-2DIR TGGAATATGCTAAACTCAAGG cDNA NAP1-2 363 — 382
NAP1-2REV TCCTTTAAATGTAAGGAGTGG cDNA NAP1-2 1015 — 996
PEAM6DIR CTGAGTGCCATGGGAAGAGGAAGAGTTGAG cDNA PEAM6 61— 81
PEAMGREV CGCGGATCCAAGCATCCATCCAGGAACAAATCC cDNA PEAM6 807— 774
PEAM4DIR TCCCCCGGGCATGGGAAGAGGTAGGGTTCAG cDNA PEAMA4 193 —» 213
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PEAM4REV CGCGGATCCAAAGCATCCAAGGTGGCAGGT cDNA PEAMA4 912 — 892
pACT-21 GTTTTTCAGTATCTACGATTC pACT2 4958 — 4978
pACT-22 CAAACCCAAAAAAAGAGATC pACT2 5097 — 5078

Tabla 11 (continuacién). Cebadores empleados en las amplificaciones por PCR y reacciones de
secuenciacién llevadas a cabo en este trabajo.

Cebador Secuencia (5’ 3’) DNA molde Posicion
5AD TGGTTGGACGGACCAAACTG pACT2 5210— 5191
3AD GATGCACAGTTGAAGTGAACTTGC pACT2 4931 — 4954
pGBT9-1 GAATAAGTGCGACATCATCATCGG pAS2-1 5877 — 5900
2x35S TATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCC pBINJIT60
pXhodT18V AGAGATCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTV mRNA apices

de guisante
NTGLODIR GAGGAGCAAGACCAACTTAA cDNA NTGLO 457 — 477
NTGLOREV CACTTAAACCATAAGCTAAGG cDNA NTGLO 736 —> 716

La posicion de los cebadores de los cDNA de PEAM4 y PEAMG6 hacen referencia a las
secuencias indicadas en Ferrandiz (1996). En PEAM6DIR y en PEAM4DIR se sefiala en negrita el
codon de inicio de la traduccién de los genes PEAM4 y PEAM6. Las secuencias subrayadas en los
cebadores PEAM6DIR, PEAM6REV, PEAM4DIR y PEAM4REV corresponden a las dianas de
restriccion introducidas para subclonar los cDNA de PEAM6 y PEAM4 en los plasmidos pGBKT7 vy
pACT2, respectivamente (apartado 10.2.1.); en rojo y cursiva se sefalan los nucleétidos que no
forman parte del DNA molde. La posicion de los cebadores de los cDNA de NAP1-1, NAP1-2 'y NT-
GLO hacen referencia a las secuencias con n° de acceso AF009126, AF009127 y X67959,
respectivamente. V, base V-Wobbles, que puede ser C ,G o A.

102



RESULTADOS

103



104



Resultados

1. ANALISIS FUNCIONAL DE PEAM1 MEDIANTE SU EXPRESION CONSTITUTIVA EN
SISTEMAS TRANSGENICOS HETEROLOGOS

En nuestro laboratorio, se llevd a cabo el aislamiento y la caracterizacion molecular de
varios genes de la familia MADS-box de guisante PEAM1-PEAMS8 (Ferrandiz, 1996;
Navarro, 2001) con el fin de identificar genes implicados en el desarrollo floral de guisante,

Estudios previos a este trabajo (Ferrandiz, 1996) mostraron que PEAM1 (Pea MADS 1)
es un gen de la familia MADS de guisante que presenta un alto nivel de homologia de
secuencia con genes de identidad de 6rgano floral de clase B del grupo GLO (Theifen et al.,
2000) como PISTILLATA (Pl) y GLOBOSA (GLO), de Arabidopsis y Antirrhinum,
respectivamente. El estudio de expresion de PEAM1 (Ferrandiz, 1996; Navarro, 2001)
mostré que su mensajero se localiza fundamentalmente en la flor, comenzando a detectarse
en el estadio 3 de su desarrollo, en el grupo de células que daran lugar a los primordios
comunes, de los que se diferencian posteriormente los primordios de pétalos y estambres.
En flores maduras, su expresion queda restringida a pétalos y a estambres. También se ha
detectado la expresion de PEAM1 en yemas vegetativas jovenes, aunque en estos 6rganos
la expresion es mucho mas débil que en flores.

Los datos de homologia de secuencia y patron de expresion sugieren, por tanto, una
posible relacion funcional entre PEAM1 y los genes de identidad de érgano floral de clase B.
Para testar esta hipétesis, en este trabajo hemos usado la expresion constitutiva en
sistemas transgénicos heterélogos (tabaco y Arabidopsis) como herramienta para el estudio
de la funcién de PEAM1.

Para ello, un cDNA de 928 pb que contiene toda la regién codificante se cloné como una
fusién transcripcional al promotor 2x35S CaMV (Benfey et al., 1990) en el vector binario de

expresion en plantas pBinJIT60.

1.1. ANALISIS FUNCIONAL DE PEAM1 EN PLANTAS TRANSGENICAS DE Nicotiana

tabacum

Como resultado de la transformacion de plantas de tabaco con la construcciéon 35S::PEAM1,
se obtuvieron 19 plantas transgénicas independientes capaces de crecer en un medio de
seleccion con kanamicina; 17 de éstas mostraban las mismas alteraciones fenotipicas en las
flores, aunque con distintos grados de intensidad (Figura 21), mientras que las flores de dos

de ellas no mostraban modificaciones con respecto a las de las plantas control.
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control

::PEAM1.13

35S::PEAM1.7

35S::PEAM1.6

35S::PEAM1.16

Figura 21. Fenotipo floral de las plantas transgénicas 35S::PEAM1 de Nicotiana tabacum. (A)
Flores control en distintos estadios de desarrollo. (B-E) Flores en distintos estadios de desarrollo de
diferentes plantas 35S::PEAM1 ordenadas segun el grado de severidad de su fenotipo.
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Las alteraciones fenotipicas de las plantas transgénicas 35S::PEAM1 afectan al primer y
cuarto verticilo de las flores. Existe, como se muestra mas adelante, un claro paralelismo
entre la severidad de las alteraciones que se producen en el primer verticilo y las que se
producen en el cuarto. No obstante, en general, las transformaciones que se producen en el
cuarto verticilo son mas severas que las que se producen en el primero.

El nivel de expresion del transgén PEAM1 en las distintas lineas transgénicas se analizo

mediante analisis Northern; el resultado de este analisis se muestra en la figura 22.

e

_75’ Lineas transgénicas

21 3 4 6 5 8 9 10 1 12 14
PEAM1 - - - - - -

Figura 22. Analisis Northern de la expresion del transgén PEAM1 en plantas de Nicotiana
tabacum control y transformadas con la construccion 35S::PEAM1. Linea control (pBinJIT)
trasformada con el vector sin inserto; lineas transgénicas 35S::PEAM1 (T-1 a T-14). En cada uno de
los pocillos se cargd 12 ug de RNA total extraido de una mezcla de hojas vegetativas jovenes. En la
hibridacion se utilizé como sonda un fragmento Sphl—-EcoRI de (573 pb) del extremo 3’ del cDNA de
PEAM?1. En la parte inferior se muestra el control de carga de RNA ribosémico.

El analisis Northern mostré que el gen PEAM1 se expresaba de manera variable en todas
las lineas transgénicas 35S::PEAM1 que presentaban alteraciones fenotipicas. Se observé
que niveles bajos de expresion del transgén son suficientes para dar lugar a alteraciones
fenotipicas acentuadas, tal y como ocurre en las lineas transgénicas T-6 y T-8. La linea
donde no se detectd expresion del transgén (T-12) no mostraba alteraciones fenotipicas. Un
resumen donde se relaciona el nivel de expresién del transgén y la severidad del fenotipo,

en las distintas lineas transgénicas analizadas, se muestra en la tabla 12.

1.1.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS LINEAS TRANSGENICAS DE
TABACO 35S::PEAM1

Las plantas 35S::PEAM1 sélo muestran modificaciones que afectan al desarrollo de las
flores. Los 6rganos vegetativos y la arquitectura de la inflorescencia de estas plantas es

perfectamente normal y son idénticas a las plantas control en lo que respecta al tiempo de
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Tabla 12. Nivel de expresion del transgén y severidad de fenotipo de las plantas transgénicas
de tabaco 35S::PEAM1.

Linea Fenotipo Expresiéon de PEAM1
T-1 moderado ++
T-2 moderado nd
T-3 severo ++++
T-4 severo +++
T-5 silvestre +
T-6 severo +
T-7 moderado nd
T-8 severo +
T-9 moderado ++
T-10 severo ++
T-11 severo +++
T-12 silvestre -
T-13 leve nd
T-14 severo +++
T-15 severo nd
T-16 severo nd
T-17 moderado nd
T-18 moderado nd
T-19 leve nd

nd: no determinado

floracion. Respecto a las flores, la expresion constitutiva de PEAM1 no altera ni el nimero
de verticilos ni el de 6rganos sino que solo afectan a la morfologia de los 6rganos que se
desarrollan en el primer y cuarto verticilo. Todas las lineas con fenotipo presentan el mismo
tipo de transformaciones, aunque con distinta intensidad, y éstas se pueden detectar desde
estadios tempranos del desarrollo, acentuandose con la edad (Figuras 21 y 23, comparar los

verticilos 1 y 4 de B con los del control A).

1.1.1.1. Conversion homeética del primer verticilo de las flores de tabaco 35S::PEAM1

Determinados rasgos de la pigmentacion y la morfologia de los érganos que ocupan el
primer verticilo de las flores 35S::PEAM1 son caracteristicos de los pétalos. En estas flores,
los sépalos cortos y de color verde oscuro, tipicos de una flor silvestre, son sustituidos por

otros mas largos y de un color verde mas palido (Figuras 21, 23 y 24A y B). Estos 6rganos
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Figura 23. Organos florales en distintos estadios de una planta de tabaco control y una
35S::PEAM1.4 de fenotipo severo. (A) Flores de una planta control en distintos estadios de
desarrollo. (B) Flores de una planta 35S::PEAM1.4 de fenotipo severo. Los numeros indican los
distintos verticilos.

pierden la forma globular tipica de los sépalos y forman una estructura tubular, mas estrecha
en la base, que se ensancha en la parte superior y que recuerda la estructura que constituye
la parte inferior de los pétalos.

En las plantas 35S::PEAM1 con los fenotipos mas severos se acentua el caracter
petaloide de los sépalos, intensificandose la palidez de la pigmentacion y la forma tubular de
estos organos (Figura 21). Ocasionalmente, en las lineas de fenotipo severo, se pueden
identificar pequenos sectores de pigmentacion rojiza en la zona de unién de los 6rganos del
primer verticilo (lineas T-4, T-10, T-15); esta pigmentacion rojiza es el resultado de la
coloraciéon que adquieren los tricomas en esta region (Figura 24C) y es similar a la
encontrada en el limbo de los pétalos. En los fenotipos mas extremos, la regién superior de
estos érganos tiende a curvarse ligeramente hacia fuera, recordando el aspecto de la parte

superior coloreada de los pétalos (Figura 24B).
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Para confirmar a nivel celular la aparente conversion homedtica de sépalo a pétalo,
sugerida a partir de las observaciones a nivel macroscoépico, se analizé la superficie abaxial
y adaxial de estos 6rganos mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) (Figura 24D-
H). En los 6rganos que ocupan el primer verticilo de las flores 35S::PEAM1 (Figura 24G),
ademas de los sectores tipicamente sepaloides (Figura 24D) constituidos por células de
morfologia irregular, tricomas de cabeza globular y estomas, se encuentran regiones
constituidas por células de forma alargada, con tricomas de cabeza globular y que carecen
de estomas (Figura 24H), caracteristicas que recuerdan a las del tipo celular de la parte
inferior de un pétalo (Figura 24F). En estas regiones de los sépalos 35S::PEAM1, se
observa una reduccion del numero de tricomas en comparacién con el observado en el
tejido de sépalo. La extension de estos sectores depende de la severidad del fenotipo
analizado siendo de gran tamafo en las plantas de fenotipo severo en la que llega a ocupar
practicamente toda la superficie del érgano transformado.

Se encuentran células parecidas a las de pétalo tanto en la superficie adaxial como en la
superficie abaxial de los sépalos de las flores 35S::PEAMT1, lo que indica que la conversion
homeodtica de sépalo a érgano petaloide tiene lugar en ambas superficies. No obstante, las
transformaciones producidas en la cara adaxial son mas completas que las que se dan en la
cara abaxial, donde la incidencia de las células petaloides no es tan marcada. Con
frecuencia, en las zonas de transicion entre el tipo celular de sépalo y el de pétalo se
pueden identificar unas células de caracteristicas morfolégicas intermedias entre ambos

tipos celulares (Figura 24G).

Figura 24. Caracteristicas morfolégicas del primer verticilo de las flores de tabaco
35S::PEAM1. (A-C) Visién macroscopica del primer verticilo de las flores de tabaco 35S::PEAM1. (A)
Flores control y 35S::PEAM1. (B) Sépalos control y 35S::PEAMT; el sépalo 35S::PEAM1 es un
organo tubular de color mas palido que el control. (C) Detalle de la zona de unién de los érganos del
primer verticilo en una planta control y en una planta 35S::PEAM1. La flecha negra sefiala una regién
de pigmentacién rojiza en el sépalo 35S::PEAM1. (D-H) Analisis por SEM del tipo celular de los
sépalos y pétalos de una flor control y una 35S::PEAM1. (D, E, F y H) superficie adaxial y (G)
superficie abaxial. (D) Detalle del tipo celular de los sépalos; estas células se caracterizan por su
forma irregular y por la presencia de estomas y de tricomas de cabeza globular. (E) Detalle de las
células conicas presentes en la parte superior pigmentada de un pétalo control. (F) Detalle del tipo
celular presente en la parte inferior de un pétalo maduro. (G) Tipos celulares identificados en un
sépalo alterado 35S::PEAM1. Se puede distinguir células de forma irregular tipico del tejido de sépalo
y células alargadas que recuerdan a las de la parte inferior de un pétalo maduro. La flecha negra
sefiala una célula de caracteristicas intermedias entre estos dos tipos celulares. (H) Detalle de las
células alargadas de caracter petaloide mostradas en G presentes en los sépalos 35S::PEAM1. Las
barras verticales representan en todos los casos 30 um.
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La morfologia de los érganos del segundo y tercer verticilo de las flores 35S::PEAM1 es
aparentemente normal, no encontrandose diferencias significativas con respecto a los de las
flores control (Figura 23, comparar los verticilos 2 y 3 de A y B). Se ha observado, sin
embargo, que en las lineas con las alteraciones morfolégicas mas severas se produce una
reduccion en la produccién de polen con respecto a las plantas control, no obstante, el polen

producido es perfectamente viable.
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También se ha observado que, en las flores maduras, los estambres muestran
frecuentemente ondulaciones en la parte inferior del filamento. Esto podria ser debido a la
compresion que ejerce en esta zona la estructura tubular de los érganos petaloides que se
desarrollan en el primer verticilo 0 a la que ejerce el engrosamiento del carpelo o a la accion

de ambas.

1.1.1.2. Conversion homeotica del cuarto verticilo de las flores de tabaco 35S::PEAM1

Los o6rganos que se desarrollan en el cuarto verticilo de las flores 35S::PEAM1 muestran
grandes diferencias con los de las flores control, (Figuras 23 y 25). En tabaco, dos carpelos
fusionados forman el gineceo en el cuarto verticilo (Figura 25B), en el que puede distinguirse
un ovario con forma de domo en su base y un largo estilo que finaliza con un estigma de
forma redondeada.

En el cuarto verticilo de las flores 35S::PEAM1 se desarrolla una estructura de forma
tubular que presenta un engrosamiento mas o menos cercano a su base dependiendo de la
severidad del fenotipo, encontrandose en la zona apical del tubo en las flores de las plantas
con fenotipos mas extremos (Figura 25C). Dentro de este engrosamiento se localizan los
ovulos, de modo que, en las flores de fenotipo leve los évulos se situan en la zona media-baja
de éstos 6rganos. En este caso, el estilo es ligeramente mas corto que en el carpelo silvestre.
Ocasionalmente, en la base de estos 6rganos débilmente transformados, se puede identificar
un anillo de pigmentacién amarilla, similar al que se encuentra en la zona de produccion de
néctar en la base de un carpelo control (Figura 25C).

En los fenotipos mas severos, se acentua la forma tubular de estos carpelos alterados y los
ovulos tienden a ocupar posiciones mas altas dentro de estos drganos. Asi pues, en los
carpelos de fenotipo moderado, los évulos se sitlan en la zona media-alta y en los de
fenotipos severo se encuentran en posiciones apicales, llegando incluso a situarse al mismo
nivel que las anteras (Figuras 23B y 25C y G). En la superficie externa de estos carpelos
transformados, es frecuente encontrar pequefas areas de pigmentacion rojiza justo en la zona
donde se situan los évulos (Figura 25E y F), los cuales, ademas, muestran también un tono
rosaceo, a diferencia del color blanco de los évulos del carpelo silvestre.

Como resultado de la expresion constitutiva de PEAM1 también se produce una reduccion
en la longitud del estilo. En los carpelos débilmente transformados, el estilo sélo es
ligeramente mas corto que en los carpelos silvestres pero la reduccion llega a ser tan marcada
en los fenotipos con alteraciones morfolégicas severas, que éste aparece como un 6rgano

residual en lo alto de la estructura tubular (Figura 25C, E y F). También el estigma sufre
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control 35S::PEAM1 35S::PEAM1

Figura 25. Caracteristicas morfolégicas del cuarto verticilo de las flores 35S::PEAM1. (A) Flor
control pBinJIT (izquierda); flor 35S::PEAM1.6 de fenotipo severo (derecha); la flecha sefala el carpelo
alterado. (B) Carpelo control; la flecha sefiala la zona de produccion de néctar en la base de este
organo. (C) Carpelos transgénicos 35S::PEAM1 con diferentes grados de severidad en el fenotipo; de
izquierda a derecha se muestra desde un carpelo ligeramente transformado a otros donde las
alteraciones morfolégicas son muy severas; el recuadro sefiala, en un carpelo de fenotipo leve, el anillo
de pigmentacion amarilla equivalente a la zona de produccién de néctar en el carpelo control; las puntas
de flecha blancas sefialan la posicion del ovario en cada carpelo. (D) Detalle de la zona superior de un
carpelo control donde se muestra el estigma de forma redondeada al final de un largo estilo. (E) y (F)
Carpelos 35S::PEAM1 de fenotipo severo. El estilo es muy corto y el estigma es pequefio y deformado;
las flechas indican zonas de pigmentacion rojiza en la zona donde se localizan los évulos. (G) Diseccion
de un carpelo 35S::PEAM1 mostrando la posicion que ocupan los o6vulos; se observa también la
presencia de tricomas en la base de este carpelo alterado al igual que en la parte baja del flamento de
un estambre. (H) Comparacién entre el cuarto verticilo de flores de una planta control (izquierda) y
35S::PEAM1 (derecha) en un estadio temprano del desarrollo, donde las diferencias morfoldgicas ya
son evidentes.
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alteraciones morfoldgicas apreciables, en tanto que se reduce de tamano y tiende a perder la
forma redondeada tipica del estigma silvestre (Figura 25G).

Las alteraciones descritas, observables desde estadios tempranos del desarrollo,
confieren a los érganos del cuarto verticilo de las flores 35S::PEAM1, en particular a los de
las flores con fenotipo mas severo, una apariencia mas cercana a la de un estambre que a
la de un carpelo tipico (Figura 25H); esta semejanza se acentla en estadios mas avanzados
del desarrollo.

Para estudiar a nivel celular la modificacion homeética de los carpelos de las flores
35S::PEAM1, se llevo a cabo un andlisis, mediante microscopia electrénica de barrido, de la
superficie externa de estos 6rganos alterados. Se analizaron distintas regiones del carpelo
35S::PEAM1 y del estambre y el carpelo de las flores control (Figura 26); el analisis reveld
que en el cuarto verticilo de las flores 35S::PEAM1 se desarrolla una estructura que tiene
caracteristicas tanto de estambre como de carpelo. La parte inferior de este 6rgano muestra
una gran semejanza con el filamento de un estambre maduro, mientras que la parte superior
conserva determinados rasgos que son propios de un carpelo pobremente desarrollado

El andlisis de la morfologia celular de la parte mas baja del carpelo de las flores 35S::PEAM1
mostré la presencia de células de morfologia estriada con una alta densidad de tricomas
ramificados y finalizados en punta, caracteristicas similares a las que muestra el tipo celular de
la parte inferior de un filamento de estambre (Figuras 26A y B y 27C y E); en posiciones
superiores de la estructura tubular, el tipo celular se mantiene y la densidad de tricomas

disminuye, al igual que ocurre en la parte superior del filamento de estambre (Figura 26C y D).

Figura 26. Fenotipo del érgano tubular que se desarrolla en el cuarto verticilo de las flores de
las plantas de tabaco 35S::PEAM1 observado mediante microscopia electrénica de barrido. (I)
Carpelo 35S::PEAM1 de fenotipo severo. (ll) Estambre de planta control. (lll) Carpelo control. (A, C,
F, G e I) Muestran detalles de las zonas sefaladas con un recuadro en el carpelo 35S::PEAM1, (B, D
y E) en un estambre control y (H y J) en el carpelo control. (A) Region inferior de un carpelo
35S::PEAM1. (B) Region de la base de un filamento de estambre de una planta control, mostrando
abundancia de tricomas ramificados y finalizados en punta. (C) Regién media de un carpelo
35S::PEAM1. (D) Regién intermedia de un filamento de estambre de una planta control, mostrando la
reduccién en la densidad de tricomas a medida que se asciende a lo largo de esta estructura. (E)
Detalle de la zona donde se unen las tecas en una antera control. (F) Inicio de la zona engrosada,
que contiene los 6vulos, de un carpelo 35S::PEAM1 mostrando la transicién entre dos tipos celulares:
el de filamento (1) y el de antera (2). (G) Zona superior del carpelo 35S::PEAM1 donde se muestra el
surco central; la apariencia de este 6rgano recuerda la zona de la antera donde se unen las tecas,
que se muestran en E; el estilo, de reducido tamafio, aparece fasciado y finaliza en un estigma de
morfologia alterada. (H) Detalle de la zona distal del ovario y el comienzo del estilo en un carpelo
control. (I) Estigma de un carpelo 35S::PEAM1; es de tamafo reducido, muestra engrosamientos
prominentes en sus vértices mas externos y se halla dividido por el centro. (J) Estigma de forma
redondeada, tipico de un carpelo control. Las barras verticales representan: 100 umen C, D, F, E, H
ely200 umenA,B,GyJ.
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El tipo celular similar al de filamento de estambre se mantiene en los carpelos 35S::PEAM1
hasta alcanzar la zona engrosada que contiene los évulos (Figuras 26F y 27F). En la porcion
engrosada del carpelo transgénico, en cuyo interior estan los 6vulos, la epidermis presenta
tricomas y esta constituida por células con engrosamientos cuticulares prominentes que forman

una ornamentacion que recuerda a la del tipo celular caracteristico de las anteras (Figura 27B y D).

T
L

Figura 27. Analisis, mediante microscopia electréonica de barrido, de los tipos celulares
presentes en el carpelo de las flores 35S::PEAM1. (A) Células de forma aplanada y sin
ornamentacion de la superficie epidérmica de un ovario control. (B) Tipo celular caracteristico de una
antera control, de morfologia aplanada y con estrias longitudinales que convergen en la zona superior
de cada célula. (C) Tipo celular alargado, con estrias longitudinales, caracteristico del filamento de un
estambre control. (D) Células de la zona engrosada de un carpelo 35S::PEAM1, en cuyo interior se
encuentran los évulos; su morfologia es similar a la de las células del tejido de antera mostradas en
B. (E) Tipo celular de la zona inferior y media de un carpelo transgénico, de caracteristicas
morfoldgicas similares al tipo celular del filamento de estambre mostrado en C. (F) Detalle de los tipos
celulares identificados en la zona de transicion “filamento-antera” en la zona de inicio del
engrosamiento que contiene los évulos en un carpelo 35S::PEAM1T; células de filamento en la parte
inferior (1) y células de antera en la parte superior (2). Las barras verticales representan: 10 um en A,
B,C,DyEy25umenF.
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En la zona engrosada del carpelo transgénico son frecuentes los plegamientos, los
cuales suelen dar lugar a la formacién de un surco en la region central de estos érganos y
que dan a éste una apariencia que recuerda a la zona en la que se unen las dos tecas de
una antera (Figura 26E y G). A veces, la formacion de este surco se extiende hasta alcanzar
la zona de comienzo del estilo y, en consecuencia, éste tiende a bifurcarse dando lugar a
dos estructuras practicamente simeétricas en cuyos margenes laterales internos es posible
identificar los tricomas caracteristicos del tejido de antera (Figura 26G). En las flores
transgénicas el estigma también sufre deformaciones que le hacen perder su tipica forma
redondeada y suele mostrarse como una estructura con un estrangulamiento en la zona
central, que origina la formacion de cuatro engrosamientos situados en los vértices mas
externos de este 6rgano (Figura 261). Ocasionalmente, en los fenotipos mas severos, la
bifurcaciéon del estilo se continia hasta el estigma que aparece como una estructura
deformada y partida por la zona central (Figura 26l).

Por tanto, el cuarto verticilo de las flores 35S::PEAM1 es ocupado por un érgano mosaico
cuya estructura tiene caracteristicas tanto de estambre como de carpelo. En este 6rgano, de
forma tubular, los 6vulos se situan en lo alto de una estructura similar a un filamento de
estambre, dentro de una zona engrosada y de caracteristicas morfolégicas y celulares que
recuerdan la apariencia de una antera. Ademas de los ovulos, se conservan en estos
organos mosaico otras estructuras tipicas de un carpelo, como son el estilo y el estigma,

aunque éstos aparecen alterados.

1.1.1.3. Andlisis de la expresiéon de los genes endégenos de tabaco de funcién B en

las plantas transgénicas 35S::PEAM1

Para intentar explicar a nivel molecular las diferencias entre la intensidad de las alteraciones
homeodticas producidas en el primer y cuarto verticilo de las plantas de tabaco 35S::PEAM1,
se estudid la influencia de la expresion ectépica del gen PEAM1 en los genes enddgenos de
identidad de 6rgano de funcién B, NTDEF y NTGLO, los homologos en tabaco a DEFy GLO
respectivamente, mediante un analisis Northern. Se utiliz6 RNA aislado de hojas y de los
6rganos de los distintos verticilos de las flores de las plantas de tabaco 35S::PEAM1 y se
us6é como sondas fragmentos de las regiones 3’ de los genes enddgenos de tabaco NTDEF
y NTGLO, asi como del transgén PEAM1, que muestran gran diferencia en sus secuencias.
El resultado de este experimento se muestra en la figura 28.

De acuerdo a lo descrito previamente para tabaco, la expresion de NTGLO en las plantas
control se detecta sélo en pétalos y estambres (Hansen et al., 1993). En las plantas

transgénicas de tabaco 35S::PEAM1, la expresion de NTGLO se detecta en sépalos, pétalos
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y, ademas, aunque a un nivel bastante bajo, también en el cuarto verticilo (Figura 28). No se
observé expresion de NTGLO ni en el primer verticilo ni en hojas vegetativas. Esto indica
que el gen endoégeno NTGLO puede ser activado en el cuarto verticilo por la expresién del
gen PEAM1 de guisante y proporciona una posible explicaciéon para el hecho de que se
observan fenotipos mas severos en el cuarto verticilo que en el primero. Sin embargo, esta
activacion es relativamente débil.

El patrén de expresion de NTDEF ya ha sido descrito previamente (Davies et al., 1996b).
Se detecta un nivel alto de su transcrito en pétalos y estambres, con menor intensidad en
carpelos y apenas es visible en sépalos. En las plantas transgénicas de tabaco 35S::PEAM1
el patron de expresion de NTDEF no muestra diferencias cualitativas con respecto al
mostrado por las plantas control, si bien, su nivel de expresion parece intensificarse en todos
los verticilos florales, siendo el incremento de la sefial mas acusado en los verticilos 1y 4

(Figura 28). No se observo expresion de NTDEF en hojas vegetativas.

pBinJIT 35S::PEAM1.9 35S::PEAM1.3
E C H S P E C H S P E C

P
NTGLO ‘. .. : ...

NTDEF .' o o ‘.. - M

PEAM1 ..........

H S

~ SELIEAETTTEIEL

Figura 28. Efecto de la expresion ectopica del gen PEAM1 en la expresion de los genes
enddgenos de funcion B de tabaco. El analisis Northern se realizdé sobre el RNA (15 ug) extraido
de hojas adultas (H) y de 6rganos florales de flores en estadio previo a la antesis, con un tamano
aproximado de 2’5 cm, en las que la pigmentacion rojiza de los pétalos aun no es apreciable (S:
sépalos; P: pétalos; E: estambres; C: carpelos), de plantas transgénicas de tabaco 35S::PEAM1 (T-3
y T-9) y de plantas control (pBinJIT) transformadas con el vector sin inserto. En las hibridaciones se
utilizaron como sondas un fragmento EcoRV (267pb) del extremo 3’ del cDNA de NTDEF, un
fragmento de 279 pb del extremo 3’ del cDNA de NTGLO y un fragmento Sphl-EcoRI (573 pb) del
extremo 3’ del cDNA de PEAM1. En la parte inferior se muestra el control de carga del RNA
ribosémico.
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La expresion del transgén PEAM1 se observd en todos los tejidos de las plantas
transgénicas examinados; aunque el nivel de expresion de PEAM1 en los distintos verticilos
de las flores de las plantas transgénicas es muy similar, parece detectarse un nivel de
expresion mayor en el primer verticilo de la planta 35S::PEAM1.9 y en el cuarto de la
35S::PEAM1.3, lo que parece correlacionar con el aumento de la expresion de los genes

enddgenos.

1.2. ANALISIS FUNCIONAL DE PEAM1 EN PLANTAS TRANSGENICAS DE Arabidopsis

thaliana

Como resultado de la transformacién de plantas de Arabidopsis del ecotipo Columbia (Col)
se generaron 76 plantas independientes capaces de crecer en medio de seleccion con
kanamicina; 18 de estas plantas mostraron el mismo tipo de alteraciones fenotipicas en las
flores, consistente en la aparicion de sectores blanquecinos en los sépalos, mientras que el
resto de las plantas no mostraron cambios apreciables respecto a las plantas control.

Con el fin de determinar el numero de loci en que se habia producido la insercion del T-
DNA, se llevé a cabo el andlisis de segregacion de varias de estas lineas transgeénicas,
mediante la siembra de su progenie T, en medio de seleccién con kanamicina. Se
sembraron semillas procedentes de plantas control (sin transformar) y transgénicas. Los

resultados de este analisis se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Distribucién de la resistencia a kanamicina en plantas trangénicas de Arabidopsis T,
35S::PEAM1.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de

semillas + - Relacion Segregacion Valor Significacion n°
Linea analizadas (T) (R) (S) SIT R:S a (P) copias
T-3" 24 17 7 1'2/4 3:1 0'542 0’46 1
T-4" 24 18 6 1°0/4 3:1 0056 0’81 1
T-5° 24 20 4 0'7/4 3:1 1167 028 1
T-7" 24 17 7 12/4 3:1 0’542 0’46 1
T-8 24 20 4 0'7/4 3:1 1167 028 1
T-10" 24 20 4 0'7/4 3:1 1167 028 1
T-13" 24 15 9 1'5/4 3:1 1723 019 1
T-16" 23 17 6 1'0/4 3:1 0053 0'82 1
T-17" 24 19 5 0'8/4 3:1 0389 0’53 1
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Tabla 13 (continuacién). Distribucién de la resistencia a kanamicina en plantas trangénicas de
Arabidopsis T, 35S::PEAM1.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de

semillas + - Relacion Segregacion Valor Significacion n°
Linea analizadas (T) (R) (S) SIT R:S a (P) copias
T-23" 24 19 3 0'6/4 3:1 1’878 017 1
T-30" 24 17 7 12/4 3:1 0’542 0’46 1
T-38 24 19 5 0'8/4 3:1 0'389 0’53 1
T-50° 24 18 6 1'0/4 3:1 0056 0’81 1
T-56" 24 21 3 2'0/16 15:1 0'845 0’36 2
T-57" 24 17 7 1'2/4 3:1 0'542 0’46 1
T-63" 24 17 7 12/4 3:1 0’542 0’46 1
T-67" 24 19 5 0'8/4 3:1 0°389 0’53 1
T-68" 23 17 6 1'0/4 3:1 0056 0’81 1
T-70 24 18 6 1°0/4 3:1 0056 0’81 1
T-75" 24 17 7 1'2/4 3:1 0’542 0’46 1
T-76" 23 18 5 0'9/4 3:1 0293 0’59 1
Control 24 0 24 0

Las lineas que mostraban alteraciones fenotipicas se indican con un asterisco.

En todas las lineas transgénicas excepto en la T-56 la segregacién obtenida se ajusta a
una relacion 3:1 (resistentes:sensibles), que corresponde con la esperada para la insercion
del T-DNA en un unico locus. En la linea transgénica T-56 la segregacion obtenida se ajusta
a una relacion 15:1 que indica la insercion del transgén en dos /oci diferentes.

El nivel de expresion del transgén PEAM1 en las distintas lineas transgénicas se analizo
mediante analisis Northern; el resultado de ese analisis se muestran en la figura 29.

El analisis Northern mostrd niveles variables de expresion de PEAM1 entre las distintas
lineas transgénicas 35S::PEAM1 analizadas y la ausencia de hibridacion en la linea control
pBindIT. Se observé expresion de PEAM1 en las lineas T-4, T-5, T-16, T-50, T-75 y T-76,
todas ellas mostraban alteraciones fenotipicas. La linea T-16, la que muestra un fenotipo
mas extremo, es también la que mostré un mayor nivel de expresién del transgén. No se
detectd expresion de PEAMT1 en las lineas T-8, T-38 y T-70; en estas lineas no se detecto
alteracion fenotipica alguna.

Estos resultados confirman que el gen PEAM1 se esta expresando en las lineas

transgénicas que presentan alteraciones fenotipicas. Existe ademas, una correlacién entre
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el nivel de expresion del transgén y la intensidad de estas alteraciones; las plantas donde
los niveles de expresion del transgén son elevados son aquellas en las que el caracter

petaloide de los érganos que ocupan el primer verticilo en las flores es mas acentuado.

Lineas transgénicas

pBinJIT

* * * *
8 16 38 50 70 75 76

dfeiee

i

PEAM1

rRNA

Figura 29. Analisis Northern de la expresiéon del transgén PEAM1 en plantas de Arabidopsis
thaliana control y transformadas con la construccion 35S::PEAM1. Linea control (pBinJIT); lineas
transgénicas (T-4 a T-76). En cada una de las carreras, se cargaron 10 ug de RNA total extraido de
hojas vegetativas jévenes. En la hibridacion se utiliz6 como sonda un fragmento Sphl—EcoRI de (573
pb) del extremo 3’ del cDNA de PEAM1. En la parte inferior se muestra el control de carga de RNA
ribosdmico. Los asteriscos sefalan las lineas que presentan fenotipo alterado.

1.2.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS LINEAS TRANSGENICAS DE
Arabidopsis 35S::PEAM1

Las plantas 35S::PEAM1 no exhiben alteraciones morfolégicas fuera de los érganos florales;
no se han observado cambios en la arquitectura de la planta, ni tampoco las hojas de roseta
ni las hojas caulinares muestran cambios asociados a la expresion constitutiva de PEAM1.
Para analizar el efecto de la expresién constitutiva de PEAM1 sobre el tiempo de floracién
en las plantas transgénicas 35S::PEAM1, se generaron plantas homozigotas de 5 lineas
35S::PEAM1. Tanto las plantas control como las distintas lineas 35S::PEAM1 florecen al
mismo tiempo bajo condiciones de dia largo, aproximadamente cuatro semanas tras ser
sembradas (Figura 30A). El tiempo de floracién en las distintas lineas transgénicas se
estimé mediante el conteo, en plantas crecidas bajo condiciones de dia largo, del numero
total de hojas producido por el tallo principal. Los resultados de dichos conteos se muestran

en la tabla 14.
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Tabla 14. Efecto de la expresiéon constitutiva de PEAM1 en el tiempo de floracién de
Arabidopsis.

Hojas de Hojas Hojas
Genotipo n® roseta” caulinares® totales
pBinJIT60(control)® 28 120+ 09 25+05 145+ 10
35S::PEAM1.5° 27 122+ 10 3005 152+ 10
35S::PEAM1.16 41 120 + 1’1 27+05 147 + 11
35S::PEAM1.50 27 122+ 0’5 29+08 150+ 10
35S::PEAM1.73 31 117+0°8 2607 14'3+10
35S::PEAM1.75 30 120+ 0’8 29+05 150+ 09

®n: nimero de plantas analizadas.

b Hojas de roseta: valores expresados como media + desviaciéon estandar.

° Hojas caulinares: valores expresados como media + desviacion estandar.

4 El control es una linea transgénica homozigota para el vector pBinJIT60 sin inserto 35S::PEAM1.
®Lineas transgénicas independientes 35S::PEAM1 numeradas 5, 16, 50, 75y 76.

No se encontraron diferencias significativas entre el nimero de hojas con que florecen las
plantas control y las lineas 35S::PEAM1, lo que confirma que la expresion constitutiva de

PEAM1 en Arabidopsis no tiene efecto sobre el tiempo de floracion.

1.2.1.1. Fenotipo floral resultante de la expresiéon constitutiva de PEAM1 en

Arabidopsis

La flor de Arabidopsis thaliana tiene una estructura simple (Figura 30D), tipica de las
Brassicaceae. Posee un caliz con cuatro sépalos y una corola de cuatro pétalos, cuyas
posiciones son alternas e internas a la de los sépalos. El androceo se compone de seis
estambres, cuatro centrales largos y dos laterales cortos. Finalmente, el gineceo ocupa el
centro de la flor y esta constituido por dos carpelos fusionados.

El caliz de las flores 35S::PEAM1 es mucho mas abierto que el de las flores control
(Figuras 30E y F y 31A y B); esta tendencia a una mayor apertura del caliz se puede
observar desde estadios tempranos del desarrollo aunque se acentla en estadios mas
avanzados (Figura 30B y C). Mientras que los verticilos de pétalos, estambres y carpelos de
las flores 35S::PEAM1 son aparentemente normales, en los drganos que ocupan el primer
verticilo se pueden distinguir unos sectores de un tejido de color blanquecino que recuerda
al tejido que forma los pétalos (Figura 30E y F), que no se observa en los sépalos de las
flores control. La extensién del area ocupada por este tejido de naturaleza petaloide, se

corresponde con el grado de intensidad de las alteraciones fenotipicas en las flores
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35S::PEAM1. Los sépalos de las flores 35S::PEAM1 se desarrollan como 6rganos mosaico
estando formados por dos tipos de tejido claramente identificables; la regién central de estos
organos conserva el tejido verde caracteristico de sépalo, mientras que el tejido de color
blanquecino se extiende a lo largo de los margenes laterales (Figura 30G). Con frecuencia,
se pueden observar pequefias deformaciones en los margenes laterales de estos 6rganos
mosaico que les confieren una forma irregular (Figura 31D y E). En ocasiones, en las flores
de fenotipo mas severo, la regibn mas apical de estos 6rganos se deforma formandose
estructuras de aspecto filiforme (Figura 31G).

Para estudiar a nivel celular la aparente conversion homedética de sépalo a pétalo en las
flores 35S::PEAM1, sugerida por las observaciones a nivel macroscépico, se analizaron las
superficies abaxial y adaxial de estos érganos mosaico mediante microscopia electronica de
barrido (SEM) (Figura 32). En la cara abaxial de los sépalos 35S::PEAM1, se pueden distinguir
dos regiones cuyas células exhiben caracteristicas morfoldgicas diferentes (Figura 32C). En la
zona central (Figura 32C, 1) se puede identificar un tipo celular de forma alargada y
ornamentacién caracteristica, como el que constituye la epidermis abaxial de un sépalo
normal (Figura 32, comparar la region 1 de C y E con Ay G). Sin embargo, en la zona de los
margenes laterales de los sépalos 35S::PEAM1 (Figura 32C, 2), las células alargadas tipicas
de tejido de sépalo han sido sustituidas por otras de morfologia redondeada y con
engrosamientos cuticulares prominentes, caracteristicas que son propias del tipo celular que

forma la superficie abaxial de un pétalo (Figura 32, comparar region 2 de C y E con I).

Figura 30. Fenotipo de las plantas, transgénicas, de Arabidopsis 35S::PEAM1. (A) Plantas
homozigotas de la linea control pBinJIT60 a la izquierda y de la linea transgénica 35S::PEAM1.16, a
la derecha, cultivadas bajo condiciones de dia largo. En (B) y (C) se muestra, respectivamente, las
inflorescencias de una planta control y de una planta transgénica 35S::PEAM1 que contienen flores
en distintos estadios de desarrollo; las alteraciones morfolégicas en las flores transgénicas son
evidentes en las flores mas jovenes aunque éstas se acentuan en las flores maduras. (D) Flor control
en antesis. (E) y (F) Flores 35S::PEAM1 en antesis; las flechas sefalan el tejido de color blanquecino
de los 6rganos del primer verticilo de las flores transgénicas. (G) En la parte izquierda dos sépalos
control mostrando el color verde y los tricomas, caracteristicos del tejido de este érgano. En el centro
se muestran dos 6rganos del primer verticilo de flores 35S::PEAMT; las puntas de flecha negras
sefalan el tejido de sépalo en las posiciones centrales de estos érganos y las flechas blancas
sefalan el tejido blanquecino, de naturaleza petaloide, en los margenes laterales de estos 6rganos. A
la derecha se muestra un pétalo control.

Figura 31. Anadlisis SEM de los organos del primer verticilo de las flores de Arabidopsis
35S::PEAM1. (A) Flor en antesis de una planta control. (B) Flor en antesis de una planta transgénica
35S::PEAM1. (C) Sépalo control. (D) y (E) Organos del primer verticilo de flores 35S::PEAM1. Las
flechas indican las deformaciones observadas en los margenes de estos 6rganos. (F) Regién apical
de un sépalo control. (G) Region apical de un sépalo transgénico 35S::PEAM1 de fenotipo severo; la
flecha indica la estructura filiforme que, ocasionalmente, se forma en esta zona. (H) Regién apical del
primer verticilo de una flor 35S::PEAM1 en estadio 8 de desarrollo (segun Smyth et al., 1990). Las
flechas sefalan células redondeadas en los margenes de estos 6rganos modificados de morfologia
similar al tipo celular de la supeficie abaxial de pétalo. Las barras verticales representan: 500 um en A
yBy100umenC,D,E,F, GyH.
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control 35S::PEAM1

control 35S::PEAM1 35S:: PEAM1

sépalos control sépalos 35S::PEAM1 pétalo control

Figura 30. Fenotipo de las plantas, transgénicas, de Arabidopsis 35S::PEAM1.
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Figura 31. Analisis SEM de los érganos del primer verticilo de las flores de Arabidopsis
35S::PEAM1.
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Las células de pétalo se pueden identificar con claridad desde estadios tempranos del
desarrollo de estos organos (Figura 31H). En la superficie adaxial de los sépalos
transformados también se encuentran células cénicas caracteristicas del tejido de pétalo
(Figura 32D y F) lo que muestra que la conversion homeodtica de sépalo a 6rgano petaloide en
las flores 35S::PEAM1 tiene lugar en ambas superficies. Las transformaciones producidas en
la cara adaxial son mas completas que las que se producen en la cara abaxial, donde la
incidencia de los tipos celulares de pétalo no es tan marcada (Figura 32C y D).

Con frecuencia se pueden observar células de caracteristicas morfolégicas intermedias
entre las del tipo celular de pétalo y las de sépalo. Estas células, con forma entre
redondeada y alargada (Figura 32F), se sitian en la zona de transicion entre el tejido de
sépalo y de pétalo en estos 6rganos mosaico.

Por ofra parte, otras evidencias morfolégicas confirman la naturaleza petaloide de los
organos del primer verticilo de las flores 35S::PEAM1. Tipos celulares caracteristicos de la
epidermis del sépalo normal de Arabidopsis, tales como, los estomas y, en la superficie
abaxial, los tricomas (Figura 32C, | y J), no aparecen en las regiones de estos 6rganos
mosaico que contienen el tejido transformado y solamente se conservan en las posiciones

centrales de los mismos.

Figura 32. Andlisis SEM de las caracteristicas morfologicas de la superficie epidérmica de los
sépalos de las flores de Arabidopsis 35S::PEAM1. Los paneles de la izquierda (A, C, E, G e |)
muestran las superficies abaxiales de los 6rganos florales analizados y los paneles de la derecha (B, D,
F, H y J) muestran las superficies adaxiales. Superficie abaxial: (A) Sépalo control. (C) Sépalo
transgénico 35S::PEAM1, mostrando dos regiones con células de caracteristicas morfoldgicas
diferentes; la regidon 1 ocupa la zona central de estos 6rganos y presenta una apariencia similar al tejido
de sépalo mostrado en A; la flecha negra sefiala un tricoma; la regién 2 ocupa el margen lateral de
estos sépalos modificados. (E) Detalle de la zona recuadrada en C, mostrando los tipos celulares
encontrados en la regiones 1y 2; la region 1 esta formada por células alargadas de morfologia similar a
las que forman la epidermis abaxial de sépalo, mostrado en G; la flecha sefala la existencia de estomas
en esta region. En la region 2, el tipo celular redondeado es similar al que forma la epidermis de pétalo,
que se muestra en |. (G) Vision mas ampliada de las células que forman la epidermis abaxial del sépalo
de una flor silvestre; los engrosamientos cuticulares se organizan a lo largo del eje longitudinal de las
células. Las flechas sefialan la presencia de estomas. (I) Detalle de las células redondeadas que forman
la epidermis abaxial del pétalo de una flor silvestre; los engrosamientos cuticulares son prominentes en
estas células; en la epidermis de pétalo no aparecen los estomas. Superficie adaxial: (B) Sépalo
control. (D) Sépalo transgénico 35S::PEAM1, mostrando también dos regiones con células epidérmicas
de caracteristicas morfolégicas diferentes; aqui, la region 2, de naturaleza petaloide, ocupa la mayor
parte del sépalo transgénico. (F) Detalle de la zona recuadrada en D mostrando los tipos celulares
encontrados en las regiones 1y 2 de la cara adaxial de un sépalo transgénico 35S::PEAM1. La region 1
esta formada por células alargadas de morfologia similar a las que constituyen la epidermis adaxial del
sépalo, mostrado en I; la flecha sefiala un estoma. En la regién 2, el tipo celular cénico es similar al que
forma la epidermis adaxial de pétalo mostrado en J. El asterisco sefiala una célula de caracteristicas
intermedias entre el tipo celular de la region 1 y el de la regién 2. (H) Detalle de las células alargadas
que forman la epidermis adaxial de sépalo; la flecha sefala la presencia de estomas. (J) Detalle de las
células conicas que forman la epidermis adaxial de pétalo; los engrosamientos cuticulares en estas
células son prominentes y se disponen de manera convergente al centro de las mismas. Nétese la
ausencia de estomas. Las barras verticales representan 50 uymen A,B,CyDy10umenE,F, G, H, Iy J.
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1.3. ESTUDIO FUNCIONAL DEL GEN PEAM1 DE GUISANTE MEDIANTE LA
COMPLEMENTACION GENETICA DE MUTANTES DE Arabidopsis

1.3.1. COMPLEMENTACION GENETICA DE LA MUTACION pistillatal DE Arabidopsis
CON EL GEN PEAM1

Los datos de homologia de secuencia y el fenotipo de las flores 35S::PEAM1 de Arabidopsis
y tabaco sugieren que PEAM1 es el homodlogo funcional del gen PISTILLATA de
Arabidopsis. Por ello, otro abordaje experimental para el estudio de la funcién del gen
PEAM1 de guisante consistié en ensayar la capacidad de dicho gen para complementar la
mutacion pistillata de Arabidopsis thaliana.

De los tres alelos recesivos de la mutacion pi analizados por Bowman et al., (1991), se
utilizé el alelo fuerte pi-1, cuyas flores son las que muestran las mayores alteraciones
fenotipicas con respecto al fenotipo silvestre. Los érganos del segundo verticilo de las flores
pi-1 se hallan completamente transformados en sépalos y las células que en una flor
silvestre formarian el tercer verticilo se incorporan al carpelo, con lo cual éste adquiere un
tamafio anormalmente grande (Figura 34B); a veces se observa el desarrollo de unas
estructuras filamentosas en los flancos de este carpelo anormal.

Se cruzoé una planta homozigota de la linea de fenotipo severo 35S::PEAM1.16, con una
planta homozigota para el alelo mutante pi-1. De las semillas (F4) resultantes del cruce se
sembraron seis en medio con kanamicina, para comprobar que todas habian heredado el
transgén; el resto de semillas del cruce se sembraron directamente en tierra y se comprobd
que las plantas resultantes mostraban alteraciones fenotipicas idénticas a las de las
transgénicas 35S::PEAM1.

El analisis fenotipico se llevo a cabo sobre la descendencia (F2) de dos de estas lineas F;
35S::PEAM1 pi-1 resultantes del cruce; se analizaron un total de 235 plantas de las cuales
157 provenian de la linea 1y 78 de la linea 2. En la figura 33 se muestra un esquema del
procedimiento experimental que se siguidé en el ensayo de complementacion del mutante pi-

1 con el gen PEAM1 de guisante.
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Figura 33. Esquema del experimento de complementacién de la mutacién pi-1 con el gen
PEAM1 de guisante.

Linea homozigota X Linea homozigota
35S::PEAM1.16 para la mutacion pi-1
Plantas F4 35S::PEAM1 pi-1

- resistentes a Kanamicina
- fenotipo 35S::PEAM1

Linea 1 Linea 2
Autofecundacion
Plantas F, 157 + 78
n° plantas analizadas 235

Las plantas F, resultantes del cruce de la transgénica 35S::PEAM1 con el mutante pi-1 se
clasificaron en cuatro clases fenotipicas diferentes: plantas de fenotipo silvestre, fenotipo pi-
1, fenotipo 35S::PEAM1 y una clase nueva a la que se asign6é el nombre de fenotipo
complementado y en la que se incluyeron una amplia gama de fenotipos florales intermedios
entre el fenotipo de las flores mutantes pi-1 y el de las flores 35S::PEAM1 (Figura 34). Las
plantas complementadas tienen, presumiblemente, un genotipo de homozigotas para pi-1 'y
homo o hemizigotas para 35S::PEAM1; el analisis del genotipo de estas plantas no se ha
llevado a cabo. Los resultados del analisis fenotipico de las plantas F, se muestran en la
tabla 15, en la que se contabilizan, de manera conjunta para las dos poblaciones F,, el
numero de individuos correspondiente a las distintas categorias fenotipicas observadas
entre las plantas analizadas. Para cada categoria fenotipica se indica también el nimero de
individuos que se esperaria si hubiera complementaciéon de la mutacion pi-7 y si no la

hubiera.

129



Resultados

Tabla 15. Analisis fenotipico de las plantas F, descendientes del cruce 35S::PEAM1.16 con pi-1.

N° de individuos de cada clase fenotipica

Fenotipo Observados Esperados

Si hay complementacion Si no hay complementacion
Silvestre 45 44’1 (3/16) 44’1 (3/16)
pi-1 18 14’7 (1/16) 58'8 (4/16)
35S::PEAM1 130 1322  (9/16) 1322  (9/16)
Complementado 42 44’1 (3/16) 0 (0/16)
Total 235 235 235

Los resultados de los recuentos muestran que, para cada una de las clases fenotipicas el
numero de individuos observados se ajusta bastante al niumero de individuos que se
esperaria en caso de darse la complementacion de la mutacion. Esta hipotesis de
complementacion (Ho) se ha contrastado utilizando el test de la x°. En este caso, dado que
el valor del estadistico muestral y?> = 0’7453 en el ensayo de complementaciéon de la
mutacién pi-1 es inferior al valor de las tablas y% = 7’81 (para un o = 0°05) no se puede
rechazar la hipétesis nula de que hay complementacion de la mutacién pi-1 con PEAM1. Por
lo tanto las proporciones observadas en los recuentos de plantas F; son compatibles con la

hipétesis de que PEAM1 complementa la mutacion pi-1 de Arabidopsis.

Figura 34. Fenotipos florales resultantes de la complementacién del mutante pi-1 con el gen
PEAM1 de guisante. (A) Flor control. (B) Flor de una planta homozigota pi-7 mostrando dos verticilos
de sépalos (se) y un carpelo (ca) anormalmente grande ocupando el centro de la flor; se ha eliminado
un sépalo externo para que se vean mejor el resto de érganos. (C) Flor 35S::PEAM1 con los 6rganos
petaloides en el primer verticilo. (D-l) Flores de plantas 35S::PEAM1 pi-1 parcialmente
complementadas; en todas, los érganos del primer verticilo son petaloides y el verticilo de pétalos (pe)
estda completamente recuperado en numero, tamafio y forma. En algunas flores del panel se ha
eliminado algun érgano (sépalo o pétalo) para que se vean mejor el resto de 6rganos. (D) Flor
35S::PEAM1 pi-1 donde sélo hay recuperacién del verticilo de pétalos (pe). No aparecen 6rganos en
el tercer verticilo. Un carpelo engrosado, similar al del mutante pi-1, ocupa el centro de la flor. (E) Flor
35S::PEAM1 pi-1 en la que el tercer verticilo esta ocupado por dos estructuras filamentosas (fi). (F)
Flor 35S::PEAMT1 pi-1 en la que en el tercer verticilo se pueden distinguir varios tipos de estructuras:
un estambre (es), un carpelo solitario (ca), y un estambre casi normal, que conserva algunas papilas
estigmaticas en la regidon mas apical, sefialado con un asterisco. (G) En el tercer verticilo de esta flor
se pueden distinguir un estambre y dos estambres carpeloide (es/ca). (H) Flor 35S::PEAM1 pi-1 con
recuperacion del verticilo de pétalos (pe); en el tercer verticilo se pueden distinguir tres estambres (es)
y un filamento (fi) que aparece casi fusionado al carpelo. (I) Flor 35S::PEAM1 pi-1 en cuyo tercer
verticilo se pueden observar cuatro estambres; el asterisco sefiala un estambre que conserva papilas
estigmaticas en la region mas apical.
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control

35S:: PEAM1 pi-1 35S:: PEAM1 pi-1 35S:: PEAM1 pi-1

35S::PEAM1 pi-1 35S::PEAM1 pi-1 35S:: PEAM1 pi-1
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Dentro de la clase fenotipica de las plantas complementadas, el primer verticilo se halla
ocupado en todos los casos por unos 6rganos de naturaleza petaloide similares a los que se
forman en las flores 35S::PEAM1 (Figura 34C). El segundo verticilo, se recupera
completamente, apareciendo cuatro pétalos de tamafo y forma normal, tal y como sucede
en las plantas control (34D-l).

Las diferencias que dan lugar a la gradacion de fenotipos florales entre las plantas
complementadas vienen determinadas por el numero y el tipo de estructuras que se
desarrollan en el tercer verticilo. En éste, podemos encontrar estambres practicamente
normales (Figuras 34F-1 y 35B-D), estambres carpeloides (Figuras 34G y 35A, B, D y E),
filamentos (Figuras 34E y H y 35A), algun carpelo aislado (Figura 34F) o la ausencia
aparente de organos, por estar fusionados al carpelo central (Figura 34D). También se han
encontrado diferencias con respecto al tipo de érgano que se desarrolla en el cuarto
verticilo. En aquellas lineas donde el grado de complementacion es leve, y no se ha
recuperado ninguno o casi ninguno de los érganos que forman el tercer verticilo (Figura 34D,
E), el cuarto verticilo se halla ocupado por un carpelo anormalmente engrosado y de aspecto
similar al del mutante pi-7; por el contrario, en las plantas donde la recuperacion de 6rganos
en el tercer verticilo es importante (Figura 34F-I), el carpelo que se desarrolla en el cuarto
verticilo es de apariencia muy similar al de una planta control.

Mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) se analizaron con mas detalle
algunas de las estructuras del tercer verticilo de las flores complementadas (Figura 35).
Algunos de estos drganos estan solo parcialmente complementados y son, por tanto,
oérganos mosaico, con caracteristicas tanto de estambre como de carpelo (Figura 35E) en
los se pueden identificar los tipos celulares caracteristicos de los tejidos de cada uno de
estos organos (Figura 351, J y K). En los bordes de los 6rganos donde el caracter carpeloide
es mas acusado, son abundantes las estructuras tipicas del tejido carpeloide, como son las
papilas estigmaticas (Figura 35E) y su presencia tiende a reducirse considerablemente a
medida que aumenta la naturaleza estaminoide de estos ¢6rganos (Figura 35F). Algunas
estructuras son estambres practicamente normales y la Unica diferencia es que la antera
suele tener una forma ligeramente mas puntiaguda que una antera control (Figura 35,

comparar G con el control H).
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Figura 35. Caracterizacion por SEM de las estructuras del tercer verticilo de las plantas pi-1
complementadas con PEAM1. (A) Estructuras del tercer verticilo de una flor 35S::PEAM1 pi-1, con
un nivel de complementacion intermedio, en la que se observan dos estambres carpeloideos (es/ca) y
un filamento (fi). (B) Estructuras del tercer verticilo de una flor 35S::PEAM1 pi-1 con grado de
complementacion intermedio; se observan dos estambres carpeloides y dos estambres normales (es).
(C) Flor 35S::PEAM1 pi-1, con complementacién fuerte, mostrando cinco estambres rescatados en el
tercer verticilo; dos de ellos son practicamente normales aunque aun conservan algunas papilas
estigmaticas. (D) Flor 35S::PEAM1 pi-1, de complementacion intermedia, mostrando dos estambres
normales y uno con caracteristicas carpeloides. (E) Organo mosaico 35S::PEAM1 pi-1 con
caracteristicas de estambre y de carpelo; la flecha sefiala papilas estigmaticas en el centro de este
organo. (F) Antera 35S::PEAM1 pi-1; las flechas indican algunas papilas estigmaticas en la regioén
apical y en el borde de este 6rgano. (G) Antera 35S::PEAM1 pi-1 casi normal; la flecha sefiala la
forma puntiaguda de la regidon mas apical de este 6rgano. (H) Antera control. (I) Detalle de las células
epidérmicas de una antera control. (J) Células epidérmicas de un ovario control. (K) Detalle de la
superficie de un érgano mosaico del tercer verticilo de una flor 35S::PEAM1 pi-1 mostrando dos tipos
celulares: de antera (flecha negra) y de ovario (flecha blanca). Las barras verticales representan 500
umenA,B,CyD;100 umenE,F, GyHy 10 umenl,JyK.
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A diferencia del mutante pi-1, que es estéril, la mayor parte de las plantas transgénicas
complementadas eran fértiles, a excepcion, evidentemente, de aquellas donde ningun
estambre habia sido rescatado. Para comprobar si el fenotipo de complementacion se
transmitia a la progenie de manera estable, se seleccionaron varias de las lineas
transgénicas con diferentes grados de complementaciéon y se sembré su descendencia; el
analisis fenotipico de las plantas resultantes confirmé el mismo fenotipo de

complementacion parcial entre la descendencia.

1.3.2. ENSAYO DE COMPLEMENTACION DE LA MUTACION apetala3 DE Arabidopsis
CON PEAM1

Para comprobar si el gen PEAM1 de guisante complementa la mutacion pi-1 de Arabidopsis
thaliana de manera especifica, o si por el contrario, también es capaz de suplir al otro gen
de identidad de érgano floral de funcién B de Arabidopsis, el gen APETALA3 (AP3), se
ensayo la complementacion de la mutacion ap3 con el gen PEAM1, de la misma forma que
se hizo con el mutante pi-1.

Las mutaciones recesivas ap3 originan alteraciones homedticas en la identidad de los
organos en el segundo y tercer verticilo de la flor de Arabidopsis (Bowman et al., 1989; Jack
et al., 1992). Las conversiones homedéticas observadas en las flores ap3 son de pétalo a
sépalo y de estambre a 6rgano carpeloide, transformaciones que se producen en las flores
del mutante pistillata. Nosotros hemos trabajado con los alelos mutantes ap3-1 y ap3-3. Las
flores ap3-3 son las que presentan un fenotipo mas extremo, mostrando, en cualquier
condicion, transformaciones completas en los dos verticilos. Por el contrario, el fenotipo del
alelo mas débil, ap3-1, depende de la temperatura. En plantas cultivadas a 16°C, las flores
ap3-1 son casi silvestres, excepto en el caso de los pétalos, que son ligeramente
sepaloides; sin embargo, a 30°C se producen transformaciones completas tanto en el
segundo como en el tercer verticilo. Temperaturas de crecimiento intermedias resultan en
fenotipos intermedios. Bajo las condiciones de cultivo usadas en este experimento, los
mutantes ap3-1 y ap3-3 mostraban idénticas alteraciones fenotipicas.

Se cruzé una planta homozigota de la linea de fenotipo severo 35S::PEAM1.16, la misma
que se utilizé en la complementacion del mutante pi-1, con plantas mutantes homozigotas
para ap3-1 6 ap3-3. De las semillas F, resultantes de cada uno de los dos cruces se
sembraron ocho semillas en medio con kanamicina, para comprobar que todas habian
heredado el transgén; otras seis semillas de cada cruce se sembraron directamente en tierra
y se comprobéd que todas las plantas F4 plantas mostraban alteraciones fenotipicas idénticas
a las de las plantas 35S::PEAM1.
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Para cada uno de los alelos el analisis fenotipico se llevé a cabo sobre la descendencia
conjunta de dos de las lineas F; 35S::PEAM1.16 ap3-1 (linea 1 y linea 2) o Fy
35S::PEAM1.16 ap3-3 (linea 1 y linea 2). Para el ensayo de complementacién de la
mutacién ap3-1 se analizaron un total de 200 plantas F,, de las cuales 100 provenian de la
linea 1y 100 de la linea 2, y para la complementacion de la mutacién ap3-3 se analizaron un
total de 204 plantas F,, de las cuales 100 provenian de la linea 1 y 104 de la linea 2. La
figura 36 muestra un esquema del procedimiento experimental que se siguid en el
experimento de complementacion del los mutantes ap3-17 y ap3-3 con el gen PEAM1 de

guisante.

Figura 36. Esquema del experimento de complementacion de la mutacion ap3 con el gen
PEAM1 de guisante

Linea homozigota x Linea homozigota Linea homozigota x Linea homozigota
35S::PEAM1.16 para la mutacién ap3-1  35S::PEAM1.16 para la mutacion ap3-3
Plantas F; 35S::PEAM1 ap3-1 Plantas F, 35S::PEAM1 ap3-3
- resistentes a Kanamicina - resistentes a Kanamicina
- fenotipo 35S::PEAM1 - fenotipo 35S::PEAM1

Linea 1 Linea 2 Linea 1 Linea 2

Autofecundacién d\) d\)
100 + 100 Plantas F, 100 + 104
200 n® plantas analizadas 204
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Los resultados del analisis fenotipico de las poblaciones F, resultantes de los cruces de la
linea homozigota 35S::PEAM1.16 con las plantas homozigotas para ap3-1 o ap3-3 se
muestran las tablas 16 y 17, respectivamente. En cada tabla, al igual que en el ensayo de
complementacién del mutante pi-1, se resume el niUmero de individuos correspondiente a las
distintas clases fenotipicas observadas entre las plantas F, analizadas. De nuevo, para cada
clase fenotipica se indica el numero de individuos que se esperaria si hubiera

complementacion de la mutacion y si no la hubiera.

Tabla 16. Analisis fenotipico de las plantas F, descendientes del cruce 35S::PEAM1.16 con
ap3-1.
N° de individuos de cada clase fenotipica

Fenotipo Observados Esperados

Si hay complementacion Si no hay complementacion
Silvestre 35 375 (3/16) 375 (3/16)
ap3-1 57 12’5 (1/16) 50 (4/16)
35S::PEAM1 108 112’5  (9/16) 112’5  (9/16)
Complementado 0 37’5 (3/16) 0 (0/16)
Total 200 200 200

Tabla 17. Analisis fenotipico de las plantas F, descendientes del cruce 35S::PEAM1.16 con
ap3-3.

N° de individuos de cada clase fenotipica

Fenotipo Observados Esperados

Si hay complementacion Si no hay complementacion
Silvestre 34 38’3 (3/16) 383 (3/16)
ap3-1 47 128  (1/16) 51 (4/16)
35S::PEAM1 123 114’8 (9/16) 114’8  (9/16)
Complementado 0 383 (3/16) 0 (0/16)
Total 204 204 204
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El analisis fenotipico mostré que, tanto en el ensayo de complemetacion del alelo ap3-1
como en el del alelo ap3-3, todas las plantas de las correspondientes poblaciones F, se
podian clasificar unicamente dentro de tres categorias fenotipicas diferentes: plantas de
fenotipo silvestre, plantas de fenotipo ap3 y plantas de fenotipo 35S::PEAM1, clases que
coinciden con las que se esperaria si no se produjera la complementacion de las
mutaciones; a diferencia de lo observado en la complementacion de la mutacién pi-1,
ninguna de las plantas analizadas mostré un fenotipo intermedio entre el de las flores
mutantes ap3y el de las flores 35S::PEAM1.

Ademas los resultados de los recuentos para cada uno de los alelos muestran, que para
cada una de las categorias fenotipicas establecidas, el nUmero de individuos observados se
ajusta bastante al numero de individuos que se esperarian si no hubiera complementacion.
La hipétesis de que hay complementacion (Ho) se contrasté utilizando el test de la . En
este caso, dado que el valor del estadistico muestral 2 en los ensayos de complementacion
de la mutacién ap3-1y ap3-3 es igual a 19560 y 129’15, respectivamente, y que en ambos
casos este valor es mayor que 7°81 (para un o = 0’05), se rechaza la hipétesis nula de que
hay complementacion de las mutaciones ap3 con PEAM1. Por lo tanto las proporciones
observadas en los recuentos de las plantas F, son compatibles con la hipotesis de que
PEAM1 no complementa las mutaciones ap3-1y ap3-3 de Arabidopsis.

Para comprobar si entre las plantas F, que presentaban fenotipo ap3-3 algunas portaban
el T-DNA, mostrando a pesar de ello el fenotipo mutante, se seleccionaron al azar 20 de las
47 plantas con fenotipo ap3-3 y se cruzaron con plantas de la linea silvestre; las semillas de
cada uno de los cruces se sembraron en placas de medio de seleccion con kanamicina y se
contabilizaron las plantas resistentes y sensibles a kanamicina para cada uno de los cruces.
Se comprobd que, efectivamente, parte de las plantas de fenotipo ap3-3 contenian el
transgén, lo que muestra que el gen PEAM1 no es capaz de suplir la funcién del gen
APETALAS.
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2. ANALISIS FUNCIONAL DE PEAM4 MEDIANTE SU EXPRESION CONSTITUTIVA EN
SISTEMAS TRANSGENICOS HETEROLOGOS

Estudios previos a este trabajo, llevados a cabo en nuestro laboratorio (Ferrandiz, 1996)
mostraron que PEAM4 (Pea MADS 4) es un gen MADS-box de guisante que codifica un
polipéptido altamente homdlogo a los codificados por genes pertenecientes a la subfamilia
SQUA (Theien et al., 2000). Entre la subfamilia SQUA, PEAM4 se agrupa junto con SQUA,
de Antirrhinum o AP1y CAL, de Arabidopsis. El RNA de PEAM4 no se detecta en 6rganos
vegetativos encontrandose soélo en yemas florales y en flores maduras, donde su expresion
queda restringida a sépalos y pétalos (Ferrandiz, 1996). El analisis de la expresion espacial
de este gen durante el desarrollo de la flor de guisante, mediante hibridacién de mRNA in
situ (Navarro, 2001), mostro que PEAM4 comienza a expresarse en el meristemo floral
desde estadios muy tempranos de su desarrollo, tan pronto como el primordio floral se inicia
desde el meristemo inflorescente secundario; poco después la sefal desaparece de la
region central del meristemo floral y la expresion del gen se detecta en los primordios de los
sépalos y en una region discreta del primordio comun que dara lugar a los primordios de los
pétalos; finalmente, la expresién de PEAM4 permanece restringida a sépalos, pétalos,
receptaculo floral y pedicelo. Un patrén similar de expresién se ha descrito para AP1 y
SQUA (Huijser et al., 1992; Mandel et al., 1992b).

Por tanto, los datos de homologia de secuencia y de patron de expresion sugieren una
posible homologia funcional entre el gen MADS-box de guisante PEAM4 y los genes AP1y
SQUA, de Arabidopsis thaliana y Antirrhinum majus, respectivamente, implicados en la
especificacion de los meristemos florales. Para testar esta hipétesis, en este trabajo hemos
usado la expresiéon de PEAM4 en sistemas transgénicos heterélogos (tabaco y Arabidopsis)
como herramienta para el estudio de su funcionalidad.

Para ello, un cDNA de 1130 pb que contiene toda la regién codificante de PEAM4 se
cloné como una fusion transcripcional al promotor 2x35S CaMV (Benfey et al., 1990) en

orientacion sentido y antisentido en el vector binario de expresion en plantas pBinJIT60.
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2.1. ANALISIS FUNCIONAL DE PEAM4 EN PLANTAS TRANSGENICAS DE Nicotiana
tabacum

2.1.1. TRANSFORMACION DE PLANTAS DE Nicotiana tabacum CON UNA
CONSTRUCCION SENTIDO 35S::PEAM4

Como resultado de la transformaciéon de tabaco con la construccion sentido 35S::PEAM4, se
generaron 18 brotes transgénicos primarios (T,) independientes; se observd que, una vez
transferidas a maceta, nueve de estas plantas florecian tempranamente cuando se
comparaban con las plantas control que habian sido transformadas, en paralelo, con el
vector sin inserto (Figura 37A); el resto de plantas no mostré diferencias con respecto al
fenotipo de las plantas control. Ademas, se observdé que seis de las nueve lineas que

mostraron floracién temprana en maceta también florecieron in vitro (Figura 37B).
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Con el fin de determinar el niumero de loci en el que se habia producido la insercion del T-
DNA se llevé a cabo un analisis de segregacién de varias de estas lineas transgénicas,
mediante la siembra de su progenie T, en medio de seleccién con kanamicina. Se
sembraron semillas procedentes de plantas control (sin transformar) y transgénicas. Los

resultados de este analisis se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Distribucidon de la resistencia a kanamicina en plantas trangénicas de tabaco T,
35S::PEAM4.

n°totalde  Resistencia a Kan Nivel de

semillas + - Relacién Segregacion Valor  Significacion  n°
Linea  analizadas (T)  (R) (S) SIT R:S x (P) copias
T-3" 39 39 0 >2
T-4" 43 35 8 0'7/4 3:1 1140 029
T-5 40 30 10 1°0/4 3:1 0’033 0’86 1
T-7 42 31 11 11/4 3:1 0032 0’86 1
T-16 40 30 10 1°0/4 3:1 0033 0’86 1
T-17 41 28 13 1'3/4 3:1 0837 0’36 1
T-18" 40 32 8 0'8/4 3:1 0’700 0’40 1
T-19 40 28 12 1'2/4 3:1 0433 0’51 1
T-20" 40 29 11 1'1/4 3:1 0’100 0’75 1
T-24 40 35 5 0'5/4 3:1 3’700 0’05 1
T-26" 39 27 12 1'2/4 3:1 0’573 0’45 1
T-33" 40 40 0 >2
T-34 43 36 7 07/4 3:1 2008 0’16
T-35 42 35 7 0'7/4 3:1 1’810 018 1
T-48" 39 28 11 1'1/4 3:1 0162 0’69 1
Control 41 0 41 0

El asterisco sefala las lineas que mostraban alteraciones fenotipicas.

Figura 37. Fenotipo de las plantas transgénicas 35S::PEAM4 de Nicotiana tabacum. (A) Plantas
control (izquierda) y transgénicas de tres lineas diferentes 35S::PEAM4 con floracion temprana (de
izquierda a derecha se muestran las lineas T-5, T-26 y T-18). (B) Brote transgénico T, de la linea
35S::PEAM4.18 que ha florecido en cultivo in vitro. (C) Plantulas T, de 15 dias de edad crecidas en cultivo
in vitro de la linea 35S::PEAM4.3, con insercion multiple del T-DNA, exhibiendo un fenotipo extremo de
floracion temprana. Algunas flores estan sefialadas por flechas. (D) Planta T, de la linea 35S::PEAMA4.3, a
la semana de ser transferida a tierra desde medio de seleccion in vitro. (E) Planta T, de la linea
358::PEAMA4.33, con insercion multiple del T-DNA, que florecié a los 10 dias de ser transferida desde una
caja de medio de seleccién a maceta y tras producir sélo unas pocas hojas. (F) Detalle de una hoja
vegetativa joven de la linea 35S::PEAMA4.3 parcialmente curvada hacia el haz.
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En todas las lineas transgénicas, excepto en la T-3 y la T-33, la segregacion obtenida se
ajusta a una relacién 3:1 (resistentes:sensibles), que se corresponde con la esperada para
la insercion del T-DNA en un unico locus. En las dos lineas mencionadas, la segregacion
obtenida indica la insercion del transgén en dos o mas loci.

El nivel de expresion del transgén PEAM4 en las distintas lineas transgénicas se analiz6

mediante analisis Northern; el resultado de ese analisis se muestran en la figura 38.
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Figura 38. Analisis Northern de la expresion del transgén PEAM4 en plantas de Nicotiana
tabacum control y transformadas con la construccion 35S::PEAM4. Linea control (pBinJIT)
trasformada con el vector sin inserto; lineas transgénicas 35S::PEAM4 (T-3 a T-48). En cada uno de
los pocillos se cargd 10 ug de RNA total extraido de una mezcla de hojas vegetativas jovenes. En la
hibridacién, se utiliz6 como sonda un fragmento Xbal de (767 pb) del extremo 3’ del cDNA de PEAMA4.
En la parte inferior se muestra el control de carga de RNA ribosémico. El asterisco sefiala aquellas
lineas en las que la correspondiente planta T, mostré adelanto de floracién. Las flechas sefalan las
lineas que florecieron en cultivo in vitro.

El anélisis Northern mostré que la expresion del transgén PEAMA4 varia entre las distintas
lineas transgénicas 35S::PEAM4. Se observaron niveles muy altos de expresion en las
lineas transgénicas T-3, T-33 y T-48, intermedios en las lineas T-4, T-5, T-17, T-18, T-20 y
T-26 y bajos de expresion en la linea T-19. En el resto de las lineas, asi como en la control
no se detectd expresion de PEAMA4.

El analisis reveld que el gen PEAM4 se expresa constitutivamente en todas las lineas
transgénicas 35S::PEAM4 que presentan alteraciones fenotipicas. En general, se ha
observado que existe una correlacion entre el nivel de expresidon del transgén y la presencia
de fenotipo alterado, en la medida en que las lineas que mostraban el fenotipo de adelanto
de floracidon mas evidente, solian ser las que mostraban un nivel mas elevado de expresion
del transgén; ademas, las lineas en las que no se detectd expresién del transgén no

mostraron alteraciones fenotipicas.
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2.1.1.1. Caracterizacion del fenotipo de adelanto de floracion de las lineas
transgénicas de tabaco 35S::PEAM4

Como se ha mencionado anteriormente, se observd que una fraccion de las lineas
transgénicas primarias 35S::PEAM4 mostraban adelanto de floracion con respecto a las
plantas control transformadas con el vector sin inserto. Se llevd a cabo una caracterizacion
fenotipica de seis de las lineas 35S::PEAM4 seleccionadas por mostrar floraciéon temprana
en la T4 en maceta, floracién en cultivo in vitro y por contener un transgén que segregaba
como un unico locus; en todas ellas se habia detectado ademas expresiéon de PEAMA4
mediante analisis Northern.

Para analizar el efecto de la expresién constitutiva de PEAM4 sobre el tiempo de floraciéon
en las distintas lineas transgénicas 35S::PEAM4 se contabilizd, como medida del tiempo de
floracién, el niUmero total de hojas producido por el tallo principal antes de la formacién de la
flor terminal, en plantas T, de la linea control (pBinJIT) y de seis lineas transgénicas
adelantadas. De cada una de las plantas analizadas se recogié semillas que se utilizaron
para determinar el genotipo correspondiente a cada planta. Los resultados de los conteos en
las plantas T, de las distintas lineas 35S::PEAM4 se muestran en la figura 39A; los valores
representados se corresponden con la media del niumero total de hojas, + la desviacion
estandar, calculada a partir de muestras de ocho a once plantas hemizigotas o de tres a
cinco plantas homozigotas de cada linea transgénica.

Para cada una de las lineas transgénicas 35S::PEAM4 estudiadas, se observé que en la
poblaciéon T, las plantas homozigotas para el transgén florecian tras producir un menor
numero de hojas que las correspondientes plantas hemizigotas, si bien la relacion entre el
numero de hojas observado entre estas dos categorias genotipicas variaba entre las
distintas lineas transgénicas 35S::PEAM4. Ademas, se observd también que en todas las
lineas, excepto en la 35S::PEAMA4.5, donde las plantas hemizigotas no parecian mostrar
diferencias con respecto a las plantas control, el nimero de hojas producido, tanto por las
plantas hemizigotas como homozigotas, fue menor al producido por las plantas control
cultivadas bajo las mismas condiciones. La linea 35S::PEAM4.48 constituye un caso
especial y su fenotipo se describird con mas detalle en paginas posteriores; en la figura 39A
se representa Unicamente el resultado de los conteos realizados sobre la fraccion de plantas
hemizigotas de esta linea que florecieron sin mostrar alteraciones en su arquitectura. Como
se puede observar, este conjunto de plantas hemizigotas exhibia el fenotipo mas severo de
adelanto de la floracién entre las plantas hemizigotas correspondientes a las diferentes
lineas 35S::PEAM4 analizadas.
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Figura 39. Andlisis cuantitativo del efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 en el tiempo
de floracion de Nicotiana tabacum. (A) Numero de hojas de plantas T, de varias lineas
35S::PEAM4. (B) Numero de hojas de plantas homozigotas T; de varias lineas 35S::PEAMA4.

Para testar si el fenotipo de adelanto de floracion observado en las plantas de la
poblacion T, de las distintas 35S::PEAM4 se mantenia también en la siguiente generacion,
se determiné el tiempo de floraciéon sobre la descendencia de una planta homozigota de
cada una de las lineas 35S::PEAM4. Para ello, 12 semillas procedentes de plantas
homozigotas T, se sembraron en cajas de medio con kanamicina y al cabo de 20 dias se
pasaron a macetas en invernadero donde se llevaron a cabo los conteos de numero de
hojas. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 39B. La grafica muestra

como el fenotipo de adelanto de floracién se mantuvo estable en la generacion T; en todas
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las lineas analizadas. No obstante, las lineas que mostraron los fenotipos mas severos en la
T, (35S::PEAM4.18, 20 y 26), mostraron en la T; un menor adelanto en el tiempo de
floracibn que en la generacién anterior, mientras que el resto de lineas no mostraron
diferencias significativas de una generacion a otra.

En todas las lineas 35S::PEAM4 analizadas el parametro de numero de hojas del tallo
principal se correlacionaba con el tiempo de floracién medido como el nimero de dias desde
la siembra en cajas de medio de seleccién hasta que el primer boton floral fue visible en la
inflorescencia principal. Esta medida oscilaba entre valores de 47-54 dias entre las distintas

lineas transgénicas 35S::PEAM4 y de aproximadamente 68-73 dias para la linea control.

21.1.2. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 en la arquitectura de la

inflorescencia de tabaco

El tabaco, como otras solanaceas exhibe inflorescencias determinadas compuestas por
cimos escorpiodes (Weberling, 1989). Esta arquitectura de inflorescencia es muy diferente a
la de guisante y a la de Arabidopsis. Mientras que guisante y Arabidopsis tienen
inflorescencias indeterminadas, racimos, la inflorescencia de tabaco es determinada y en
ella el meristemo apical del tallo (SAM) se diferencia dando lugar a una flor terminal, que es
la primera flor que se produce (Figura 40A). Una vez esta flor terminal se ha formado, varios
meristemos axilares, normalmente tres, sostenidos por bracteas, generan tallos contraidos y
ramificados que hemos denominado 1°la, 1°lb y 1°lc en los que las flores se producen
siguiendo un patréon cimoso. Cada rama inflorescente se desarrolla con el mismo patron
cimoso y ramificado, de manera que en cada nudo se desarrolla una flor en posicion
perpendicular a la correspondiente bractea. De la axila de la bractea, el tallo inflorescente
desarrolla por repeticion una inflorescencia de 2° orden con el mismo patréon cimoso
ramificado, pero siempre alternando la orientacion de la unidad fitomérica, aunque la
mayoria de los meristemos axilares de las bracteas permanecen en dormicion y solo
algunos desarrollan inflorescencias secundarias.

Simultaneamente con el desarrollo de la inflorescencia principal, tres o cuatro
inflorescencias adicionales se desarrollan como paraclades desde las axilas de las hojas
superiores, posiciones Il, lll, IV y V (Figura 40A).

En las axilas de las hojas inferiores en el tallo principal, se desarrollan tallos secundarios
que, como el principal, pasan a través de una fase vegetativa antes de determinarse en una
flor terminal (Figura 40A). Las hojas (Figura 43A) producidas por el tallo principal de la
planta de tabaco durante la fase vegetativa van reduciendo su talla de forma acropétala,

aunque son de mayor tamafo, tanto en anchura como en longitud, que las bracteas que se
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producen durante la fase reproductiva; estas bracteas tienen forma lanceolada y se van
estrechando conforme avanzamos hacia la posicion que ocupa la estructura apical,
(Figuras 40A y 43B).

En la figura 40A se muestra una representacion esquematica comparativa de la
estructura inflorescente principal de una planta control de tabaco (izquierda) y de una
planta de la linea 35S::PEAM4.20 (derecha); la mayor parte de los resultados que se

describen a continuacion hacen referencia al esquema mostrado en esta figura.

Figura 40. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 sobre la arquitectura de la
inflorescencia de tabaco. (A) Estructura de la inflorescencia principal de una planta control
(izquierda) y de una planta de la linea 35S::PEAM4.20; los numeros romanos refieren las posiciones
de los nudos con respecto al tallo principal. La posicion | es la que ocupa la estructura apical, e
incluye la flor terminal diferenciada por el SAM y varios tallos axilares cuyos meristemos producen
flores siguiendo un patron cimoso; normalmente la estructura apical esta formada por tres
inflorescencias ramificadas que se desarrollan en las axilas de la flor terminal y que se han
denominado 1°la, 1°lb y 1°lc, cada una de las cuales se desarrolla en la axila de una bractea (tipo c;
Figura 43B) que se halla situada al mismo nivel que la flor terminal y que las otras dos bracteas; las
inflorescencias de segundo orden estan indicadas sobre la inflorescencia 1°la como 2°la; II-V definen
aquellas posiciones ocupadas por bracteas, separadas por entrenudos de mayor longitud que las de
la estructura apical y en cuyas axilas se desarrollan inflorescencias cuyo patron de crecimiento es
similar al de las que componen la estructura apical. La bractea que ocupa la posicion V es la que se
halla mas alejada del apice determinado principal. Las posiciones inferiores estan ocupadas por hojas
en cuyas axilas se desarrollan tallos secundarios que, como el tallo principal, pasan por una fase
vegetativa antes de determinarse en una flor terminal. Las lineas discontinuas definen tres zonas en
la planta de tabaco: la zona A (posicion 1) donde se situa la estructura apical, la zona B (posiciones II-
IV) donde se encuentran las bracteas que sostienen tallos inflorescentes desarrollados como
paraclades en las axilas de las hojas superiores y la zona C (VI hasta 1° hoja formada después de los
cotiledones) ocupada por hojas vegetativas. Junto a algunas de las posiciones se indica, entre
paréntesis, el numero de flores contabilizados para cada una de las inflorescencias desarrolladas en
ese nudo; esos numeros se corresponden con los valores marcados con un asterisco en la tabla 19.
(B) Ramificacion de las inflorescencias en una planta control y en la linea 35S::PEAM4.20. La parte
superior corresponde a la planta control y se muestra, a la izquierda, la estructura apical (posicion I) y
la estructura inflorescente desarrollada como paraclade en la posicion Il; a la derecha se muestra un
detalle de uno de los tallos axilares ramificados de esta estructura apical (1°la). La parte inferior
corresponde a la linea 35S::PEAM4.20 y se muestra a la izquierda, la estructura apical (posicion ) y
la estructura inflorescente desarrollada como paraclade en la posicion Il; a la derecha se muestra un
detalle de uno de los tallos axilares de esta estructura apical (1°la).
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Cuando se realizaron los conteos del numero total de hojas en las plantas 35S::PEAMA4,
se incluyeron tanto las hojas vegetativas como las bracteas producidas por cada una de
ellas. Para determinar si la reduccion en el numero de hojas que se observé cuando se
compararon con las plantas control era reflejo de una reduccién en la produccién de ambos
tipos de hojas, o si por el contrario solamente se veia afectada la produccion de una de
ellas, se selecciond una planta homozigota representativa de cada una de las lineas
35S::PEAM4 con floracion temprana y se contabilizé en cada una de ellas el numero de
bracteas; al mismo tiempo se comparo la apariencia de cada una de estas bracteas con la
de las que se desarrollan en una planta control. Este mismo conteo se llevo a cabo en tres
plantas control. Por otra parte, se contabilizé también el numero total de flores producidas en
la estructura apical (posicion 1) y en las distintas estructuras florales que se hallen
sostenidas por bracteas (lI-V).

Los resultados de los conteos del numero de bracteas y del nimero de flores en varias
plantas control y transgénicas 35S::PEAM4 se resumen en la tabla 19; cada uno de los
valores mostrados equivale al numero de flores contabilizados en las estructuras axilares
que se desarrollan en cada una de las posiciones sefaladas en nimeros romanos en la
figura 40A. La presencia de un guién significa que en esa planta el tipo de bractea
correspondiente a esa posicién en una planta control no existe. Asi pues, por ejemplo la
planta de la linea 35S::PEAMA4.20 so6lo tiene 2 bracteas, las dos son de tipo c; y el aspecto
de este tipo de bractea se muestra en la figura 43B. En la ultima fila se muestra el numero

total de hojas para cada una de las lineas analizadas.

Tabla 19. Efecto de la expresiéon constitutiva de PEAM4 en la produccioén y tipo de bracteas y
sobre la produccién de flores en tabaco.

Lineas 35S::PEAM4

Control1 Control2 Control 3 3 5 18 20 26 33

| 79* 76 72 19 64 28 24> 66 36

Il (tipo c) 23* 26 - - 16 - 6* 17 8
1l (tipo c) 23* 29 31 7 20 12 5* 20 9
IV (tipo b) 21* 27 34 - 20 6 - 19 8
V (tipo a) 26* 33 30 - - - - - -

n°hojas 53 54 51 8 36 13 21 22 16

I, I, 1, IV, V: posiciones del tallo principal ocupadas por bracteas en cuyas axilas se desarrollan
estructuras florales de patrén de crecimiento similar al de la estructura apical (en posicion ).

Tipo a, b y c: tipo de bractea que ocupa esa posicién en la planta silvestre (ver figura 43B).

n°® hojas: numero total de hojas en el tallo principal de cada planta.
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En general se observd que existia entre las lineas transgénicas 35S::PEAM4 una
tendencia a producir un menor numero de bracteas que las plantas control crecidas bajo las
mismas condiciones. Mientras que en estas ultimas el nimero de bracteas producido
oscilaba entre tres y cuatro, las lineas transgénicas 35S::PEAM4 producian desde una, en
las lineas mas adelantadas, a tres bracteas, en el resto. También se observé que entre las
plantas 35S::PEAM4 ciertos tipos de bracteas eran mas frecuentes que los otros. Asi, las
bracteas de tipo a, que en los controles ocupaban las posiciones mas alejadas de la
estructura apical (posicion V en la figura del esquema 40A) y que son las de mayor anchura
y longitud (Figura 43B), no se produjeron en ninguna de las lineas transgénicas analizadas.
En las transgénicas se observd una tendencia a producir con mas frecuencia las bracteas de
menor tamano, las de tipo b y ¢ (Figura 43B), que son las que ocupan las posiciones mas
apicales en las plantas control.

Aparte de la reduccién observada en la produccién de bracteas para las distintas lineas
35S::PEAMA4, también se observd una reduccion importante en la produccién de flores en
estas plantas, como se puede observar en los resultados mostrados en la tabla 19. La
reduccion afectaba no solo a la produccion de flores en la estructura apical sino también en
las estructuras inflorescentes desarrolladas en los nudos inferiores. Esta reduccién,
particularmente drastica en las lineas 35S::PEAM4.3 y 35S::PEAM4.20 parece deberse no a
un agotamiento fisiolégico de las plantas, causado por el adelanto de floracién y/o a su
menor envergadura, en comparacion con las plantas control, sino a una menor complejidad
en la ramificacion de las estructuras inflorescentes. Mientras que en los controles se
desarrollan del orden de tres o cuatro inflorescencias secundarias por inflorescencia primaria
(1°la, 1°lb y 1°Ic), en las plantas 35S::PEAM4 con frecuencia solo se desarrollan una o dos
inflorescencias secundarias en las que se producen un menor numero de flores que en las

equivalentes en las plantas control (Figura 40B).

2.1.1.3. Fenotipo de las lineas de tabaco con 35S::PEAM4 insertado en mas de un loci

Las lineas transgénicas primarias 35S::PEAM4.3 y 35S::PEAM4.33, en las que el T-DNA se
habia insertado en mas de un /oci, mostraron un fenotipo de adelanto de floracion mas
acentuado que el resto de lineas transgénicas 35S::PEAM4. Aunque estas lineas
transgénicas no han sido estudiadas con detalle, se observé que en su progenie T, se
encontraban plantas que exhibian un fenotipo extremo de floracion temprana. En el caso de
la linea T-3 llegd incluso a observarse floracién en plantas cultivadas in vitro en cajas de
medio de seleccion con kanamicina a los 15 dias desde su siembra, tras producir solamente

4-5 hojas (Figura 37C), o bien a los pocos dias de ser transplantadas a maceta (Figura
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37D). Las plantas de esta misma linea que mostraron fenotipos mas leves florecieron en
maceta después de producir aproximadamente de 10-13 hojas. Ademas, en una pequefa
fraccion de las plantas de esta linea de fenotipo extremo se observé que algunas de las
hojas vegetativas se curvaban hacia el haz, tanto desde los margenes laterales de las hojas
como desde la regidon mas distal de estos érganos (Figura 37F), un fenotipo que también era
evidente entre las plantas que florecieron in vitro en las cajas de medio de seleccion. En la
linea T-33, el adelanto de floracion no fue tan acentuado como el observado para la linea T-3,
no obstante, los conteos del numero total de hojas realizados en quince plantas resistentes a
kanamicina de la progenie T, de esta linea, mostraron que éstas florecian tempranamente,
tras producir entre 10-16 hojas, mientras que las plantas control de la misma edad
continuaban en fase vegetativa (Figura 37E).

Aparte del fenotipo de adelanto del tiempo de floracion, la reduccién en la ramificacion de
las estructuras inflorescentes y la curvatura ocasional observada de las hojas vegetativas
mas jovenes, en general, las lineas transgénicas 35S::PEAM4 analizadas en este trabajo,
con la excepcion de la linea T-48, no exhibieron otras alteraciones que afectaran a la

arquitectura de la planta, ni a la morfologia o al numero de los érganos florales.

2.1.1.4. Inhibicién de la floracién en tabaco por la expresiéon constitutiva de PEAM4

Como se ha mencionado anteriormente la linea 35S::PEAM4.48 representa un caso
especial. En la generacion T, esta linea no mostré diferencias con respecto al fenotipo
alterado exhibido por el resto de lineas 35S::PEAM4 que se ha descrito arriba. Sin embargo,
cuando se analizé la descendencia de esta linea, entre las plantas de la poblacion T, se
observé una gran heterogeneidad de fenotipos, encontrandose desde plantas que florecian
muy tempranamente, con solo 15 hojas, a otras que parecian tener inhibida la floracion y
que continuaban produciendo hojas mucho después de que los controles hubieran florecido,
mostrando a su vez importantes alteraciones en su arquitectura, como se explica con detalle
a continuacion.

El resultado de los conteos realizados en las plantas T, resistentes a kanamicina de la
linea 35S::PEAM4.48 se muestra en la figura 41, donde las graficas A y B muestran,
respectivamente, la distribucion de plantas hemizigotas y homozigotas para el transgén de la
poblacién T, de la linea 35S::PEAM4.48 en funcién del numero total de hojas producido.
Como se puede observar, la mayor parte de las plantas hemizigotas florecid tras producir
entre 19-26 hojas, mientras que la mayoria de las plantas de la poblacién homozigota
florecio tras producir entre 31-34 hojas (si bien el numero de plantas homozigotas analizado

es bastante inferior al analizado para las poblacion hemizigota). Estos resultados muestran
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que, aunque en ambas poblaciones el rango del niumero total de hojas con que florecen las
plantas es muy amplio, oscilando entre 15 y 34 hojas, existia en general entre las plantas la
poblacion hemizigota, una tendencia a florecer con un nimero de hojas menor que las
correspondientes plantas homozigotas; esta situacién es opuesta a lo observado en las
otras lineas 35S::PEAM4 con floracion temprana, en las plantas homozigotas cada una de
las lineas analizadas florecian tras producir un nimero de hojas menor que las plantas
hemizigotas (Figura 39A). No obstante, tanto las plantas hemizigotas como las homozigotas

de la poblacion T, de la linea 35SS::PEAM4.48 florecieron antes que los controles.

A 16 u

Numero de plantas

[15-18] [19-22] [23-26] [27-30] [31-34]

Numero de hojas

18

B 16 - i

14 -
12
10 -

Numero de plantas

O N b O
L

[15-18] [19-22] [23-26] [27-30]  [31-34]

Numero de hojas

Figura 41. Distribucion de plantas hemizigotas y homozigotas para el transgén de la poblacion
T, de la linea 35S::PEAM4.48 en funcion del numero total de hojas producido. (A) Plantas T,
hemizigotas 35S::PEAM4.48. (B) Plantas T, homozigotas 35S::PEAM4.48.

Como se mencioné anteriormente, se observé un nuevo fenotipo en varias de las plantas
de la poblacion T, de la linea 35S::PEAM4.48. Algunas de las plantas de esta poblacion To,
en lugar de florecer tempranamente, mostraron inhibiciéon de la floracion; en éstas plantas, a
diferencia a lo que ocurria en las plantas control, el SAM no formé una flor terminal sino que
continud creciendo indefinidamente produciendo hojas (>100) en sus flancos (Figura 42B, C

y D). Estas plantas, a juzgar por su velocidad de crecimiento, la longitud de los entrenudos
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del tallo y la morfologia de las hojas, fueron indistinguibles de las plantas control hasta que
se habian producido aproximadamente unos 40 nudos; a partir de este punto, las diferencias
con respecto a las plantas control empezaron a hacerse evidentes. En las plantas control, la
longitud de los entrenudos permanecia constante durante la fase vegetativa (4-4'5 cm) y
alrededor de la transicién floral (entre el nudo 45-49 en nuestras condiciones de crecimiento)
se reducia de manera brusca a 0’2-0’5 cm en los ultimos tres o cuatro nudos previos a la
formacion de la flor terminal. La longitud de los entrenudos en las plantas 35S::PEAM4 de
floracion inhibida se mantenia constante en 4-4’5 cm entre los nudos 0-30 y a partir de este
punto fue decreciendo gradualmente hasta alcanzar aproximadamente 0°'6 cm en el nudo 60
y por encima de éste. El tamafio de la hoja en las plantas control decrece acropétalamente
de modo gradual durante la fase vegetativa y una vez se alcanza la fase reproductiva tiene
lugar una transicion brusca y las hojas vegetativas con forma de pica son reemplazadas por
bracteas de menor tamafo y forma lanceolada. Como ya se comenté previamente, en las
plantas control se suelen producir un total de cuatro bracteas cuyo tamano se va reduciendo
conforme se situan en posiciones mas apicales, siendo mas estrechas y de menor longitud
las que se encuentran mas proximas a la estructura apical (Figuras 40A y 43B). En las
plantas T, de la linea 35S::PEAM4.48 que mostraron un fenotipo de floracién inhibida no se
observé esta transicion abrupta; sin embargo, en estas plantas se observaba una
produccion reiterada de un tipo peculiar de hojas en los nudos que ocupaban las posiciones
superiores del tallo, las mas cercanas al apice. Estas hojas eran en longitud muy similares a

las bracteas pero no mostraban su morfologia lanceolada (Figura 43D).

Figura 42. Fenotipo de inhibiciéon de la floracién en las plantas T, de la linea 35S::PEAM4.48.
(A) Planta control florecida después de tres meses desde su siembra. (B) Planta 35S::PEAM4.48-1
de cuatro meses de edad no florecida; esta planta ha perdido las hojas basales del tallo principal y las
hojas que se ven en la base corresponden a ramas secundarias. (C) Planta 35S::PEAM4.48-3 de
once meses de edad que aun no ha florecido; se puede observar como el tallo principal (sefalado con
una flecha) ha perdido la dominancia apical y el crecimiento mas activo se da en ramas laterales. La
escala de esta figura es menor que la de A y B. (D) Detalle de la parte superior de la planta
35S::PEAM4.48-9 de siete meses de edad, que aun no ha florecido, mostrando una fuerte
compresion del tallo principal y de las ramas laterales. (E) La proliferacion de ramas axilares se halla
inhibida en el apice vegetativo de la planta control. (F) Representacion esquematica de la arquitectura
de una planta control (izquierda) y de una planta 35S::PEAM4.48 de floracién inhibida (derecha). La
simbologia es como la utilizada en la figura 40A; la puntas de flecha representan apices vegetativos
de crecimiento indeterminado. (G) Tallos axilares (indicados por flechas) que proliferan en el apice
vegetativo de una planta 35S::PEAM4.48 de floracion inhibida. (H) Tallos axilares (flechas) en una
planta control después de la iniciacion de las flores. (I) Rama lateral florecida de la planta
35S::PEAM4.48-3 de 18 meses de edad; se observa la compresion de los entrenudos. (J) Flores de
una planta control (arriba) y de la planta 35S::PEAM4.48-3 con fenotipo de floracién inhibida (abajo);
las flores de la linea 35S::PEAM4.48-3 son mas achatadas que las flores control y sus sépalos y
pétalos presentan un ligero abombamiento.
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Para analizar con mas detalle las caracteristicas morfologicas de este tipo particular de
hojas encontrado en las plantas floracién inhibida, éstas se compararon con muestras de
distintos tipos de hoja de una planta control. Para ello, muestras procedentes de hojas
vegetativas no expandidas de plantas de corta edad, de hojas vegetativas expandidas y de las
bracteas de menor tamafo de una planta control y de las hojas de morfologia peculiar de las
plantas de floracién inhibida se analizaron mediante microscopia electronica de barrido. Esto
nos permitié estimar la densidad de tricomas de cada tipo de hoja, asi como, comparar la
morfologia de los distintos tipos celulares. Los resultados del conteo de tricomas (Tabla 20)
mostraron que el tipo foliar encontrado en las posiciones mas apicales de las plantas de
floracion inhibida exhibian una densidad de tricomas muy similar a la mostrada por las
bracteas que ocupan las posiciones apicales en una planta control, siendo este valor bastante

superior al de las hojas vegetativas, expandidas y no expandidas, de una planta control.

Tabla 20. Densidad de tricomas en distintas tipos foliares en una planta control y en las
plantas T, de la linea 35S::PEAM4 de floracion inhibida

TIPO DE HOJA
control 48-1 48-3
no expandida expandida bractea apical apical
% tricomas® 3 2’8 71 64 6'5

a: numero de tricomas por cada 100 células contabilizadas

En relacion a la morfologia celular de los distintos tipos de hoja, la diferencia mas
llamativa que se encontré fue con respecto al tamafio celular (Figura 43); en las hojas que
ocupan las posiciones mas apicales en las plantas con floracion inhibida el tamafo de las
células era de tamarfo bastante menor al de los tipos celulares observados en los distintos
tipos foliares caracteristicos de una planta control. Las hojas vegetativas no expandidas
(Figura 43E) presentan células cuya apariencia es irregular y abombada y donde no se
aprecian con claridad los limites de las mismas; ademas se puede observar la presencia de
una alta densidad de estomas. Las hojas vegetativas expandidas (Figura 43F) presentan, al
igual que las anteriores, numerosos estomas, son de menor tamano y sus bordes estan
mejor delimitados. Las bracteas (Figura 43G) contienen células de apariencia similar a las
de las hojas vegetativas no expandidas (Figura 43F) aunque son ligeramente mas

aplanadas y las invaginaciones de sus margenes son mucho menos marcadas; ademas, en
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este tejido se observa una reduccién de la densidad de estomas con respecto a la
encontrada en las hojas vegetativas. En las hojas apicales de las planta con floracion
inhibida, las células (Figura 43H), presentan una superficie aplanada y con los margenes
ligeramente irregulares, caracteristicas que les confiere cierta semejanza con las células
presentes en la bractea, sin embargo, a diferencia de estas ultimas, los margenes celulares
se hallan claramente delimitados; en este tejido, al igual que se observa en las bracteas,
existe una reduccion importante del numero de estomas en comparacion con lo encontrado
en los tipos foliares vegetativos.

Las observaciones llevadas a cabo a nivel macro y microscépico sugieren a una cierta
similitud entre este tipo particular de hojas y las bracteas tipicas de las plantas control.

Otra caracteristica particular de las plantas 35S::PEAM4.48 de floraciéon inhibida esta
relacionada con la dominancia apical. Mientras que en las plantas control el crecimiento de
las ramas laterales permanece inhibido hasta que el SAM forma una flor terminal (Figura
42E y H), las plantas 35S::PEAM4 con floracién inhibida perdian la dominancia apical, de
manera que, aunque el meristemo apical del tallo seguia manteniendo un patrén de
crecimiento indeterminado, se observaba una fuerte proliferacion de ramas axilares,
particularmente en los nudos mas cercanos al apice (Figura 42G). El acortamiento de la
longitud de los entrenudos, el menor tamario de la hoja y la proliferacion de ramas laterales
conferia a la parte superior de estas plantas un aspecto de compresién y frondosidad no
observado en las plantas control.

Las plantas con fenotipo de floracién inhibida aparecieron ocasionalmente entre las
plantas T, de la linea 35S::PEAM4.48. De las 47 plantas T, resistentes a kanamicina
analizadas solamente cuatro mostraron este fenotipo. Tres de estas plantas acabaron
produciendo finalmente un niamero reducido de flores; la planta T-48-9 florecié después de
15 meses de crecimiento vegetativo mientras que las plantas T-48-1 y T-48-3 florecieron tras
18 meses; en nuestras condiciones de cultivo las plantas control florecieron a los tres meses
de la siembra. La planta T-48-6, que también mostré fenotipo de floracion inhibida, murié
antes de florecer, 14 meses después de su siembra. En las tres plantas las flores se
formaron en el apice de algun tallo de tercer orden formado en tallos secundarios que
aparecieron en la axila de hojas situadas en posiciones apicales del tallo principal (Figura
42F e |). Estas flores no mostraron alteraciones homedticas; sin embargo, cuando se
compararon con las flores de las plantas control se pudo observar que eran ligeramente mas
achatadas y que los sépalos y los pétalos aparecian como abombados al compararlos con
los 6rganos equivalentes de flores de las plantas control en estadios de desarrollo similares.
Las flores de las plantas T, de la linea T-48 con floracion inhibida y de la planta control se

comparan en la figura 42J.
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Figura 43. Morfologia de las hojas de plantas control y transgénica 35S::PEAM4.48-3 con fenotipo de
floracion inhibida. (A y B) Hojas (completamente expandidas) que aparecen en diferentes posiciones del tallo
principal de una planta control (la posicion del nudo esta indicado por el nimero en la base). (A) Hoja
vegetativa. (B) Tipos de bracteas en funcién de sus dimensiones y posicion en la inflorescencia principal con
respecto a la estructura apical. La de tipo a es la de mayor tamafio y la mas alejada del apice; la de tipo b es de
tamafio y posicion intermedia; la de tipo ¢, es la de menor tamafio y la que ocupa las posiciones mas apicales.
(C y D) Hojas (completamente expandidas) que aparecen en diferentes posiciones del tallo principal de la linea
35S::PEAMA4.48-3 (la posicion del nudo esta indicado por el nimero en la base). (C) Hoja de la zona media baja
con similitud a una hoja vegetativa mostrada en A. (D) Hojas caracteristicas de posiciones apicales de las
plantas 35S::PEAMA4.48 con floracién inhibida con similitud a las bracteas mostradas en B. La barra representa
en todos los casos 3 cm. (E, F, G y H) Andlisis SEM de la morfologia de las células de la superficie abaxial de
distintos tipos foliares de una planta control y 35S::PEAMA4.48-1 con floracion inhibida. (E) Epidermis de una
hoja vegetativa control no expandida; las células muestran una apariencia irregular y abombada, sin margenes
definidos; se observa un gran nimero de estomas. (F) Epidermis de una hoja vegetativa control expandida; las
células muestran una apariencia estrellada; también son abundantes los estomas. (G) Epidermis de una
bractea control; las células son ligeramente aplanadas, similares en forma a las de F aunque con los margenes
menos acentuados. (H) Epidermis de una hoja de la region apical de una planta 35S::PEAM4.48-1 con
inhibicién de floracion; las células presentan forma aplanada y sus margenes son ligeramente irregulares,
caracteristicas que les confiere cierta semejanza con las células de las bracteas, sin embargo, presentan una
clara delimitacién de los margenes celulares. Tanto en (G) como en (H) el nimero de estomas es inferior al
presente en los tipos foliares vegetativos. La barra horizontal indica en todos los casos 50 um.
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De las tres lineas que florecieron, T-48-1, T-48-3 y T-48-9, sélo las dos primeras
consiguieron producir semillas fértiles; el ensayo de segregacion de la resistencia a
kanamicina indicé que en ambos casos se trataba de plantas hemizigotas para el transgén
(Tabla 21).

Tabla 21. Distribucion de la resistencia a kanamicina en la descendencia de plantas T,
35S::PEAM4.48 con fenotipo de floracién inhibida.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de
semillas + - Relacién Segregacion Valor Significacion
Linea  analizadas (T) (R) (S) SIT R:S X2 (P)
T-48-1 40 30 10 1'0/4 3:1 0°033 0’86
T-48-3 42 29 13 12/4 3:1 0’666 0’41

2.1.1.4.1. Andlisis del fenotipo de la progenie de las plantas de tabaco 35S::PEAM4.48

de floracion inhibida

Para determinar si el fenotipo de inhibicion de la floracién observado entre las plantas T,
35S::PEAM4.48 era estable y se transmitia a la siguiente generacion, se sembrd la
descendencia de la linea 48-1 (cuya segregacion habia indicado que era hemizigota para el
transgén) y se analizo el fenotipo de 22 plantas T; resistentes a kanamicina.

Entre las plantas T3 de la linea 35S::PEAM4.48-1 se observaron dos fenotipos claramente
distinguibles (Figura 44A). La mayor parte de las plantas mostraron el mismo fenotipo que
su parental, descrito con detalle en paginas anteriores, es decir, un fenotipo de inhibicién de
la floracion (>100 hojas en el tallo principal) con pérdida de la dominancia apical, reduccion
de la longitud de entrenudos y la aparicién de un tipo particular de hojas, con similitud
morfoloégica a las bracteas, en las posiciones apicales del tallo. Sin embargo, entre las
plantas T; aparecieron dos plantas que mostraron un nuevo fenotipo: una de ellas florecié
muy tempranamente, tras producir sélo 23 hojas, mientras que la otra florecié tras producir
52 hojas, que es aproximadamente el numero de hojas producido por las plantas control.
Como caracteristica fenotipica comun de estas dos plantas se observé que, en ambas, el
SAM diferenciaba una flor terminal anémala y estéril (Figura 44B y D), y en la que los
distintos tipos de 6rganos florales eran practicamente indiferenciables. Ademas, de las axilas
de las hojas vegetativas (normalmente tres) situadas al mismo nivel que esta flor terminal en
el tallo principal se desarrollaban tallos secundarios que, como el principal, pasaban por una

fase vegetativa antes de producir una flor terminal de caracteristicas similares (Figura 44B).
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En estos tallos secundarios se repetia el mismo patron; de nuevo, en las axilas de las
ultimas hojas del tallo secundario, se inducia la formacién de tallos terciarios (de uno a tres)
que de nuevo formaban flores terminales anémalas y tallos cuaternarios, etc. (Figura 44C).

En estas plantas no se observé la formacion de bracteas tipicas sino que en su lugar,
acompanando a estas flores terminales aberrantes, tanto en el tallo principal como en los
tallos secundarios, terciarios, etc., se observaron unas hojas de caracteristicas especiales
con forma de media luna y que parecen corresponder con un tipo foliar quimérico resultante
de la fusién de dos clases de hoja diferentes (Figura 44F): hoja vegetativa a un lado de la
nerviacion central (el que queda hacia el exterior) y en el otro (el mas cercano a la flor
terminal) un tipo que recuerda al de las bracteas que ocupan las posiciones apicales en una
planta control. Ambos tipos foliares se distinguen por su textura y color, presentando el tejido
de bractea un aspecto mas liso y color mas claro (Figura 44F).

En los tallos primarios las flores abortaban, mientras que con frecuencia en los tallos
secundarios y terciarios, etc., éstas se desarrollaban completamente aunque mostraban
evidentes alteraciones fenotipicas que afectaban a todos los verticilos (Figura 44D y F).
Estas flores presentan un aumento generalizado del numero de 6érganos de los distintos
verticilos florales, los cuales se disponen en filotaxis espiral, en contraste con la filotaxis

verticilada de las flores control.

Figura 44. Fenotipo de las plantas T; descendientes de la linea 35S::PEAM4.48-1 de fenotipo de
floracion inhibida. (A) A la izquierda, planta T; de la linea 35S::PEAM4.48-1 con fenotipo de
floracion inhibida similar al mostrado por su parental; a la derecha, planta T; de la linea
35S::PEAM4.48-1 mostrando un nuevo fenotipo de floracion temprana, arquitectura modificada, y
produccion de flores terminales aberrantes. (B) Detalle de la estructura apical de la inflorescencia
principal de la planta 35S::PEAM4.48-1, esquematizada en C. El SAM ha dado lugar a una flor
terminal que aborta (flecha blanca) y tres tallos secundarios se desarrollan de las axilas de tres hojas
vegetativas situadas al mismo nivel que la flor terminal. (C) Representacién esquematica del nuevo
fenotipo aparecido entre la progenie T; de la linea 35S::PEAM4.48-1. (D) Detalle de una flor terminal
de fenotipo aberrante producida en uno de los tallos laterales de una planta T3 35S::PEAM4.48-1. Se
puede observar el caracter petaloide de esta flor. (E) Diseccion una flor control. (F) Diseccion de una
flor terminal de fenotipo aberrante producida en los tallos laterales mas tardios de una de las plantas
Ts 35S::PEAM4.48-1 mostrando los distintos verticilos florales. Las puntas de flecha blancas sefialan
el margen con caracteristicas bracteoides de la ultima hoja formada antes de la flor terminal, no
fusionada al verticilo de sépalos; el nimero de sépalos se ha incrementado con respecto a las plantas
control; fusionado a uno de estos sépalos aparece una bractea sefialada por una flecha blanca; otro
sépalo se halla fusionado a un pétalo, de manera que el primer verticilo no llega a cerrarse para
formar el céliz; los pétalos, cuyo numero se halla incrementado, se distribuyen en tres grupos que
aparecen fusionados solo en su parte basal. El nimero de estambres se halla incrementado y en
algunos de ellos aparecen expansiones petaloides (flechas negras) en las posiciones en las que
normalmente se desarrollarian las anteras. En el cuarto verticilo, el carpelo aparece como un érgano
muy engrosado y curvado hacia abajo en su parte apical. Los asteriscos sefialan unos érganos que
aparecen entre el primer y segundo verticilo de la parte basal de estas flores; presentan caracteristicas
sepaloides y no llegan a desarrollarse completamente. 1, 2, 3 y 4 indican los distintos verticilos. br: bractea.
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En las flores que mostraron los fenotipos mas severos el numero de sépalos se
incrementd de cinco, en las flores control (Figura 44F) a siete, algunos de los cuales
mostraron pequefos sectores de tejido petaloide (Figura 44F). En todas las flores
analizadas, uno de los sépalos se hallaba fusionado por un lado, bien a la hoja con forma de
media luna, mencionada anteriormente, por la zona que mostraba similitud con una bractea
0, en ocasiones, a una bractea (Figura 44F). El verticilo de sépalos no llega a cerrarse
completamente sobre si mismo para formar el caliz tipico presente en las flores control ya
que por un extremo se halla fusionado a una bractea (que queda como el érgano mas
alejado del centro de la flor) y por el otro se continla con el verticilo de pétalos al que
también se halla fusionado. El nimero de pétalos aumenta de cinco, en las plantas control, a
trece, los cuales aparecen fusionados entre si pero distribuidos en varios grupos

independientes, unidos entre si solo en su base, lo que les confiere la apariencia de

159



Resultados

verticilos distintos. Con frecuencia, estos pétalos muestran en sus margenes (lateral y
apical) un color verdoso que recuerda al tejido que forma parte de los sépalos lo que
probablemente impide la cohesién normal y el cierre completo de la corola (Figura 44F). El
numero de estambres aumenta de cinco, en las plantas control, a un nimero entre nueve y
once, algunos de los cuales son petaloides, observandose unas expansiones de tejido
caracteristico de pétalo en la region distal del filamento, aparentemente normal (Figura 44F)
y remplazando en esa posicidn el desarrollo normal de las anteras. Estas flores presentan
una reduccion importante en la produccién de polen. A veces la conversion homedtica de
antera a pétalo es parcial observandose 6rganos mosaico mitad anteras y mitad pétalos. El
carpelo también aparece alterado, mostrandose como un érgano engrosado, probablemente
como resultado de la fusién de varios carpelos en el centro de la flor; frecuentemente se
puede observar que en su parte distal, que corresponderia al estilo y al estigma, aparece
curvada hacia abajo. Las alteraciones fenotipicas observadas en estos dos ultimos verticilos
causan la esterilidad de estas flores. Entre los sépalos y los pétalos, en la base de estas
flores, se observé también la aparicion de unos 6rganos pobremente desarrollados de color
verde claro y con abundante cantidad de tricomas recordando la apariencia de los sépalos
En las flores de fenotipo leve, el primer verticilo es practicamente similar al descrito
anteriormente, si bien se observa con mayor frecuencia la fusion de uno de los sépalos a la
hoja de media luna mas que a la bractea de tamano reducido. El verticilo de pétalos en
estas flores no aparecia normalmente separado en varios grupos de pétalos, sino que era
continuo como en los controles, sin embargo la corola tampoco se cerraba completamente,
ya que seguian mostrando su fusion con el verticilo de sépalos. Se ha observado una
reduccion en el numero de estambres petaloides y la deformacion y engrosamiento del

carpelo no es tan acusada como en las flores de fenotipo severo.

2.1.1.4.2. Analisis de la expresion del transgén PEAM4 y de los genes endégenos de
tabaco NAP1-1, NAP1-2 y NFL en las plantas 35S::PEAM4.48 con floracién inhibida

Para analizar el defecto molecular causante del fenotipo de floracién inhibida mostrado entre
las plantas T, de la linea 35S::PEAM4.48, se comparo el nivel de expresion del transgén
PEAMA4 en la planta T-48-1, que mostré el fenotipo de floracion inhibida, con el de diferentes
plantas de la poblacién T, que florecieron tempranamente. El fenotipo de estas plantas no
parecia haber sido causado por una mutacion clasica de tipo recesivo, segun los resultados
del test de segregacion. Si el fenotipo de inhibicion se debiera a un fendmeno de

cosupresion simple, se podria esperar que en esas plantas se observase una disminucién
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de la expresion de algun gen enddégeno homdlogo a PEAM4, asi como de la del transgén
PEAMA4.

Para estimar los niveles de expresién del transgén en las diferentes plantas T,
35S::PEAM4.48 de floracion inhibida, con respecto a las otras plantas, se realizé un analisis
Northern con RNA extraido de hojas vegetativas adultas procedentes de varias plantas T, de
floraciéon temprana y de hojas vegetativas correspondientes a tres posiciones diferentes de
una de las ramas secundarias no florecidas de la planta T-48-1, de floracién inhibida, siendo
la A la posicién mas alejada del tallo principal (Figura 42F) y la posiciéon C la mas cercana al

tallo principal. Los resultados del analisis se muestran en la figura 45.

plantas T 35S::PEAM4.48

1 (flor inhibida) floracién temprana

A B C 7 2 8 4 5 6 16 17 18

pBinJIT

PEAM4 -..-..-..ﬁ..

rRNA

Figura 45. Analisis Northern de la expresion del transgén PEAM4 en hojas de plantas T, de la
linea 35::PEAM4.48. Linea control (pBinJIT) transformada con el vector sin inserto; plantas T,
35S8::PEAM4.48 con fenotipo de floracion temprana (T-2 a T-18) y hojas de distintas posiciones (A, B,
C) de una rama secundaria no florecida de la planta 48-1 con floracién inhibida. En cada uno de los
pocillos se cargd 12 ug de RNA total extraido de hojas vegetativas adultas. En la hibridacion se utilizé
como sonda un fragmento Xbal de 767 pb del extremo 3’ del cDNA de PEAM4. En la parte inferior se
muestra el control de carga de RNA ribosémico.

El analisis Northern mostré que el transgén se expresaba en todas las plantas T,
analizadas; cuando se comparo la expresion del transgén PEAM4 en las distintas plantas de
floraciéon temprana se observé que existian ligeras variaciones en el nivel de expresién entre
las distintas transgénicas, pero estas diferencias de expresion no parecian tener reflejo en el
fenotipo mostrado por las mismas. También, se observé que plantas de floracién temprana
tales como T-48-2 y T-48-4, presentaban niveles de expresién similares al mostrado por la
planta T-48-1 de floracién inhibida, de lo que se concluye, que los niveles del transgén eran

similares en las plantas con adelanto o con inhibicion de la floracion. Las diferencias
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observadas en la expresiéon del transgén entre las distintas posiciones A, By C de la rama
secundaria no florecida de la planta T-48-1 no parecen significativas, puesto que este mismo
fendmeno de reduccion de la expresion en una rama secundaria conforme nos alejamos del
tallo principal se observé también en plantas que florecieron tempranamente (no mostrado).

También se estudio la expresion de dos genes endégenos de tabaco, NAP1-2 'y NAP1-1,
que muestran una alto nivel de similitud con PEAMA4, en diferentes tejidos de una planta
control y de las plantas 35S::PEAM4.48 con fenotipo de floracion inhibida. La proteina
deducida NAP1-2 es un 64% idéntica a AP1, 65% a SQUA y un 72% a PEAM4, y su
extremo C-terminal contiene la CaaX-box frecuentemente presente en los genes
relacionados con AP1. Esto sugiere que NAP17-2 podria ser el homdlogo de AP1 de tabaco,
de acuerdo con esto NAP1-2 se agrupa en el clade AP1/SQUA de la subfamilia SQUA. La
proteina deducida de NAP1-1 es un 62% idéntica a PEAM4 y se agrupa en el clade FUL de
la subfamilia SQUA.

En las plantas control, no se detectd expresion del gen NAP1-2 en apices de plantas de
un mes de edad (apices vegetativos), pero se observé una fuerte expresion del gen
inmediatamente después de la transicion floral (apices inflorescentes), asi como en flores
jovenes de aproximadamente unos 4 mm de longitud (Figura 46). En contraste con esto,
cuando la expresion de NAP1-2 se analiz6 en los apices de los tallos axilares que aparecian
en las posiciones apicales del tallo principal (entre los nudos 75-100; en la linea silvestre las
flores aparecen a partir del nudo 50) de las plantas de floracion inhibida de la linea
35S::PEAM4.48, no se detectd transcrito NAP1-2, lo que indica la naturaleza vegetativa de
estos apices y posiblemente el silenciamiento de la expresion del gen NAPT1-2. Las
secuencias nucleotidicas de PEAM4 y NAP1-2 presentan una region de aproximadamente
150 pb de longitud que muestra un 80% de identidad. La expresion de NAP17-2 se detectd
también en las flores que eventualmente terminaron apareciendo en la linea T-48-1; sin
embargo, el nivel del transcrito fue mucho mas bajo que el encontrado en flores jévenes de
la misma edad y tamafio de la linea silvestre (Figura 46).

Los resultados del analisis de expresién del gen homologo de FUL de tabaco, NAP1-1,
son similares a los obtenidos para NAP7-2 lo que sugiere un posible silenciamiento también
del gen NAP1-1 en las plantas 35S::PEAM4.48 con fenotipo de inhibicién de la floracién.

Junto con AP1y SQUA, LFY y FLO son los genes clave implicados en el control de la
identidad del meristemo floral en Arabidopsis y Antirrhinum, respectivamente. En las
plantas 35S::PEAM4.48 con fenotipo de floracion inhibida también se analizé el nivel del
transcrito de NFL, el probable ortélogo de FLO/LFY de tabaco (Kelly et al., 1995). Los
resultados de este analisis se muestran en la figura 46; en todos los tejidos estudiados se

observé claramente la expresion de NFL y, ademas, no parecia haber diferencias
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importantes entre el nivel de expresién de NFL en los tejidos correspondientes a las plantas
control y a los de las plantas 35S::PEAM4.48 con inhibicién de la floracion, aunque se
observd que la expresion detectada de NFL en el apice vegetativo de la planta T-48-1 era
ligeramente inferior a la observada en el apice vegetativo de una planta control. Esta
reduccion en el nivel de expresién de NFL no se observo, sin embargo, en la otra linea de
floracién inhibida, T-48-3. Por tanto, la expresién del gen NFL no parecia estar alterada en

las plantas 35S::PEAM4.48 con fenotipo de inhibicion de la floracion.

AV  AF R
WT 48.1 483 WT WT 48.1
NAP1-2 -w
NAP1-1 —_—
"
AR R K 2 A
rRNA

Figura 46. Analisis Northern de la expresion de los genes de tabaco NAP7-2, NAP1-1y NFL,
probables homélogos de los genes SQUA/AP1, FUL y FLO/LFY, respectivamente, en diferentes
tejidos de plantas de tabaco control y 35S::PEAM4.48 con floracién inhibida. Una membrana
cargada con muestras de RNA total extraido de apices vegetativos (AV), apices florales (AF) y flores
jévenes (FJ) de plantas control y plantas de floracion inhibida 35S::PEAM4 (48-1 y 48-3), se hibridd
con sondas de los genes NAP1-2, NAP1-1y NFL de tabaco. Para la sonda de NAP1-1 se utilizé un
fragmento EcoRI de 599 pb correspondiente al extremo 3’; para la de NAP1-2 se utilizé un fragmento
EcoRI/Hindlll de 526 pb de su extremo 3’ y para NFL un inserto EcoRIl de 700 pb de su extremo 3'.
En la parte inferior se muestra el control de carga de RNA ribosémico.

1.1.2. TRANSFORMACION DE PLANTAS DE Nicotiana tabacum CON UNA
CONSTRUCCION ANTISENTIDO 35S::PEAM4AS

Como resultado de la transformacion de plantas de tabaco con la construccion antisentido
35S::PEAMA4AS se obtuvieron 17 plantas transgénicas resistentes a kanamicina. En las
transgénicas primarias no se observo ninguna alteracion fenotipica evidente con respecto a

los controles; la caracterizacién fenotipica se llevéd a cabo en las plantas de la poblacion T,.
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Con el fin de determinar el numero de /oci en el que se habia producido la insercion del T-
DNA en las distintas plantas, se llevd a cabo el analisis de segregacion del transgén
mediante la siembra de las correspondientes progenies T, en medio de seleccién con
kanamicina. Se sembraron semillas procedentes de plantas control sin transformar vy

transgénicas. Los resultados de este analisis se muestran en la tabla 22.

Tabla 22. Distribuciéon de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de tabaco T,
35S::PEAMA4AS.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de
semillas + - Relacion Segregacion Valor Significacion  n°
Linea analizadas (T) (R) (S) SIT R:S . (P) copias

T-1 38 31 7 0'7/4 3:1 1°088 0’30 1
T-3% 40 40 0 >2
T-6 40 40 0 >2
T-8 38 38 0 >2
T-11 39 30 9 0'9/4 3:1 0162 0’69 1
T-12% 40 32 8 0'8/4 3:1 0'837 036 1
T-13% 40 39 1 0'4/16 15:1 1627 020 2
T-14x 40 32 8 0'8/4 3:1 0433 0'51 1
T-15% 40 40 0 >2
T-17 40 30 10 1°0/4 3:1 0’033 0'86 1
T-22% 40 40 0 >2
T-23 41 29 12 12/4 3:1 0317 057 1
T-25 41 32 9 0'9/4 3:1 0317 0’57 1
T-26% 41 37 4 1'6/16 15:1 0'399 053 2
T-36 43 31 12 1'1/4 3:1 0147 070 1
T-39x% 42 31 11 1'1/4 3:1 0’032 0'86 1
T-40 36 36 0 >2
control 41 0 41 0

Las lineas que mostraron alteraciones fenotipicas en la poblacién T, se indican con un asterisco.

En nueve de las lineas transgénicas obtenidas la segregacion se ajustaba a una relacion
3:1 (resistentes:sensibles) que corresponde con la esperada para la insercion del T-DNA en
un unico locus. En el resto de las lineas, la segregacion obtenida indica una insercion del

transgén en dos o mas loci distintos.
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El nivel de expresion del transgén PEAM4 en las distintas lineas transgénicas se analiz6

mediante analisis Northern; el resultado de ese andlisis se muestran en la figura 47.

* * * * * * *

1 3 6 8 11 12 13 14 15 17 22 23 25 26 39

PEAM4 . 'm __ . -

rRNA

pBinJIT

Figura 47. Analisis Northern de la expresion del transgén PEAM4 en plantas de Nicotiana
tabacum control y transformadas con la construccion antisentido 35S::PEAM4AS. Linea control
(pBindIT) trasformada con el vector sin inserto; lineas transgénicas con la construccion antisentido
35S::PEAM4AS (T-1 a T-39). En cada uno de los pocillos se cargdé 12 ug de RNA total extraido de
una mezcla de hojas vegetativas jévenes. En la hibridacion se utilizé como sonda un fragmento Xbal
de (767 pb) del extremo 3’ del cDNA de PEAM4. En la parte inferior se muestra el control de carga de
RNA ribosémico. El asterisco sefiala aquellas lineas que mostraron alteraciones fenotipicas.

El analisis Northern mostré que la expresion del transgén PEAM4 varia entre las distintas
lineas transgénicas transformadas con la construccion antisentido 35S::PEAM4AS. Se
observaron niveles muy altos de expresion en la lineas transgénicas T-14, T-15, intermedios
en las lineas T-12, T-13 y T-22 y bajos en las lineas T-3, T-26 y T-39; no se detectd
expresion de PEAM4AS en las lineas T-1, T-6, T-8, T-11, T-17, T-23 y T-25, asi como en la
linea control pBinJIT.

Para analizar el efecto de la expresion constitutiva del gen PEAM4 en orientacion
antisentido sobre el tiempo de floracién de Nicotiana tabacum, se contabilizé el nimero total
de hojas producido por el tallo principal de plantas de la progenie T, de la linea control
(pBinJIT) y de varias de las lineas transgénicas antisentido 35S::PEAM4AS, tal y como se
habia hecho para el analisis de las lineas transgénicas 35S::PEAM4; los conteos de nimero
de hojas se llevaron a cabo, por tanto, sobre doce plantas T, resistentes a kanamicina de
cada linea transgénica. Se seleccionaron ocho lineas transgénicas en las que se habia
detectado nivel de expresién del transgén mediante andlisis Northern, tres de ellas con una
unica insercion del T-DNA (T-12, T-14 y T-39) y el resto con mdltiples inserciones del T-DNA

(T-3, T-13, T-15, T-22 y T-26). Como control adicional, también se realizaron conteos en dos
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lineas en las que no se detectd expresion del transgén (T-11 y T-23) y que en el test de
segregacion se comportaban como si portaran el T-DNA insertado en un unico locus.

El resultado de los conteos de numero de hojas realizados en las plantas T, de las
distintas lineas transgénicas 35S::PEAM4AS se muestra en la figura 48. Los resultados para
las lineas con una unica insercion del transgén se muestran en la figura 48A donde los
valores representados se corresponden con la media del numero total de hojas + la
desviacion estandar, calculados a partir de muestras de ocho a diez plantas hemizigotas 6
de dos a cuatro plantas homozigotas de cada una de las lineas transgénicas. En la figura
48B se muestra la distribucion de plantas, en funcién del niumero total de hojas producido
por las mismas, de la poblacién T, de varias lineas transgénicas antisentido 35S::PEAM4AS
que contenian mas de una insercién del transgén.

Tal y como se muestra en la figura 48A, se observd que las plantas homozigotas y
hemizigotas de la poblacion T, de las lineas con una unica insercion en las que no se
detectd expresién del transgén (T-11 y T-23) florecian tras producir un numero total de hojas
similar al producido por las plantas control, mientras que en el resto de lineas en las que si
se habia detectado expresion del transgén (T-12, T-14 y T-39) las plantas pertenecientes a
ambas categorias fenotipicas florecian tras producir un nimero superior de hojas que las

plantas control. Se observé también que en las lineas T-12 y T-39 el retraso en el tiempo de

A
Plantas Tz

70

T o T

50 | & 5 T @ hemizigoto

40 | O homozigoto

30

20 -

Numero de hojas

10 -

C 11 12 14 23 39
Transformantes antisentido 35S::PEAM4AS

Figura 48. Analisis cuantitativo del tiempo de floracién de diferentes lineas de Nicotiana tabacum
transformadas con la construccion antisentido 35S::PEAM4AS. (A) Numero de hojas de plantas T,
de varias lineas antisentido 35S::PEAM4AS con una insercién del T-DNA. Los valores representados se
corresponden con la media del numero total de hojas + la desviacion estandar calculada a partir de
muestras de 8-10 plantas hemizigotas o de 2 a 4 plantas homozigotas de cada una de las lineas
transgénicas. (B) Distribucion de plantas T, de varias lineas antisentido 35S::PEAM4AS con mas de una
insercion del T-DNA respecto al numero de hojas con que florecieron.

166



191

(uo1oENUIUOI) ‘gp BINDI4

Numero de plantas Numero de plantas

Numero de plantas

12
10 1 O pBindIT
8 .
6 -
4 4
2 4
0 +—/— , , , ; , , , , ,
[47-50] [51-54] [55-58] [59-62] [63-66] [67-70] [71-74] [75-78] [79-82] [83-86]
Numero de hojas
12
10 - O 35S::PEAM4.13
8 -
6 -
4 -
2 | H H H
S N I 1 =
[47-50] [51-54] [55-58] [59-62] [63-66] [67-70] [71-74] [75-78] [79-82] [83-86]
Numero de hojas
12
10 | o 35S::PEAM4.22
8 -
G -
4 -
2 .
L, mmfd @08

[47-50] [51-54] [55-58] [59-62] [63-66] [67-70] [71-74] [75-78] [79-82] [83-86]

Numero de hojas

Numero de plantas Numero de plantas

Numero de plantas

12

10 -

A

0 35S::PEAM4.3

o —f

[47-50] [51-54] [55-58] [59-62] [63-66]

Numero de hojas

[67-70] [71-74] [75-78] [79-82] [83-86]

12

10 4

=

=

o 35S::PEAM4.15

=

0+

[47-50] [51-54] [55-58] [59-62] [63-66] [67-70] [71-74] [75-78] [79-82] [83-86]

Numero de hojas

12

10

[47-50] [51-54] [55-58] [59-62] [63-66] [67-70] [71-74] [75-78] [79-82] [83-86]

Numero de hojas

o 35S8::PEAMA4.26

sopejnsoy



Resultados

floracion mostrado por las plantas homo y hemizigotas con respecto a los controles fue muy
similar, aunque en ambos casos éste fue ligeramente superior en las plantas hemizigotas;
en contraste con estas observaciones, el retraso mostrado por las plantas homozigotas de la
linea T-14 con respecto a las plantas control fue superior al mostrado por las hemizigotas de
esta misma linea, y muy similar al mostrado por las plantas hemizigotas de las lineas T-12 y
T-39.

Los resultados del analisis de las plantas T, de las lineas transgénicas antisentido
35S::PEAM4AS con mas de una insercién del transgén (Figura 48B) mostraron que,
mientras en la linea control todas las plantas analizadas florecieron tras producir entre 47-54
hojas, agrupandose, por tanto, exclusivamente en las dos primeras clases, la distribucion de
plantas de las distintas lineas antisentido 35S::PEAM4AS abarcaba, sin embargo, un
intervalo mas amplio. Entre las lineas transgénicas se podian distinguir claramente dos
grupos: en el primer grupo se incluirian las lineas T-3 y la T-15; en ambas una pequefia
fraccion de las plantas T, se comportaban como los controles y florecian tras producir un
numero de hojas similar, mientras que el resto, la fraccibn mas numerosa, florecian con un
numero de hojas superior al de las plantas control. En el segundo grupo, estarian incluidas
las lineas T-13, T-22 y T-26; en ellas todas las plantas T, florecian con un mayor numero de
hojas que los controles y en algunos casos, como el de la linea T-22, aparecian plantas que
florecian tras producir casi 30 hojas mas que el control mas tardio. Las flores de las lineas
transgénicas antisentido 35S::PEAM4AS son normales e indistinguibles de las flores de las
plantas control.

Por tanto, varias de las lineas transgénicas antisentido 35S::PEAM4AS analizadas en
este trabajo (Figura 48A y B), con una o mas inserciones del T-DNA, florecieron

sensiblemente mas tarde que los controles transformados sélo con el vector sin inserto.

2.2. ANALISIS FUNCIONAL DE PEAM4 EN PLANTAS TRANSGENICAS DE Arabidopsis

thaliana

Como resultado de la transformacién de plantas de Arabidopsis del ecotipo Columbia con la
construccion 35S::PEAM4 se generaron 30 transgénicas independientes resistentes a
kanamicina. La mayor parte de las plantas transgénicas primarias no mostraban diferencias
con respecto al fenotipo de las plantas control (transformadas con el vector sin inserto); sin
embargo, se pudo identificar tres que presentaban un fenotipo alterado, mostrando un
modesto adelanto del tiempo de floracién, asi como la conversion de algunas inflorescencias

secundarias en flores.
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Con el fin de determinar el niumero de loci en el que se habia producido la insercion del T-
DNA en las diferentes transgénicas, se analizé la segregacién del transgén en la progenie
de varias de las lineas transgénicas primarias 35S::PEAM4 mediante el ensayo de
resistencia a kanamicina. En la tabla 23 se muestran los resultados del analisis de
segregacion de ocho de las lineas transgénicas estudiadas en las que la insercién del gen

NPTII se habia producido en un unico locus.

Tabla 23. Distribucién de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de Arabidopsis
T,35S::PEAMA4.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de

semillas + - Relacién Segregacién  Valor Significacion n°
Linea analizadas (T) (R) (S) SIT R:S a (P) copias
T-2 39 25 14 1'4/4 3:1 2214 014 1
T-3 40 28 12 1°2/4 3:1 0433 0’51 1
T-4* 42 31 11 1'1/4 3:1 0032 0’86 1
T-7 42 29 13 1'2/4 3:1 0667 0’41 1
T-13 40 27 13 1'3/4 3:1 1°033 031 1
T-18 41 28 13 1°'3/4 3:1 0'837 0’36 1
T-25° 39 30 9 0'9/4 3:1 0162 0’69 1
T-26" 40 26 11 1'1/4 3:1 1'900 017 1
Control 41 0 41 0

Las lineas que mostraban alteraciones fenotipicas se indican con un asterisco.

El nivel de expresion del transgén PEAM4 en las distintas lineas transgénicas se analizd
mediante analisis Northern; el resultado de ese analisis se muestran en la figura 49.

El analisis Northern mostré que la expresion del transgén PEAMA4 varia entre las distintas
lineas transgénicas 35S::PEAM4. Se observaron niveles altos de expresion en la lineas
transgénicas T-3, T-26 y T-25, intermedios en la linea T-4 y bajos en la linea T-7; no se
detectd expresion ni en las lineas T-2 y T-18, ni en la linea control pBinJIT.

Estos resultados confirman que el transgén PEAM4 se expresa constitutivamente en las
tres lineas transgénicas 35S::PEAM4 que presentaron alteraciones fenotipicas en la Ty; sin
embargo, algunas de las lineas donde no se detectd fenotipo alterado también mostraron
expresion del transgén; las lineas donde no de detectd expresion del transgén no mostraron

alteraciones fenotipicas.
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pBinJIT

PEAM4

Figura 49. Andlisis Northern de la expresidon del transgén PEAM4 en plantas de Arabidopsis
thaliana control y transformadas con la construccion 35S::PEAMA4. Linea control (pBinJdIT)
trasformada con el vector sin inserto; lineas transgénicas 35S::PEAMA4S (T-2 a T-26). En cada uno de
los pocillos, se cargd 10 ug de RNA total extraido de hojas vegetativas jévenes. En la hibridacion, se
utilizé como sonda un fragmento Xbal de (767 pb) del extremo 3’ del cDNA de PEAMA4. En la parte
inferior se muestra el control de carga de RNA ribosémico. El asterisco sefala aquellas lineas que
mostraron alteraciones fenotipicas.

Como se ha indicado anteriormente, entre las plantas transgénicas 35S::PEAM4 de la
poblacion T4, solo se identificaron inicialmente tres lineas con fenotipo alterado con respecto
al de las plantas control. Debido a la baja incidencia e intensidad de las alteraciones
fenotipicas en la poblacién T4, nos propusimos seleccionar lineas homozigotas a partir de
las ocho plantas transgénicas 35S::PEAM4 en las que se habia visto que el T-DNA se
hallaba insertado en un UuUnico locus, para ver si las alteraciones fenotipicas se
incrementaban al hacerlo la dosis del transgén. Para determinar el efecto de la expresion
ectdpica de PEAM4 sobre el fenotipo de las plantas de Arabidopsis, se analizaron plantas

(T3) de cada una de las lineas homozigotas generadas.

2.2.1. EFECTO DE LA EXPRESION CONSTITUTIVA DE PEAM4 EN EL TIEMPO DE
FLORACION DE Arabidopsis

Se observdé que las lineas transgénicas 35S::PEAM4 T-4, T-25 y T-26, florecian

tempranamente con respecto a los controles (transformados con el vector sin inserto)

cuando se cultivaban bajo condiciones de dia largo (16 h luz, 8 oscuridad, figura 50A) como
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de dia corto (8 h luz, 16 h oscuridad, figura 50B); el fenotipo de las otras cinco lineas
homozigotas fue indistinguible de las plantas control.

Durante el desarrollo vegetativo de Arabidopsis thaliana el meristemo apical del tallo da
lugar a una roseta basal, como consecuencia de la produccion reiterada de hojas en
ausencia de elongacién de entrenudos del tallo hasta el momento en el que se produce la
induccién floral. Tras la induccién floral, poco después de la diferenciacion de los primeros
brotes florales en el apice, se produce un incremento en la elongacién de los entrenudos
(“bolting”) separandose las ultimas hojas vegetativas formadas u hojas caulinares, de las
hojas de roseta que permanecen en la base del tallo. Esto da lugar a la formacién de una
inflorescencia primaria de crecimiento indeterminado en la que, segun la morfologia de los
nudos en la madurez, se distinguen dos fases: una fase temprana de inflorescencia (l,),
caracterizada por la presencia de nudos que sostienen hojas caulinares cuyos meristemos
axilares desarrollan tallos laterales de inflorescencia (coflorescencias), con patrén de
crecimiento similar al de la inflorescencia principal, y una fase tardia de inflorescencia (l,), en
la cual los nudos sostienen flores que no estan sostenidas por hojas. Una vez formada la
inflorescencia, los meristemos axilares de las hojas de roseta, pueden dar lugar a ramas
laterales en las que se repite de nuevo la estructura de la inflorescencia principal y de las
coflorescencias.

Se pudo estimar que, mientras que en las plantas control, bajo condiciones de dia largo,
la elongacién del tallo de inflorescencia ocurre tras aproximadamente 4 semanas, en las
plantas transgénicas 35S::PEAM4 esto ocurria después de unos 20 dias. Bajo condiciones
de dia corto, la elongacion del tallo se retrasa en los controles hasta aproximadamente unas
13-14 semanas después de la germinacidon, mientras que en las plantas transgénicas
35S::PEAM4 ocurre, aproximadamente, a las 9 semanas.

Con el fin de analizar el efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 sobre el fenotipo de
Arabidopsis se determiné el tiempo de floracién de las distintas lineas transgénicas. En la
figura 51 se representa la distribucién de plantas de la poblacion homozigota T;, cultivadas
bajo condiciones de LD, de las distintas lineas transgénicas, en funcion del nimero total de
hojas producido; como se puede observar, mientras que las plantas control florecen tras
producir entre unas 13-16 hojas, las plantas 35S::PEAM4 florecen antes, tras producir un
numero de hojas significativamente inferior que el control, que oscila entre 5-10, variando

ligeramente entre las diferentes lineas transgénicas.
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Figura 50. Fenotipo de las plantas 35S::PEAM4 de Arabidopsis. (A) Plantas homozigotas de una
linea control (izquierda) y de la linea transgénica 35S::PEAM4.4 (derecha) de 25 dias de edad
cultivadas bajo condiciones de dia largo. Notese que mientras que las plantas transgénicas han
florecido tras producir sélo unas pocas hojas, y ya han formado frutos, las plantas control contintan
produciendo hojas de roseta y todavia no han florecido. (B) Plantas homozigotas de una linea control
(izquierda) y de la linea transgénica 35S::PEAM4.4 (derecha) de 12 semanas de edad cultivadas bajo
condiciones de dia corto. (C) Estructura de la region apical del tallo principal de una planta control
mostrando el apice inflorescente, de crecimiento indeterminado, y tallos inflorescentes laterales que
se desarrollan en las axilas de hojas caulinares (coflorescencias), cuyo patron de crecimiento es
similar al de la inflorescencia principal, sefialados con flechas. (D) Detalle de una hoja caulinar
curvada en el tallo principal de una planta 35S::PEAM4 sosteniendo, en lugar de una coflorescencia,
una flor solitaria. Estas flores generalmente no muestran alteraciones morfoldgicas salvo,
ocasionalmente, la formacién de un pétalo extra, como se muestra aqui. (E) y (F) Estructura de la
region apical del tallo principal de plantas homozigotas de las lineas 35S::PEAM4.4 y
35S::PEAM4.25, respectivamente, donde el apice, se determina formando una flor terminal aberrante,
sefialada con flecha. Estas flores terminales muestran un considerable incremento del niumero de
organos florales con respecto a una flor control, nimero que varia entre las distintas plantas
transgénicas. También se observan flores solitarias que se desarrollan en las axilas de hojas
caulinares curvadas.

Figura 51. Distribucion de plantas homozigotas T; de varias lineas transgénicas 35S::PEAM4
cultivadas bajo condiciones de LD. Los histogramas representan la distribucion de plantas en cada
poblacion respecto al numero de hojas con que florecieron.
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Un resumen de los resultados de la cuantificacion del tiempo de floracion mediante los
conteos del numero de hojas realizados en las poblaciones homozigotas T3 de las lineas de
Arabidopsis 35S::PEAM4, cultivadas bajo condiciones de dia largo y dia corto, se muestra
en las tablas 24 y 25, respectivamente. Como se muestra en las tablas, las lineas
transgénicas que expresan constitutivamente el transgén PEAM4 florecen tempranamente
tanto bajo condiciones de dia largo como de dia corto, tras producir un numero de hojas
significativamente inferior al de los controles cultivados bajo las mismas condiciones. Esta
reduccion del nimero de hojas de las lineas transgénicas afecta tanto a las hojas de roseta
como a las caulinares, aunque el efecto es mas drastico en la produccion de hojas de
roseta, con una reduccién del 50-60% en dia largo y del 40-50% en dia corto, que en la
produccion de hojas caulinares donde la reduccion oscila entre un 10-20% en dia largo y un
10-30% en dia corto. Esto indica que la expresiéon constitutiva de PEAM4 provoca un
acortamiento de todas las fases de desarrollo de la plantas aunque su efecto es mayor

sobre la fase de roseta.

2.2.2. EFECTO DE LA EXPRESION CONSTITUTIVA DE PEAM4 SOBRE LA
ARQUITECTURA DE Arabidopsis

Ademas del fenotipo evidente de adelanto de floracion mostrado por las plantas
35S::PEAM4, éstas presentan también cambios en la arquitectura de la inflorescencia.

En una fraccién de las plantas 35S::PEAM4 con floracion temprana, la inflorescencia del
tallo principal, que en una planta control presenta un crecimiento indeterminado (figura 50C),
se determina prematuramente, tras producir algunas ramas laterales (coflorescencias) y
flores, y da lugar al desarrollo de una flor terminal (Figura 50E y F; Tabla 24). La formacion
de flores terminales se produce con una frecuencia del 12°'5% en la linea 35S::PEAMA4.4, del
31% en la linea 35S::PEAM4.25 y no se observa en la linea 35S::PEAM4.26. Este mismo
fendmeno también tiene lugar en algunas coflorescencias. Las flores terminales aparecen
como una fusién de varias flores al final del tallo principal y, aunque su aspecto varia
ligeramente entre las distintas lineas transgénicas analizadas, en general estan formadas
por dos o tres carpelos que ocupan el centro de la estructura, que tienden a curvarse
ligeramente hacia afuera, un nimero variable de estambres, y rodeando a estos érganos se
disponen los pétalos y sépalos, cuyo numero tiende a reducirse, conservandose
normalmente tres pétalos y tres sépalos por flor fusionada. Estas flores terminales son
similares a las producidas por los mutantes terminal flower1 o por las plantas 35S::AP1
(Mandel y Yanowfsky, 1995b; Shanon y Meeks-Wagner, 1991).
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Tabla 24. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 en el fenotipo de Arabidopsis en plantas T; crecidas bajo condiciones de dia largo (DL).

Hojas de Hojas Hojas Flores Flores Hoja curvada
Genotipo n’ roseta” caulinares® totales terminales® axilares® R’ I°
pBinJIT60 (control)” 28 118 + 11 28+ 0% 146 + 1'1 0 0 0 0
35S::PEAM4.4' 32 52 £10 22+07 74+13 4 14 0 10
35S::PEAMA4.25 29 5 08 22+04 72+10 9 20 0 14
35S::PEAM4.26 25 59 +07 24+05 84+10 0 2 1 1

#n: numero de plantas analizadas.

b Hojas de roseta: valores expresados como la media + desviacion estandar.

°Hojas caulinares: valores expresados como la media + desviacion estandar.

¢Numero de plantas en las cuales el tallo principal acaba en una flor.

®Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en el tallo principal.
"Numero de plantas que solo presentan hoja curvada en la roseta (R).

9Numero de plantas que solo presentan hoja curvada en la inflorescencia (1).

_hEI control es una linea transgénica homozigota para el vector pBinJIT60 sin inserto 35S::PEAM4.

'Lineas transgénicas independientes 35S::PEAM4 numeradas 4, 25 y 26.

Tabla 25. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 en el fenotipo de Arabidopsis en plantas T crecidas bajo condiciones de dia corto (DC).

Hojas de Hojas Hojas
Genotipo n’ roseta® caulinares® totales
pBinJIT60 (control)® 51 740+60 8'1+10 82 £6'3
35S::PEAMA4.4e 55 41’6 + 86 74+18 49 +97
35S::PEAMA4.25 50 34’4 £ 9’6 59+17 409+ 110
35S::PEAM4.26 42 46'4 + 87 6'7+16 53'2+89

#n: numero de plantas analizadas.

®Hojas de roseta: valores expresados como la media + desviacion estandar.

°Hojas caulinares: valores expresados como la media + desviacion estandar.

¢El control es una linea transgénica homozigota para el vector pBinJIT60 sin inserto 35S::PEAM4.
°Lineas transgénicas independientes 35S::PEAM4 numeradas 4, 25 y 26.
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Ademas, con bastante frecuencia se observa que en las plantas 35S::PEAM4, los
meristemos laterales que se desarrollan en las axilas de las hojas caulinares, y que
normalmente producirian tallos de inflorescencia, son sustituidos por flores solitarias, al igual
que ocurre en las plantas 35S::AP1 (Figura 50D, E y F; Tabla 24). Estas flores solitarias no
muestran alteraciones morfolégicas dramaticas, a excepcion de que ocasionalmente
presentan 5 pétalos (Figura 50D); al igual que las flores terminales, las flores axilares
también son fértiles. El resto de flores de las lineas de floracion temprana 35S::PEAM4 de
Arabidopsis son normales e indistinguibles de las flores de las plantas control.

Por tanto, la expresién constitutiva de PEAM4 acelera la floracion e induce la conversién
de los meristemos inflorescentes del tallo en meristemos florales, reproduciendo el fenotipo
causado por la expresion constitutiva de AP71 (Mandel y Yanowfsky, 1995b).

En las plantas de Arabidopsis 35S::PEAM4 con floracién temprana también se ha podido
observar la presencia de hojas caulinares curvadas (enrolladas hacia el haz) (Figura 50D y E;
Tabla 24), al igual que ocurre en las plantas 35S::AP71 (Mandel y Yanowfsky, 1995b). La
curvatura de las hojas caulinares se ha observado tanto en aquellas en cuya axila se desarrollan
tallos laterales normales, como en las que sustentan flores solitarias, observandose mas
frecuentemente en éstas ultimas. Ocasionalmente, se ha podido observar curvatura en alguna
de las hojas de roseta de las plantas homozigotas de la linea 35S::PEAM4.26 (Tabla 24)

Aunque el fenotipo de las plantas 35S::PEAM4 de Arabidopsis es similar al descrito para

la expresion constitutiva de AP17, es bastante menos severo.

2.3. ESTUDIO FUNCIONAL DEL GEN PEAM4 DE GUISANTE MEDIANTE LA
COMPLEMENTACION GENETICA DEL MUTANTE ap1-1 DE Arabidopsis thaliana

Los datos de homologia de secuencia y de patron de expresion sugieren PEAM4 es el
homologo funcional del gen APETALA1 de Arabidopsis. Por ello otro abordaje experimental
para el estudio de la funcion del gen PEAM4 de guisante consistio en el intento de
complementacion de la mutacion ap7-1 de Arabidopsis thaliana.

En los mutantes fuertes ap7-1, en lugar de las flores basales de la inflorescencia se
desarrollan inflorescencias secundarias no sustentadas por hojas. En las posiciones mas
apicales estos mutantes desarrollan estructuras florales anormales. Estas flores exhiben una
filotaxis verticilada como las flores normales aunque, debido a la incompleta inhibicién de la
formacion de meristemos axilares, desarrollan flores secundarias ectépicas en las axilas de
los 6rganos del primer verticilo, 6rganos que a su vez muestran transformacion de sépalos a
bracteas. Ademas, las flores del mutante ap7-7 raramente producen pétalos (Bowman et al.,
1993; Irish y Sussex, 1990; Mandel et al., 1992b; Schultz y Haughn, 1993).
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Para ello, se transformaron plantas de Arabidopsis del ecotipo Landsberg erecta
homozigotas para la mutacién fuerte ap7-1, con la construccion 35S::PEAM4 (la misma que
se utilizd para transformar plantas silvestres del ecotipo Columbia). Como resultado de la
transformacion se generaron 13 plantas independientes resistentes a kanamicina; seis de
ellas mostraban alteraciones fenotipicas con respecto a las plantas control sin transformar.
Estas plantas mostraban fenotipo de floracién temprana, curvatura de las hojas, formacion

de flores terminales y axilares, y recuperacion de pétalos (Figura 52).

35S::PEAM4 ap1-1.11

Figura 52. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 sobre el fenotipo del mutante ap7-1 de
Arabidopsis thaliana. (A) Plantas homozigotas para la mutacion fuerte ap7-1 (izquierda) y plantas
homozigotas de la linea transgénica 35S::PEAM4 ap1-1.11 (derecha) cultivadas bajo condiciones de
dia largo; las lineas ap7-1 que expresan constitutivamente PEAM4 muestran adelanto de floracion
con respecto a las plantas ap7-1. Las flechas blancas sefialan la presencia de pétalos en las flores de
la linea 35S::PEAM4 ap1-1.11, ausentes en las plantas ap7-1. (B) Planta homozigota para la
mutacion fuerte ap7-1; la flecha sefala la formacion de una coflorescencia en la posicion donde
normalmente se producen flores en una planta silvestre. (C) Planta silvestre del ecotipo Landsberg
erecta; la flecha sefala la presencia de una flor (silicua) en la primera posicién del tallo que sigue a la
dltima hoja caulinar. (D) Apice de la inflorescencia principal de una planta silvestre. (E) Apice de la
inflorescencia principal de una plantas homozigota de la linea 35S::PEAM4 ap1-1.11. Las flechas
negras sefalan la presencia de pétalos en el segundo verticilo de estas flores. Las flechas blancas
sefalan los 6rganos del primer verticilo con apariencia de sépalo. En la axila de una hoja caulinar se
observa la presencia de una flor solitaria. (F) Apice de la inflorescencia principal de una planta ap7-1.
Las flechas blancas sefalan los érganos florales con apariencia de bractea en el primer verticilo. En
el segundo verticilo no se detecta la presencia de ningin 6rgano.
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Con el fin de determinar el numero de /oci en el que se habia producido la insercion del T-

DNA en las diferentes transgénicas, se analizé la segregacion del transgén en las lineas

35S::PEAM4 ap1-1 obtenidas (con y sin fenotipo alterado), mediante la siembra de semillas

T, en medio con kanamicina. Los resultados del analisis de segregacion se muestran en la

tabla 26.

Tabla 26. Distribucion de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de Arabidopsis
T,35S::PEAM4 ap1-1.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de
semillas + - Relacién Segregacion  Valor Significacion n°
Linea analizadas (T) (R) (S) SIT R:S x2 (P) copias
T-1 23 19 4 0'7/4 3:1 0971 032 1
T-2 24 18 6 1°0/4 3:1 0’056 0’81 1
T-3° 25 17 8 1°'3/4 3:1 0’520 047 1
T-5* 24 17 7 1'2/4 3:1 0167 0’68 1
T-6 24 18 6 1°0/4 3:1 0’056 0’81 1
T-8° 27 22 5 0'7/4 3:1 0827 0’36 1
T-9 24 19 5 0'8/4 3:1 0'389 0’53 1
T-10* 24 18 6 1°0/4 3:1 0056 0’81 1
T-11" 27 19 8 1°2/4 3:1 0235 0’63 1
T-14* 25 17 8 1°'3/4 3:1 0520 0’47 1
T-15 25 23 2 1'3/16 15:1 0’040 0’84 2
T-17 22 13 9 1'6/4 3:1 2'606 011 1
T-20 24 16 8 1°3/4 3:1 0722 0’40 1
26 0 26 0 0
Control

Las lineas que mostraban alteraciones fenotipicas se indican con un asterisco.

En todas las lineas transgénicas, excepto en la T-15, la segregacion obtenida se ajusta a

una relacién 3:1 lo que indica la insercion del gen NPT/l en un unico locus. La segregacion

obtenida para la linea T-15 se ajusta a una insercién del transgén en dos /oci diferentes.

El nivel de expresion del transgén PEAM4 en las distintas lineas transgénicas se analiz6

mediante analisis Northern; el resultado de ese analisis se muestran en la figura 53.

178



Resultados

ap1-1
) *
(4, E ]

=]

—

o

—

—

—

h*

20

PEAM4

rRNA

Figura 53. Andlisis Northern de la expresion del transgén PEAM4 en plantas de la linea mutante
ap1-1 de Arabidopsis thaliana control y transformadas con la construccion 35S::PEAM4. Linea
control ap7-1 sin transformar; lineas transgénicas 35S::PEAM4 ap1-1 (T-3 a T-20). En cada una de
los pocillos, se cargé 10 ug de RNA total extraido de hojas vegetativas jévenes. En la hibridacion, se
utilizé como sonda un fragmento Xbal de (767 pb) del extremo 3’ del cDNA de PEAMA4. En la parte
inferior se muestra el control de carga de RNA ribosémico. El asterisco sefala aquellas lineas que
mostraron alteraciones fenotipicas.

El anélisis Northern mostré que la expresion del transgén PEAM4 varia entre las distintas
lineas transgénicas 35S::PEAM4 ap1-1. Se han observado niveles altos de expresion en la
lineas transgénicas T-3, T-8 y T-11, intermedios en las lineas T-10 y T-14, bajo en la lineas
T-5 y muy bajo, casi indetectable en la linea, T-20; no se detectd expresion de PEAM4 en la
linea control ap7-1 sin transformar.

Estos resultados confirman, que el gen PEAM4 se esta expresando constitutivamente en
las lineas transgénicas 35S::PEAM4 ap1-1 que presentan alteraciones fenotipicas; la linea
T-20, donde apenas se de detecta expresion del transgén, no mostré alteracion fenotipica
con respecto a las plantas control ap7-1.

Como se ha mencionado anteriormente, entre las plantas transgénicas 35S::PEAM4 ap1-
1 se identificaron seis lineas que exhibian alteraciones fenotipicas con respecto a las
plantas control. Para estudiar con mas detalle el fenotipo de estas plantas, se seleccionaron
plantas homozigotas de dos de estas lineas, la 35S::PEAM4 ap1-1.3 y la 35S::PEAM4 ap1-

1.11 que son las que mostraron los fenotipos mas acusados en la T;.
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2.3.1. EFECTO DE LA EXPRESION CONSTITUTIVA DE PEAM4 EN EL TIEMPO DE
FLORACION DEL MUTANTE ap7-1 DE Arabidopsis

Para cuantificar el efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 sobre el fenotipo del
mutante ap7-1 se determind el tiempo de floracion de las plantas homozigotas T; de estas
dos lineas 35S::PEAM4 ap1-1 asi como, a efectos comparativos, de plantas ap7-1
transformadas con la construccion 35S::AP7; para ello se contabilizé el numero de hojas
producido por el tallo principal de plantas crecidas bajo condiciones de dia largo.

Un resumen de los resultados de la cuantificacion del tiempo de floracion se muestra en
la tabla 27. Como se puede observar, mientras que la produccion de hojas no esta alterada
en el mutante ap7-1 con respecto a las plantas silvestres del ecotipo Ler, las plantas
35S::PEAM4 ap1-1 florecen temprano, tras producir un numero total de hojas
significativamente inferior que las plantas ap7-71 crecidas bajo las mismas condiciones
(Figura 52A; Tabla 27). Esta reduccion del numero total de hojas observada en las lineas
transgénicas 35S::PEAM4 ap1-1 es el reflejo de una reduccion en la produccion de hojas de
roseta. Esta reduccion oscila entre un 40-50% con respecto a los controles ap7-7; valores
similares, en torno a un 40%, se encontraron para las plantas 35S::AP1 ap1-1. Sin embargo,
curiosamente, tanto las plantas 35S::PEAM4 ap1-1 como las plantas 35S::AP1 ap1-1
muestran un ligero aumento en la produccién de hojas de inflorescencia con respecto a los
controles ap7-1 con valores que rondan el 20%. Estos resultados sugieren que la expresion
constitutiva de PEAM4 genera un acortamiento en la duracién de la fase de roseta pero no
de la fase de inflorescencia temprana, donde incluso se ha observado que se produce un

cierto alargamiento.

2.3.2. EFECTO DE LA EXPRESION CONSTITUTIVA DE PEAM4 SOBRE LA
ARQUITECTURA DE LA INFLORESCENCIA DEL MUTANTE ap17-1 DE Arabidopsis

Ademas del fenotipo de adelanto de floracién mostrado por las plantas 35S::PEAM4 ap1-1,
éstas presentan también cambios en la estructura de la inflorescencia.

En el mutante ap7-1 (Figuras 52B y 54A), aquellos meristemos que en una planta
silvestre normalmente darian lugar a una flor individual producen una gama muy variada de
estructuras ramificadas. Las estructuras ramificadas que podemos encontrar mas
frecuentemente en las posiciones basales de la inflorescencia se describen a continuacion
(Figura 54B y C). Las tipicas flores de los mutantes ap7-1 son estructuras ramificadas
determinadas (Figura 54C, a) que se componen de una flor “primaria” central con flores

adicionales, que surgen en las axilas de los 6rganos del primer verticilo de la flor primaria y

180



181

Tabla 27. Efecto de la expresién constitutiva de PEAM4 en el fenotipo del mutante ap7-1 de Arabidopsis.

Hojas de Hojas de Hojas Hoja curvada Flores Grado de ramificacion Flores Pétalos
Genotipo n®  roseta® caulinares® totales R I° R+l Coflorescencias® Axilares" Flor 1’ Flor 2! Flor 3 terminales' (flores 1-5)"
Ler 15 54 +05 22+04 76+06 0 o 0 22+04 0 1 1 1 0 20 +0
ap1-1 10 56+05 22+04 78+ 07 0 o 0 71+£14 0 23+05 22+04 2 +0 0
358::AP1 ap1-1 14 31105 26+05 58+ 04 0 1 13 08+07 13 16+09 16+05 16+05 5 15 +49
35S::PEAM4 ap1-1.3" 18 34+05 26+05 6'0+05 0o 7 11 2’3+05 4 17+04 19+05 15405 6 8'9+26
35S8::PEAM4 ap1-1.11 17 3+0'3 26+ 05 56+05 0 1 6 25+05 2 174+05 16+£05 14+05 9 9'1+26

@n: nimero de plantas analizadas.

b Hojas de roseta: valores expresados como la media + desviacion estandar.

¢ Hojas caulinares: valores expresados como la media + desviacion estandar.

4 Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la roseta (R).

° Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la inflorescencia (1).

"Numero de plantas que presentan hoja curvada tanto en la roseta como en la inflorescencia (R + 1).

9 Estructuras inflorescentes que se desarrollan desde las axilas de las hojas de inflorescencia (Figura 54, posicién | y Il) o directamente del tallo principal (Figura 54).
" Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias (al menos una) sostenidas por una hoja de inflorescencia en el tallo principal.

' Grado de ramificacion de la 1° estructura determinada que se observa después de la Ultima coflorescencia®: valores expresados como la media + desviacion

estandar.

J Grado de ramificacion de la 22 estructura determinada que se observa después de la ultima coflorescencia®; valores expresados como la media + desviacion estandar.
K Grado de ramificacion de la 32 estructura determinada que se observa después de la tltima coflorescencia®: valores expresados como la media + desviacion estandar.

' Numero de plantas en las cuales el tallo principal acaba en una flor.
™ Numero de pétalos contados en las cinco primeras flores laterales del tallo inflorescente principal no sostenidas por hojas de inflorescencia.

" Lineas transgénicas independientes 35S::PEAM4 ap1-1 numeradas como 3y 11.
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que dan lugar a una estructura denominada de 2° orden (Figura 54C, b). A su vez, estas
flores secundarias pueden dar lugar también a la formacién de flores en las axilas de los
organos de su primer verticilo y asi sucesivamente formandose flores terciarias (de 3°
orden; Figura 54C, c) e incluso cuaternarias. En conjunto se forma una estructura ramificada
compleja, cuyo grado de ramificacién, orden, viene especificado por el tipo de flores que
forma. En este contexto una flor se define como la estructura similar a una flor que acaba en
un gineceo. Por ejemplo, si una flor primaria tiene una estructura como una flor en la axila de
cada uno de los érganos que ocupan el primer verticilo, el nUmero de flores por pedicelo
seria de cinco y la estructura resultante se define como de 2° orden.

A veces se pueden desarrollar inflorescencias ectdpicas directamente de los pedicelos de
estas “flores ap7-1”. Estas inflorescencias, que reciben el nombre de “inflorescencias
pedicelares”, surgen por debajo de los érganos del primer verticilo de las flores primarias de
las estructuras determinadas ramificadas (Figura 54B, a); ocasionalmente estas
inflorescencias, que normalmente no se hayan sustentadas por ningun érgano, surgen de
las axilas de unos 6rganos con apariencia de hojas caulinares.

El meristemo floral en si mismo se comporta muchas veces como un tipico meristemo de
inflorescencia produciendo un numero indeterminado de flores en filotaxis espiral. Este
meristemo inflorescente se denomina de segundo orden (siendo de primer orden el
meristemo inflorescente apical) y la inflorescencia que resulta se denomina de segundo
orden (Figura 54B, b). A veces, sobre éstas también se producen meristemos inflorescentes
de tercer orden y en consecuencia se generan inflorescencias de tercer orden (Figura 54B,
C).

Las posiciones mas apicales de la inflorescencia principal tienden a ser ocupadas por
flores individuales ap7-71 (que muestran defectos en la especificacion del primer y segundo
verticilo) sin ramificacion (de 1° orden) y se representan en la figura 54C, a.

En el mutante ap7-1 las coflorescencias que surgen de las axilas de las hojas caulinares
(Figura 54A, | y IlI) se desarrollan reiterando el patron de desarrollo de la inflorescencia
principal.

Como se ha indicado previamente, la mutacién ap7-1 causa transformaciones parciales de
las flores en inflorescencias. Con objeto de cuantificar el efecto de la expresion constitutiva
de PEAM4 sobre la arquitectura de la inflorescencia de las plantas ap7-1, se contabilizé el
numero total de estructuras inflorescentes (coflorescencias) presentes en la inflorescencia
principal (en las posiciones basales), sostenidas o no por hojas caulinares, cuyas posiciones
estan senaladas en el esquema de la figura 54A con numeros romanos. Como estructuras
inflorescentes no sostenidas por hojas caulinares, se consideraron las estructuras

mostradas en la figura 54B (b y c), donde el meristemo floral se comporta como un
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verdadero meristemo inflorescente indeterminado. También se incluyeron dentro de esta
categoria de coflorescencias las estructuras determinadas que incluyen inflorescencias
pedicelares de desarrollo indeterminado mostradas en la figura 54B (a). Los resultados de
los conteos realizados sobre plantas cultivadas en dia largo se resumen en la tabla 27 en la
columna de coflorescencias. Las lineas 35S::PEAM4 ap1-1.3 y 35S::PEAM4 ap1-1.11
muestran una importante reduccién del numero de coflorescencias presentes en la
inflorescencia principal, con respecto al mutante ap7-1. Esta reduccién en el nimero total de
coflorescencias es del orden de un 70% para la linea 35S::PEAM4 ap1-1.3 y de un 60%
para la linea 35S::PEAM4 ap1-1.11 y se puede explicar en base a dos observaciones. En
primer lugar, en estas dos lineas no se observé la presencia de estructuras inflorescentes de
ninguno de los tipos descritos previamente que no se hallaran sostenidas por hojas
caulinares (Figura 54A). En segundo lugar, en una fraccion de plantas de cada una de las
lineas, los meristemos que se desarrollan en las axilas de las hojas caulinares dieron lugar a
flores solitarias, que, por tanto, no se contabilizan dentro de la categoria de coflorescencias
(Figura 54A). Estas dos observaciones, nos permiten explicar que el numero medio de
coflorescencias sea inferior al valor medio de hojas caulinares. El descenso en el nimero
total de coflorescencias, aunque de una manera mas drastica, se observé también en la
linea 35S::AP1 ap1-1, donde la reduccién alcanzé un valor en torno al 90%, explicable
también de la misma manera que para las lineas 35S::PEAM4 ap1-1; en 35S::AP1 ap1-1 la
frecuencia de flores solitarias sostenidas por hojas caulinares es mas alta y por tanto la
reduccion en el valor del numero de coflorescencias es mayor (Figura 54A; Tabla 27).
También se quiso determinar el efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 sobre el orden
de ramificacion de las estructuras determinadas tipo “flores ap7-1” (Figura 54C), que se
desarrollan en la inflorescencia principal. Para ello, para cada una de las lineas analizadas,
se calculd el orden medio de ramificacion de la primera estructura determinada que se
desarrollé después de la ultima coflorescencia (sostenida o no por hoja caulinar) y a la que
se denominé “flor 1”; lo mismo para la segunda y tercera flor, a las que se denomin¢ “flor 2”
y “flor 3”. Estas posiciones vienen indicadas con numeros arabes en la figura 54A.

En general, se observé una reduccién en el orden de ramificacion de las estructuras
determinadas que se desarrollan en las lineas 35S::PEAM4 ap1-1 en las tres posiciones
analizadas con respecto al control ap7-1. Mientras que en las plantas ap7-1 el orden medio
de ramificacion de las “flores” 1-3 oscila entre 2°-3°" orden, en las plantas 35S::PEAM4 ap1-1
oscila entre 1°-2° orden. Esta reduccion también se observo en la linea 35S::AP1 ap1-1,
que muestra valores muy similares a los de las plantas ap7-7 que expresan
constitutivamente PEAMA4.
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Figura 54. Comparacion de las estructuras inflorescentes y florales presentes en las
posiciones basales de plantas de genotipo silvestre, del mutante ap7-1, y del mutante ap1-1
expresando constitutivamente PEAM4 o AP1.

(A) Representacion esquematica de la arquitectura de una planta silvestre, del mutante ap7-1, de
35S8::PEAM4 ap1-1y de 35S::AP1 ap1-1.
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am®» Hoja de roseta O Flor silvestre
& Hoja caulinar A2 Flor ap1-1
P 4 Meristemo inflorescente A2 Flor ap1-1 parcialmente restaurada

Flor axilar

Los numeros romanos marcan las posiciones de la inflorescencia principal que se hallan ocupadas
por coflorescencias, sustentadas o no por hojas caulinares. Los numeros arabes sefalan las
posiciones de la inflorescencia principal que se hallan ocupadas por estructuras florales. Las
inflorescencias que surgen de las axilas de las hojas caulinares tienen un patrén de desarrollo similar
al de la inflorescencia principal. La linea discontinua sefiala las posiciones en el mutante ap7-1 en las
que se desarrollan estructuras inflorescentes no sostenidas por hojas caulinares, cuyos tipos se
muestran en el panel B, o flores modificadas, cuyos tipos se muestran en C.
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(B) Representacion de los diferentes tipos de coflorescencias no sostenidas por hojas caulinares que
aparecen en el tallo principal del mutante ap7-1 (posiciones llI, IV, V...).

Inflorescencia Inflorescencia
de 2° orden de 2° orden
Inflorescencia Inflorescencia
pedicelar de 3erorden
a b c

(a) Inflorescencia pedicelar que se desarrolla en una estructura ramificada determinada. (b)
Inflorescencia de segundo orden (siendo de primer orden la inflorescencia principal), una estructura
que normalmente seria un meristemo floral se comporta como un meristemo inflorescente. (c)
Inflorescencia de segundo orden con una inflorescencia de tercer orden.

(C) Tipos de “flores ap1-1 “(estructuras ramificadas determinadas), ordenadas en funcién del grado
de ramificacion que muestran.

Flor 2ria
Flor 1ra
Flor 1ra
Flor 2ria
Flor 3ria
1€ orden 2° orden 3€f orden
a b c

(a) Flor ap7-1 de 1°" orden: flor sin ramificacion pero con los defectos especificos tipicos de las flores
ap1-1 en la especificacion de sépalos y pétalos. (b) Flor ap7-1 de 2° orden: flor primaria con flores
secundarias desarrolladas en las axilas de los 6rganos de su primer verticilo. (c) Las flores
secundarias desarrollan flores terciarias en las axilas de los 6rganos de su primer verticilo.

En una fraccion de las plantas 35S::PEAM4 ap1-1 analizadas el meristemo de
inflorescencia del tallo principal, que en una planta control ap7-1 presentan un crecimiento
indeterminado, se determina prematuramente y tras producir algunas coflorescencias y
“flores”, da lugar a una flor terminal (Tabla 27). Este mismo fenomeno de determinacion del

meristemo apical del tallo se ha observado también en la linea 35S::AP1 ap1-1, donde la
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frecuencia de aparicion de estas estructuras terminales es ligeramente superior que en las
plantas 35S::PEAM4 ap1-1. Las flores terminales de estas plantas suelen consistir en una
estructura carpeloide.

Tal y como se mencioné anteriormente, se observo que en las plantas 35S::PEAM4 ap1-1
ocasionalmente los meristemos laterales que se desarrollan en las axilas de las hojas
caulinares, que normalmente en las plantas ap7-1 producirian coflorescencias, son
reemplazados por flores solitarias (Figuras 52E y 54A; Tabla 27). Estas flores axilares se
presentan como flores individuales sin ramificacion, flor de 1*" orden (Figura 54C, a), o como
las tipicas estructuras determinadas ramificadas “flores ap7-7” con grado de ramificacion de
2° orden (Figura 54C, b). En la linea 35S::AP1 ap1-1, también se han observado este tipo de
estructuras, y la frecuencia de plantas en las que aparecen se incrementa
considerablemente; en esta linea es ademas muy frecuente la apariciéon de varias de estas
flores en cada planta, en concordancia con la drastica reduccion en el numero de
coflorescencias (Tabla 27).

Otra de las caracteristicas fenotipicas mostradas por las plantas 35S::PEAM4 ap1-1 es la
curvatura (hacia el haz) en alguna de sus hojas (Tabla 27). Este fenotipo se ha observado
en todas las lineas analizadas en este trabajo, si bien algunas plantas sélo muestran
curvatura en las hojas caulinares, mientras que en otras se ha identificado la presencia
simultanea de hojas curvadas de roseta y de inflorescencia en la misma planta. Entre las
hojas caulinares, la curvatura se ha observado tanto en aquellas en cuya axila se
desarrollan coflorescencias, como en las que sostienen flores solitarias, siendo mas

frecuentes en estas ultimas.

2.3.3. EFECTO DE LA EXPRESION CONSTITUTIVA DE PEAM4 SOBRE EL FENOTIPO
FLORAL DEL MUTANTE ap17-1 DE Arabidopsis

Otro de los efectos de la mutacién ap7-1, es sobre la especificacion de los érganos florales,
afectando al desarrollo de los sépalos y de los pétalos. En las flores ap7-1 el segundo
verticilo esta ausente y los dérganos que aparecen en el primer verticilo tienen unas
caracteristicas que lo hacen mas similares a bracteas que a sépalos. En algunas de las
flores presentes en la plantas de las lineas 35S::PEAM4 ap1-1 el verticilo de sépalos se
hallaba parcial o completamente restaurado (Figuras 52E y 54A). Con el objeto de
cuantificar el efecto de la expresién ectdpica de PEAM4 en el rescate del segundo verticilo
de las plantas ap7-1, se contabilizé el nUmero de pétalos producidos en las cinco primeras
flores de la inflorescencia principal no sostenidas por hoja caulinar. Mientras que en las

plantas ap7-1 no se detectaron pétalos en ninguna de las flores de las posiciones
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analizadas, éstos se observaron con relativa frecuencia entre las plantas homozigotas de las
lineas 35S::PEAM4 ap1-1.3 y 35S::PEAM4 ap1-1.11 (Tabla 27). En estas plantas se podian
encontrar flores que habian recuperado un nuimero variable de pétalos, que podia oscilar
desde solamente uno, hasta flores completamente restauradas mostrando cuatro pétalos
normales; las flores parcialmente rescatadas eran, sin embargo, mas frecuentes. Aunque la
recuperacién de oérganos del segundo verticilo fue evidente, tal como lo reflejan los
resultados del analisis cuantitativo, esta recuperacién era menor que la observada en las
plantas 35S::AP1 ap1-1.

Aunque nosotros no observamos la presencia de pétalos en ninguna de las flores del
mutante ap7-1 analizadas, tal y como ya se ha descrito previamente para este mutante
(Bowman et al., 1993), en posiciones muy apicales del tallo de inflorescencia
ocasionalmente aparece alguna flor con algun pétalo.

Se observo también que en las flores 35S::PEAM4 ap1-1 que exhiben un mayor grado de
recuperacion de pétalos, la apariencia de los 6rganos del primer verticilo es mas parecida a
verdaderos sépalos que a la de los érganos bracteoides normalmente presentes en
posiciones equivalentes de las flores ap7-1 (Figura 52E y F). Mientras que en las flores ap7-1
los organos del primer verticilo presentan una morfologia alargada y puntiaguda, intermedia
entre sépalo y hoja, con estipulas en los margenes laterales y sin un peciolo definido, los
organos del primer verticilo de las flores restauradas de las plantas 35S::PEAM4 ap1-1, son
mas cortos, con forma céncava, donde la regién distal tiende a ser redondeada en lugar de
puntiaguda y no presentan estipulas, caracteristicas que en conjunto recuerdan mas a un

sépalo que a la “bractea” tipica del primer verticilo de las “flores ap71-1”.
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3. ANALISIS FUNCIONAL DE PEAM6 MEDIANTE SU EXPRESION CONSTITUTIVA EN
SISTEMAS TRANSGENICOS HETEROLOGOS

Estudios previos a este trabajo llevados a cabo en nuestro laboratorio (Ferrandiz, 1996),
mostraron que PEAM6 (Pea MADS 6) es un gen de la familia MADS de guisante que
presenta homologia de secuencia con los genes SEPALLATA1 (SEP1) y SEPALLATA2
(SEP2) de Arabidopsis (previamente denominados AGL2 y AGL4, Ma et al., 1991). Varias
evidencias experimentales sugieren una posible correlacion del gen PEAM6 con la
mutacién recesiva vegetative1 (veg1; Gottschalk, 1979; Reid y Murfet, 1984); las plantas
homozigotas para dicha mutacion nunca florecen, bajo ninguna de las condiciones
testadas, y en ellas todas las inflorescencias laterales se hallan reemplazadas por ramas
vegetativas. PEAM6 se localiza al final del cromosoma 5, estrechamente ligado al gen
VEG1 y, ademas, PEAM6 esta deleccionado del genoma del mutante veg7. El estudio de
expresion de PEAMG6 (Ferrandiz, 1996; Navarro, 2001) mostré que PEAMG6 es especifico
de meristemos florales, no detectandose expresion del mismo en 6rganos vegetativos ni
en meristemos inflorescentes. Su mensajero se detecta uniformemente en los meristemos
florales desde el comienzo de su formacion y posteriormente su expresion se detecta de
manera uniforme en todos los érganos florales en desarrollo. La expresion de PEAM6
disminuye gradualmente en los primordios de sépalos a partir del estadio 4 y en flores
maduras su expresion se detecta en pétalos, filamentos de estambres y carpelo,
acumulandose principalmente en los évulos.

La correlacion entre la mutacién veg? y el gen PEAMG6, asi como la expresion
especifica y temprana de este gen en los meristemos florales, resulta coherente con la
hipétesis de un papel de este gen en la iniciacion floral de guisante. Para testar esta
hipotesis, en este trabajo se ha utilizado la expresién de PEAM6 en sistemas transgeénicos
heterdlogos (Arabidopsis y tabaco) como herramienta para el estudio de su funcion.

Para ello, un cDNA de PEAM6 de 1162 pb, que contiene toda la regién codificante, se
cloné como una fusion transcripcional al promotor 2x35S CaMV (Benfey et al., 1990) en el

vector binario de expresion en plantas pBinJIT60.
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3.1 ANALISIS FUNCIONAL DE PEAM6 EN PLANTAS TRANSGENICAS DE Arabidopsis

thaliana

3.1.1. CARACTERIZACION DE LAS LINEAS TRANSGENICAS DE Arabidopsis,
ECOTIPO Columbia, 35S::PEAM6

Como resultado de la transformacién de plantas de Arabidopsis del ecotipo Columbia (Col)
con la construccién 35S::PEAM6 se obtuvieron 49 plantas transgénicas independientes
resistentes a kanamicina; siete de ellas mostraron un fenotipo alterado, con adelanto del
tiempo de floracion y conversion de algunas inflorescencias en flores, mientras que el resto
no mostraron diferencias con respecto al fenotipo de las plantas control.

Con el fin de determinar el nimero de /oci en el que se habia producido la insercién del T-
DNA se llevé a cabo un analisis de segregacion de varias de estas lineas transgénicas,
mediante la siembra de su progenie T, en medio de seleccion con kanamicina. Se
sembraron semillas procedentes de plantas control (sin transformar) y de las distintas

plantas transgénicas. Los resultados de dicho andlisis se muestran en la tabla 28.

Tabla 28. Distribucion de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de Arabidopsis,
ecotipo Col, T, 35S::PEAMSG.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de

semillas + - Relacién Segregacién Valor Significacion n°
Linea analizadas (T) (R) (S) SIT R:S X2 (P) copias
T-1 25 19 6 1°0/4 3:1 0’093 0’76 1
T-3 24 19 5 0'8/4 3:1 0’389 0’53 1
T-4 24 18 6 1°0/4 3:1 0’056 0’81 1
T-6 26 19 7 1'1/4 3:1 0’051 082 1
T-7% 17 16 1 0'9/16 15:1 0’337 0’56 2
T-8 24 17 7 1°2/4 3:1 0’167 0’68 1
T-9 28 28 0 >2
T-10% 42 31 11 1'1/4 3:1 0’032 0'86 1
T-12 25 24 1 0'6/16 15:1 0’761 0’38 2
T-13 25 19 6 1°0/4 3:1 0’093 0’76 1
T-15 20 20 0 >2
T-17 24 24 0 >2
T-18% 24 23 1 0'7/16 15:1 0’667 0’41 2
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Tabla 28 (continuacién). Distribucion de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de

Arabidopsis, ecotipo Col, T, 35S::PEAM6.

n°total de  Resistencia a Kan Nivel de
semillas + - Relacién Segregacién Valor Significacion n°

Linea analizadas (T) (R) (S) SIT R:S . (P) copias
T-20 41 29 12 1°2/4 3:1 0317 0’57 1
T-22 41 28 13 1'3/4 3:1 0’837 0’36 1
T-24 24 16 8 1'3/4 3:1 0722 040 1
T-25 23 18 5 0'9/4 3:1 0’154 0’69 1
T-26 26 20 6 0'9/4 3:1 0167 0’68 1
T-27 24 18 6 1°0/4 3:1 0’056 081 1
T-28 25 16 9 14/4 3:1 1'373 024 1
T-33 25 19 6 1°0/4 3:1 0093 076 1
T-35% 40 29 11 1'1/4 3:1 0’100 075 1
T-36 25 24 1 0'6/16 15:1 0’767 0’38 2
T-37 28 28 0 >2
T-39 24 19 5 0'8/4 3:1 0'389 0’53 1
T-42 23 18 5 0'9/4 3:1 0275 0’60 1
T-43 27 19 8 1°2/4 3:1 0235 0’63 1
T-44x% 42 30 12 1'1/4 3:1 0222 0’64 1
T-45 25 18 7 1'1/4 3:1 0101 075 1
T-47 26 21 5 0'8/4 3:1 0’667 0’41 1
T-48 24 19 5 0'8/4 3:1 0°389 053 1
T-49 41 28 13 1'3/4 3:1 0’837 0’36 1
T-50 24 18 6 1°0/4 3:1 0’056 0’81 1
T-52 41 28 13 1'3/4 3:1 0’837 0’36 1
T-53+ 40 29 11 1'1/4 3:1 0’100 075 1
Control 24 0 24 0

Las lineas que mostraban alteracciones fenotipicas se indican con un asterisco.

La segregacion obtenida en la mayor parte de las lineas se ajusta a una relacion 3:1

(resistentes:sensibles), que se corresponde con la esperada para la insercion del T-DNA en

un unico locus. Para las lineas T-7, T-12, T-18 y T-36 los datos de segregacion (15:1)

sugieren que se han producido inserciones del transgén en dos /oci distintos. Para las lineas

T-9, T-15, T-17, T-37 los datos de segregacién sugieren que se han producido inserciones

del transgén en dos 0 mas loci distintos.
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Con objeto de conocer los niveles de expresion del transgén PEAM6 en las distintas
lineas de Arabidopsis 35S::PEAM6, se seleccionaron varias de estas lineas, con y sin
alteraciones fenotipicas, y se realizdé un analisis Northern; el resultado de ese analisis se

muestran en la figura 55.

pBinJIT
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Figura 55. Analisis Northern de la expresion del transgén PEAM6 en plantas de Arabidopsis,
del ecotipo Col, control y transformadas con la construccion 35S::PEAM6. Linea control pBinJIT
transformada con el vector sin inserto; lineas transgénicas 35S::PEAM6 (T-10 a T-53). En cada uno
de los pocillos se cargd 12 ug de RNA total extraido de una mezcla de hojas vegetativas jovenes. En
la hibridacion se utilizé como sonda un fragmento Xhol-EcoRI (346 pb) del extremo 3’ del cDNA de
PEAMS. En la parte inferior se muestra el control de carga de RNA ribosémico. El asterisco sefiala las
lineas que presentan alteraciones fenotipicas.

El andlisis Northern mostr6 que PEAM6 se expresaba en todas las lineas transgeénicas
35S::PEAMSG6 con fenotipo alterado, de manera variable, aunque a un nivel relativamente alto
en todos los casos. Las lineas donde no se detectd expresion del transgén no mostraban
alteraciones fenotipicas.

Debido a la escasa frecuencia observada de plantas con fenotipo alterado entre las
transgénicas T4 35S::PEAMG6 Col (s6lo siete de la 49 plantas transgénicas independientes),
se estudio el nivel de expresion del transgén PEAM6 mediante analisis Northern en otras
once lineas transgénicas que mostraban fenotipo silvestre para comprobar si la ausencia de
alteraciones fenotipicas en estas plantas se correlacionaba con la no expresion del transgén
en estas lineas. Como control positivo de la hibridacion se uso la linea T-18, que mostré una
alta expresion del transgén en el analisis Northern mostrado en la figura 55. El resultado de

este experimento se muestra en la figura 56.
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Figura 56. Analisis Northern de la expresiéon del transgén PEAM6 en plantas de T, 35S::PEAM6
Col de fenotipo silvestre. Linea control pBinJIT transformada con el vector sin inserto; linea
transgénica 35S::PEAM6 de fenotipo alterado (T-18); lineas transgénicas 35S::PEAM6 de fenotipo
silvestre (T-1 a T-49). En cada uno de los pocillos se cargé 12 ug de RNA total extraido de una
mezcla de hojas vegetativas jovenes. En la hibridaciéon se utilizé como sonda un fragmento Xhol-
EcoRI (346 pb) del extremo 3’ del cDNA de PEAMBS. En la parte inferior se muestra el control de carga
de RNA ribos6mico.

El analisis Northern mostré que el gen PEAM6 se expresaba constitutivamente solo en
cuatro de las once lineas de fenotipo silvestre analizadas; ademas, excepto en la linea T-9,
que presentaba un alto nivel de expresion del transgén, comparable al de la linea con
fenotipo alterado T-18, el nivel de expresiéon del transgén era notablemente inferior al

mostrado por las lineas con alteraciones fenotipicas.

3.1.1.1. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM6 en el tiempo de floracién de

plantas de Arabidopsis del ecotipo Col

Como se comentd anteriormente, soélo siete de las 49 plantas transgénicas primarias
35S::PEAM6 mostraron un fenotipo distinto al silvestre; estas plantas mostraron un claro
fenotipo de adelanto del tiempo de floracién (Figura 57). Nosotros llevamos a cabo la
caracterizacion fenotipica de cuatro de estas lineas 35S::PEAM6, T-10, T-35, T-44 y T-53,
en las que el transgén se habia insertado en un unico locus. Las lineas T-7 y la T-40, que
mostraron los fenotipos mas extremos, no fueron incluidas en este trabajo de caracterizacion
detallada ya que en la linea T-7 el transgén se habia insertado en dos /oci diferentes, y de la

linea 40, extremadamente temprana, apenas se recuperaron semillas.
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Figura 57. Adelanto de floracion en las plantas de Arabidopsis, ecotipo Col, transformadas con
la construccién 35S::PEAM6. (A) Planta T, 35S::PEAM6.40, con fenotipo extremo de adelanto de
floracion y conversion del meristemo apical de la inflorescencia principal y de algunas coflorescencias
en flores. (B) Planta T4 35S::PEAMG6.7 de fenotipo muy severo de adelanto de floraciéon y conversion
del meristemo apical de la inflorescencia principal y de algunas coflorescencias en flores. Las ramas
secundarias siguen un patron de crecimiento similar al de la inflorescencia principal. (C) Plantas
homozigotas de la linea control pBinJIT y de la linea transgénica 35S::PEAM6.35, de 21 dias de
edad, cultivadas bajo condiciones de dia largo. Mientras que las plantas transgénicas han florecido
tras producir entre 6-8 hojas, las plantas control continian produciendo hojas de roseta y todavia no
han florecido. (D) Plantas homozigotas de la linea control pBinJIT y de la linea transgénica
35S::PEAMG6.35, de 6 semanas de edad cultivadas bajo condiciones de dia corto.

Para determinar el efecto de la expresion constitutiva de PEAM6 sobre el fenotipo de
plantas de Arabidopsis del ecotipo Col, se sembré la progenie (T3) de plantas hemizigotas
de cada una de estas lineas. Se estimo6 el tiempo de floracion mediante el conteo del
numero de hojas producido por el tallo principal de plantas cultivadas en dia largo.
Posteriormente, el genotipo de cada planta respecto al transgén se determiné analizando la

segregacion de la resistencia a kanamicina en sus respectivas progenies. En la figura 58 se

194



Resultados

muestra la distribucion de plantas de las distintas lineas transgénicas, homozigotas vy
hemizigotas, en funciéon del numero de hojas producido.

Mientras que las plantas control florecieron tras producir entre 13-16 hojas, las plantas
homozigotas y hemizigotas de las lineas T-35 y T-53 lo hicieron tras producir un numero
inferior de hojas que los controles, siendo éste menor en las plantas homozigotas que en las
hemizigotas. En las lineas T-10 y T-44 las plantas hemizigotas florecieron también con un
numero inferior de hojas que los controles, mostrando ademas un mayor adelanto de
floracién que el mostrado por las plantas hemizigotas de las lineas T-35 y T-53; sin
embargo, a diferencia de las lineas anteriores, las plantas homozigotas T-10 y T-44
florecieron con un numero de hojas significativamente superior al de sus correspondientes
hemizigotas y proximo al de las plantas control, aunque todavia mostraron un ligero adelanto
de la floracion.

Los datos de tiempo de floracion de las lineas T-10 y T-44 en el experimento anterior
indicaron fendmenos de silenciamiento génico en las transgénicas 35S::PEAM6. Por esta
razon, el analisis del efecto de la expresidn constitutiva de PEAM6 se extendié también a la
progenie T, de plantas hemizigotas de las lineas T-10 y T-44, asi como de plantas
homozigotas de las lineas T-35 y T-53; el estudio se llevé a cabo tanto bajo condiciones de
dia largo como de dia corto. Un resumen de la caracterizacion fenotipica de estas plantas se
muestra en las tablas 29 y 30, respectivamente.

Se observé que en la generacién T, las plantas homozigotas de las lineas T-35y T-53 y
las hemizigotas de la T-10 y T-44 florecian tempranamente, tanto bajo condiciones de dia
largo como de dia corto, tras producir un numero inferior de hojas que los controles (Figura
57C y D; Tablas 29 y 30).

Mientras que, bajo condiciones de dia largo, el adelanto mostrado por las plantas
homozigotas de las lineas de fenotipo severo T-53 y T-35 se mantuvo constante en las
generaciones T3 y T4, en las lineas T-10 y T-44 se observo un ligero incremento en el
numero de hojas en las plantas de la poblacion T, con respecto a la poblacidn T3, tanto en
las plantas homozigotas como hemizigotas de estas dos lineas, de manera que, en la
generaciéon T, las plantas homozigotas se comportaban practicamente como los controles,
principalmente la linea 44 (Figura 58; Tabla 29).

Aunque en este trabajo no hemos llevado a cabo un estudio detallado del tiempo de
floracién medido como el tiempo que tarda en elongar el tallo principal o en abrirse la
primera flor, se pudo estimar que, mientras que las plantas control florecen
aproximadamente a las cuatro semanas desde su siembra en tierra bajo condiciones de dia
largo, las plantas homozigotas de la linea 35S::PEAM6.35 que mostraron el mayor adelanto

florecieron después de tan solo 16 dias (Figura 57C). Bajo condiciones de dia corto la
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floracion se produce en los controles aproximadamente unas 12-13 semanas después de su
siembra, mientras que las plantas 35S::PEAMG6.35 florecen a las 4-5 semanas (Figura 57D).
La reduccién en el numero de hojas con respecto al de las plantas control observado
entre las lineas 35S::PEAM6 es menor en dia largo que en dia corto en todas las lineas
analizadas; asi, por ejemplo, en la linea T-53, la reduccion del numero de hojas con
respecto a los controles es del 50% en dia largo y del 80% en dia corto. Se pudo observar
también que en dia largo el adelanto en el tiempo de floraciéon se debe principalmente a la
reduccién en el numero de hojas de roseta mientras que en dia corto parece ser el resultado

de una reduccién conjunta en el numero de hojas de roseta y de las caulinares.

3.1.1.2. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM6 sobre la arquitectura de plantas

de Arabidopsis del ecotipo Col

Ademas del fenotipo de adelanto de floracién mostrado por las lineas 35S::PEAMG6, éstas
también mostraron cambios en la arquitectura de la inflorescencia. En una fraccién de las
plantas 35S::PEAMG6 con floracién temprana, el meristemo apical del tallo, que normalmente
se comporta todo el tiempo como un meristemo inflorescente, siguiendo un patrén de
crecimiento indeterminado (Figura 59A y C), se determina prematuramente,
transformandose en un meristemo floral y dando lugar a la formaciéon de una flor terminal
(Figura 59D, Hy I; Tablas 29 y 30). En las lineas de fenotipo mas severo sélo se producen 1
6 2 flores no sostenidas por hoja caulinar antes de la formacion de la estructura terminal
(Figura 59D). La formacién de flores terminales por el tallo principal, en plantas cultivadas
bajo condiciones de dia largo, se produjo con una frecuencia relativamente alta entre las
lineas transgénicas 35S::PEAMS6, siendo del 33% para la linea 35S::PEAM6.10, del 81% en
la linea 35S::PEAM6.35, del 70% en la linea 35S::PEAM6.53, y nula en la linea
35S::PEAMG6.44 (Tabla 29). No se han observado flores terminales en plantas crecidas bajo
condiciones de dia corto de ninguna de las lineas analizadas (Tabla 30). Ocasionalmente,
en las plantas de fenotipo mas severo, cultivadas bajo condiciones de dia largo, se ha
podido observar la presencia de flores terminales en algunas de las coflorescencias asi

como en algunas inflorescencias secundarias.

Figura 58. Distribucion de plantas T; de varias lineas transgénicas 35S::PEAM6, homozigotas y
hemizigotas, cultivadas bajo condiciones de dia largo, en funcién del nimero de hojas. En la
parte izquierda, en color azul, y en la derecha, en color naranja, se muestran, respectivamente, las
distribuciones de plantas hemizigotas y homozigotas de las distintas lineas control y transformadas
con la construccion 35S::PEAM6. En cada gréfica se indica el niumero medio de hojas para cada
poblacién.
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Tabla 29. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM6 en el fenotipo de Arabidopsis, ecotipo Columbia, en plantas T, crecidas bajo
condiciones de dia largo (DL).

Hojas de Hojas Hojas Flores Flores Flores Hoja curvada
Linea Genotipo n° roseta® caulinares® totales terminales® axilares® axilares’ R? I" R+l
pBinJIT60 (control)j Hm 26 11711 26+ 05 14’3 + 11 0 0 0 0 O 0
35S::PEAM6.10" Hz 40 63+14 27+05 89+14 13 3 30 0 14 10
Hm 17 112+ 22 24+ 05 136 +£2°3 0 0 0 2 2 0
35S::PEAM6.35 Hm 72 39107 29+06 6'8+09 58 66 20 8 1 60
35S::PEAM6.44 Hz 23 60+08 21+0%5 81+09 0 7 17 2 15 4
Hm 8 11’8+ 14 26+ 05 14’4+ 1'8 0 0 0 0O O 0
35S::PEAM6.53 Hm 104 40+07 25+ 05 6'5+£07 72 76 14 8 1 95

#n: numero de plantas analizadas.
b Hojas de roseta: valores expresados como la media + desviacion estandar.
¢ HOJaS caulinares: valores expresados como la media + desviacién estandar.
4 Numero de plantas en las cuales el tallo principal acaba en una flor.
° Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en el tallo principal.
"Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en coflorescencias.
9 Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la roseta (R).
" Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la inflorescencia (1).
'Numero de plantas que presentan hoja curvada tanto en la roseta como en la inflorescencia (R + I).
j EI control es una linea transgénica homozigota para el vector pBinJIT60 sin inserto 35S::PEAM6.
¥ Lineas transgénicas independientes 35S::PEAMG6 numeradas 10, 35, 44 y 53.
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Tabla 30. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM6 en el fenotipo de Arabidopsis, ecotipo Columbia, en plantas T, crecidas bajo
condiciones de dia corto (DC).

Hojas de Hojas Hojas Flores Flores Flores Hoja curvada
Linea Genotipo n°  roseta’ caulinares® totales  terminales® axilares® axilares’ R? I" R+l
pBinJIT60 (control)j Hm 28 756+60 8817 84’7 +6'9 0 0 0 0 O
35S::PEAM6.10" Hz 61 126 +3'3 35+13 16’1 £ 3’5 0 0 0 0 O 0
Hm 20 793+ 5'1 84+£14 876 +54 0 0 0 0 O 0
35S::PEAM6.35 Hm 30 81+15 4'3+£08 12’5+ 21 0 3 20 1 0 23
35S::PEAM6.44 Hz 41 130+ 44 35+ 14 170+ 49 0 0 7 0 O 7
Hm 14 754+5%6 6'9+12 825+5'3 0 0 0 0 0 O
35S::PEAM®6.53 Hm 48 103+ 16 4'7+09 150+ 2°2 0 2 8 0 15 13

#n: numero de plantas analizadas.
b Hojas de roseta: valores expresados como la media + desviacion estandar.
¢ HOJaS caulinares: valores expresados como la media + desviacién estandar.
4 Numero de plantas en las cuales el tallo principal acaba en una flor.
° Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en el tallo principal.
"Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en coflorescencias.
9 Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la roseta (R).
" Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la inflorescencia (1).
"Numero de plantas que presentan hoja curvada tanto en la roseta como en la inflorescencia (R + I).
JEI control es una linea transgénica homozigota para el vector pBinJIT60 sin inserto 35S::PEAM6.
¥ Lineas transgénicas independientes 35S::PEAM6 numeradas 10, 35, 44 y 53.
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La apariencia de las estructuras terminales varia entre las plantas 35S::PEAMG.
Frecuentemente, estas estructuras estan poco alteradas y aparecen simplemente como una
fusion de varias flores al final del tallo principal; en estas flores poco alteradas se observa
una reduccién generalizada del numero de 6rganos florales, que no muestran alteraciones
morfoldgicas, y, en general, estan formadas por dos o tres carpelos ocupando el centro de la
flor, un nimero variable de estambres y rodeando a estos ultimos se disponen los sépalos y
pétalos (Figura 59H).

Una cierta fraccion de las flores terminales 35S::PEAM6 mostraban, sin embargo,
alteraciones mas dramaticas, consistentes en la presencia de 6rganos florales malformados
y con cambios en su identidad (Figuras 59l y 60). El fenotipo de estas flores terminales mas
alteradas se analizé con detalle mediante microscopia electrénica de barrido (Figura 60), lo
que permitioé observar que las transformaciones homeoticas afectaban al primero, segundo y
tercer verticilo. En estas flores, al igual que en las menos alteradas, se produce la pérdida
de la disposicion verticilada de los distintos 6rganos florales.

Los érganos del primer verticilo frecuentemente aparecen parcialmente fusionados
(Figura 60D) y muestran caracteristicas propias de carpelo, tales como la formacion de
papilas estigmaticas, en sus margenes y en su zona distal, y la diferenciacién de évulos,

también en sus margenes (Figura 60C). En los 6rganos del segundo verticilo de estas flores

Figura 59. Fenotipo de las plantas transgénicas de Arabidopsis, ecotipo Col, transformadas
con la construccion 35S::PEAMG. (A) Planta de la linea control. (B) Roseta de una planta control.
(C) Estructura de la regién apical del tallo de una planta control mostrando el apice inflorescente de
crecimiento indeterminado y un tallo inflorescente lateral (coflorescencia) que se desarrolla en la axila
de una hoja caulinar. (D) Planta de la linea 35S::PEAM6.35 mostrando la determinacion del
meristemo apical y la formacion de una flor axilar (punta de flecha). (E) Roseta de una planta
35S::PEAM6.35 mostrando curvatura hacia el haz en dos de sus hojas. (F) Detalle de una hoja
caulinar curvada, sustentando una flor solitaria en el tallo principal de una planta 35S::PEAM6.53. Se
aprecia la formacion de dos pétalos extra en esta flor. (G) Detalle de una hoja caulinar curvada,
sustentando una flor solitaria en el tallo principal de una planta 35S::PEAM6.10. Se aprecia la
formacion de un pétalo extra en esta flor. La flecha indica la presencia de un 6rgano filiforme de
caracter carpeloide. (H) Estructura terminal poco alterada, de una planta 35S::PEAM6.10; en este
caso, la estructura terminal se compone de tres carpelos y un numero reducido de érganos florales; el
asterisco sefala un estambre cuya antera, alargada, presenta caracteristicas carpeloides. (l)
Estructura terminal producida por una planta 35S::PEAM6.53; en este caso, en la estructura terminal
se distinguen dos carpelos y un numero reducido de estambres, pétalos y sépalos, éstos ultimos se
hallan ligeramente curvados y fusionados entre si; en la base de esta estructura terminal se
distinguen dos estructuras carpeloides que se encuentran enrolladas sobre si mismas (flecha).
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se han observado dos tipos de transformaciones homedticas. La mas frecuente es la
transformacion parcial de los pétalos hacia tejido de estambre, que se detecta por la
presencia de plegamientos en la zona distal, que recuerdan el desarrollo parcial de los
I6culos de una antera, asi como por el estrechamiento de estos 6rganos en su base (Figura
60A y B), aunque esto ultimo sélo se observa en los 6rganos mas transformados.
Ocasionalmente, algunos pétalos desarrollan papilas estigmaticas en la zona distal (Figura
60B y E). En el tercer verticilo, las anteras modificadas se muestran como estructuras
alargadas, en cuya zona distal se diferencian papilas estigmaticas (Figuras 59H y 60F); los
filamentos no parecen sufrir alteraciones. Los carpelos aparecen generalmente en el centro
de la estructura terminal mostrandose con frecuencia como 6rganos hipertrofiados,
probablemente como resultado de la fusién de varios de ellos, que se curvan hacia la base y
que ocupan gran parte de la estructura, (Figura 60A); a veces estos érganos aparecen

completamente abiertos, mostrando los 6vulos a lo largo de su superficie (Figura 60B).

Figura 60. Fenotipos de estructuras terminales de plantas transgénicas de Arabidopsis
35S::PEAM6, ecotipo Col, observados mediante microscopia electrénica de barrido. (A)
Estructura terminal producida por una planta 35S::PEAM6.35 mostrando diferentes alteraciones
homeodticas en sus oérganos florales; se puede distinguir la formacion de un carpelo hipertrofiado
ocupando el centro de la flor (flecha negra); los sépalos presentan papilas estigmaticas en sus
margenes y en la zona distal (punta de flecha); los pétalos muestran transformaciéon parcial a
estambre puesta de manifiesto por la diferenciacién de unos pliegues en la zona superior y que
recuerdan el desarrollo parcial de los I6culos de una antera (flecha blanca). La ultima flor producida
antes de la estructura terminal también muestra alteraciones homedticas en el primer verticilo, con la
formacién de papilas estigmaticas en su zona distal (asterisco). (B) Estructura terminal producida por
una planta 35S::PEAM6.53 mostrando diferentes alteraciones homeéticas en sus érganos florales; en
este caso, en el centro de la estructura se distinguen dos carpelos completamente abiertos y
mostrando los 6vulos (flecha negra). Se aprecia la formacién de papilas estigmaticas en los sépalos.
La flecha blanca sefiala un pétalo parcialmente transformado en estambre. La ultima flor producida
antes de la estructura terminal también muestra alteraciones homedticas en el primer y segundo
verticilo, con la formacién de papilas estigmaticas en la zona distal de estos 6rganos; la punta de
flecha blanca sefala las papilas estigmaticas en el pétalo. Esta ultima flor se halla sustentada por una
hoja caulinar que presenta papilas estigmaticas en sus margenes (punta de flecha negra). (C) Sépalo
de una flor, previa a la estructura terminal, de una planta 35S::PEAM6.53 mostrando la diferenciacion
de papilas estigmaticas en la zona distal y en sus margenes. El asterisco sefiala la presencia de
Ovulos en el margen de este 6rgano. (D) Detalle de la zona de unién de dos sépalos en el primer
verticilo de la estructura terminal de una planta 35S::PEAM6.53. La flecha senala la formacién de
papilas estigmaticas en esta zona. (E) Detalle de las papilas estigmaticas desarrolladas en la zona
distal de un pétalo de una flor terminal de una planta 35S::PEAM6.35. (F) Antera de una flor terminal
358::PEAM6.53 parcialmente transformada, mostrando la diferenciacion de papilas estigmaticas en
su zona distal. Las barras verticales representan: 250 uymen A, ByCy 50 umenD,EyF.
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También se han podido observar transformaciones homedticas en la ultima flor formada
antes de la estructura terminal. En estas flores las alteraciones afectan principalmente a los
verticilos uno y dos; en ambos casos las transformaciones son hacia tejido carpeloide y
consisten en la presencia de papilas estigmaticas (Figura 60A y B). Con frecuencia, estas
flores aparecen sustentadas por una hoja caulinar que presenta el mismo tipo de
alteraciones y en la que se pueden apreciar la formacién de papilas estigmaticas en sus
margenes y zona distal (Figura 60B). También se ha observado la formacion de estructuras
filiformes de naturaleza carpeloide en la zona de union de la hoja caulinar al pedunculo floral

(Figura 59G), o de éste al tallo principal.
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En las plantas 35S::PEAM6 se ha observado que algunos de los meristemos laterales
que se desarrollan en las axilas de las hojas caulinares, que normalmente producen tallos
de inflorescencia (Figura 59A y C), dan lugar a flores solitarias (Figura 59D, F y G). Estas
flores no muestran alteraciones homedticas, aunque se ha observado que un gran niumero
de ellas ve incrementado el nimero de 6rganos del segundo verticilo desde cuatro a cinco o
seis. En ocasiones se ha podido observar la presencia de estructuras carpeloides que
surgen del pedunculo que sostiene estas flores axilares, generalmente en la zona de unién
con la hoja caulinar (Figura 59G). En las plantas de fenotipo mas severo (T-53 y T-35) la
formacion de flores axilares se ha observado en inflorescencias principales y en
coflorescencias tanto de plantas cultivadas bajo condiciones de dia largo como de dia corto
(Tablas 29 y 30). No obstante, en dia corto se ha observado una fuerte reduccion en el
numero de plantas que producen flores axilares en la inflorescencia principal, pasando del
92% en dia largo a solo el 10% en dia corto en la linea T-35 y del 73% al 4 % en la linea T-
53. En las plantas hemizigotas de la linea T-44, de fenotipo mas atenuado que las T-35 y la
T-53, bajo condiciones de dia corto sélo se observo la formacion de flores axilares en las
coflorescencias y en la linea T-10 no se observé ninguna en esas condiciones. Salvo las
flores que constituyen la estructura terminal, la flor previa a la terminal y las flores axilares el
resto de flores de las plantas 35S::PEAM6 no muestran diferencias con respecto a las flores
de las plantas control.

En las plantas 35S::PEAM6 también se ha observado la presencia de algunas hojas
caulinares (Figura 59F y G; Tablas 29 y 30) y de roseta (Figura 59E; Tabla 30) curvadas
hacia el haz. Aunque en las plantas de fenotipo mas severo la curvatura de las hojas se ha
observado tanto en plantas cultivadas bajo condiciones de dia corto como de dia largo, este
fendmeno es mas frecuente en esta ultima condicién. En hojas caulinares la curvatura se ha
observado tanto en aquellas en cuya axila se desarrollan tallos laterales como en las que
sostienen flores solitarias, siendo mas frecuente en estas Ultimas. La presencia simultanea
de hojas curvadas de roseta y caulinares en la misma planta fue mas frecuente en las lineas
que mostraron los fenotipos mas severos (T-53 y T-35) y bajo condiciones de dia largo
(Tablas 29 y 30).

3.1.1.3. Caracterizacion molecular de la atenuacion del fenotipo 35S::PEAM6 en las

lineas homozigotas T-10 y T-44

Para analizar la causa de la atenuacion o pérdida del fenotipo en homozigosis en las lineas
T-10 y T-44, se estudio el nivel del RNA del transgén, mediante analisis Northern, en plantas

homozigotas y hemizigotas T; de estas dos lineas y de la linea T-35, en la que las plantas
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homozigotas mostraban un fenotipo mas severo que el de las hemizigotas. El resultado de
este experimento se muestra en la figura 61. Para cada genotipo, el RNA se aislé de una
mezcla de hojas vegetativas jévenes recolectadas de una poblaciéon de unas 120 plantulas
T; descendientes de una planta T, homozigota o hemizigota para el transgén, segun el caso,

tras 25 dias desde su siembra bajo condiciones de dia corto.

10 44 35
HZ HM HZ HM HZ HM

PEAMG...".

rRNA

Figura 61. Analisis Northern de los niveles del transcrito PEAM6 en plantas transgénicas de
Arabidopsis, ecotipo Col, homozigotas y hemizigotas 35S::PEAM6. HZ: progenie T3 de una
planta T, hemizigota; HM: progenie T3 de una planta T, homozigota. lineas transgénicas 35S::PEAM6
(T-10, T-35 y T-44). En cada uno de los pocillos se cargd 10 ug del RNA total extraido de una mezcla
de hojas vegetativas jévenes de una poblacién T;. En la hibridacion se utilizé como sonda un
fragmento Xhol-EcoRI (346 pb) del extremo 3’ del cDNA de PEAM6. En la parte inferior se muestra el
control de carga de RNA ribosémico.

El analisis Northern mostré que el gen PEAM6 se estaba expresando en la progenie de
las plantas homozigotas y hemizigotas de cada una de las lineas. Se observé que la linea T-
10, que fue la linea que en hemizigosis mostré el fenotipo mas severo (Figura 58), también
era la que mostraba el mayor nivel del RNA de PEAM6 en la progenie de una planta
hemizigota. Ademas, mientras que en la linea T-35 el nivel de RNA de PEAM6 en la
progenie homozigota era mayor que en la progenie de la planta hemizigota, en las lineas T-
10 y T-44 se observé una disminucién del RNA de PEAMG6 en la progenie homozigota con
respecto al observado en la de las hemizigotas. Este resultado muestra, por tanto, una
correlacion positiva entre el nivel del transcrito y la intensidad del fenotipo en las distintas
lineas 35S::PEAMS6; la disminucion observada en el nivel de RNA de PEAM6 en
homozigosis en las lineas T-10 y T-44 podria explicar, por tanto, la atenuacién del fenotipo

de adelanto de floracién que se observa en las plantas homozigotas de estas lineas.
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3.1.2. CARACTERIZACION DE LAS LINEAS TRANSGENICAS DE Arabidopsis,
ECOTIPO Landsberg erecta, 35S::PEAM6

En este trabajo también se ha llevado a cabo la transformacion de plantas de Arabidopsis
del ecotipo Landsberg erecta (Ler) con la construccion 35S::PEAM6. Como resultado de
esta transformacion se obtuvieron 19 plantas transgénicas independientes resistentes a
kanamicina; nueve de ellas mostraron un fenotipo alterado similar al observado en las
plantas T4 35S::PEAMG6 del ecotipo Col, con adelanto del tiempo de floracion y conversion
de algunas de las inflorescencias en flores, si bien estas alteraciones fenotipicas eran
generalmente mas severas que las observadas para el ecotipo Col. El resto de plantas no
mostro diferencias con respecto al fenotipo de las plantas control.

Con el fin de determinar el nimero de /oci en el que se habia producido la insercién del T-
DNA se llevé a cabo un andlisis de segregacion de estas lineas transgénicas, mediante la
siembra de su progenie T, en medio de seleccidon con kanamicina. Se sembraron semillas
procedentes de plantas control (sin transformar) y de plantas transgénicas. Los resultados

de dicho analisis se muestran en la tabla 31.

Tabla 31. Distribucion de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de Arabidopsis,
ecotipo Ler, T, 35S::PEAM6G.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de

semillas + - Relacion Segregacion  Valor Significacion n°
Linea analizadas (T) (R) (S) SIT R:S X2 (P) copias
T-1% 36 29 7 0'8/4 3:1 0778 0’38 1
T-2 40 30 10 1°0/4 3:1 0033 0’86 1
T-3x* 36 25 11 1'2/4 3:1 0481 049 1
T-4% 41 31 10 1'0/4 3:1 0057 0’81 1
T-5 42 33 9 0'9/4 3:1 0413 052 1
T-6% 41 27 14 1'4/4 3:1 1618 020 1
T-8 41 32 9 0'9/4 3:1 0317 0’57 1
T-10 40 27 13 1'3/4 3:1 1°033 031 1
T-11% 42 29 13 1'2/4 3:1 0667 041 1
T-12 40 31 9 0'9/4 3:1 0233 0’63 1
T-14 39 27 12 1'2/4 3:1 0’573 0’45 1
T-15 40 38 2 0'8/16 1:15 0’400 0’53 2
T-17% 34 21 13 1'5/4 3:1 0863 0’35 1
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Tabla 31 (continuacién). Distribucion de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de
Arabidopsis, ecotipo Ler, T, 35S::PEAMS6.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de

semillas + - Relacion Segregacion Valor Significacion n°
Linea  analizadas (T) (R) (S) SIT R:S r’ (P) copias
T-18 40 29 11 1'1/4 3:1 0100 075 1
T-19 39 27 12 1°2/4 3:1 0573 045 1
T-20%* 41 31 10 1°0/4 3:1 0057 0’81 1
T-21% 41 31 10 1°0/4 3:1 0057 0’81 1
T-23x 40 28 12 1°2/4 3:1 0433 0’51 1
T-25 41 29 12 1'2/4 3:1 0317 0’57 1
Control 40 0 40 0

Las lineas que mostraban alteraciones fenotipicas se indican con un asterisco.

En todas las lineas transgénicas la segregacion obtenida se ajusta a una relacién 3:1
(resistentes:sensibles), que se corresponde con la esperada para la insercion del T-DNA en
un unico locus, excepto la linea T-15, cuyos datos de segregacion se ajustan a una relaciéon
15:1, que indica la insercidon del transgén en dos /oci distintos.

El nivel de expresion del transgén PEAMG en las distintas lineas transgénicas se analizd

mediante analisis Northern; el resultado de ese analisis se muestran en la figura 62.

%*
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Figura 62. Analisis Northern de la expresion del transgén PEAM6 en plantas de Arabidopsis,
del ecotipo Landsberg erecta, control y transformadas con la construccion 35S::PEAMG. Linea
control pBinJIT transformada con el vector sin inserto; lineas transgénicas 35S::PEAM6 (T-1 a T-23).
En cada uno de los pocillos se cargd 12 ug de RNA total extraido de una mezcla de hojas vegetativas
jévenes. En la hibridacion se utilizé6 como sonda un fragmento Xhol-EcoRI (346 pb) del extremo 3’ del
cDNA de PEAMSG. En la parte inferior se muestra el control de carga de RNA ribosémico. El asterisco
sefala las lineas que presentan alteraciones fenotipicas.

pBindIT
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En general se observa una correlacion entre el nivel de expresién del transgén PEAM6 y
la presencia del fenotipo alterado, de forma que las lineas que presentan alteraciones

fenotipicas tienen un mayor nivel de expresion del gen.

3.1.2.1. Efecto de la expresion constitutiva de PEAM6 en el tiempo de floraciéon de

plantas de Arabidopsis del ecotipo Ler

Como se comenté anteriormente, nueve de las lineas transgénicas primarias mostraron un
fenotipo distinto al silvestre. Nosotros hemos llevado a cabo la caracterizacién fenotipica de
cinco de estas lineas que mostraron los fenotipos mas acentuados y en las que el transgén
se habia insertado en un unico /locus.

Para determinar el efecto de la expresion constitutiva de PEAM6 sobre el fenotipo de
Arabidopsis, ecotipo Ler, se sembro la progenie (T3) de plantas homozigotas de cada una de
las lineas. Se determiné el tiempo de floracién en las distintas lineas transgénicas mediante
el conteo del numero de hojas producido por el tallo principal de plantas cultivadas bajo
condiciones de dia largo. Un resumen de los resultados de esta cuantificacion se muestra en
la tabla 32.

Mientras que las plantas control florecian tras producir entre 7-9 hojas, las plantas
homozigotas de las distintas lineas transgénicas florecian tempranamente, tras producir un
menor numero de hojas que los controles y que oscilaba entre 4-6 hojas (Figura 63A; Tabla
32). Las plantas 35S::PEAM6 mas adelantadas florecieron tan solo 15 dias después de su
siembra en tierra, mientras que los controles lo hicieron tras unos 23 dias.

La reduccion del niumero de hojas con respecto a las plantas control, observada en las
plantas 35S::PEAM6 del ecotipo Ler cultivadas bajo condiciones de dia largo es de
aproximadamente el 45%. Esta reduccion se debe, principalmente, a una menor produccion
de hojas de roseta, aunque en algunas de las lineas también se ha observado una ligera
reduccion en la produccion de hojas de inflorescencia con respecto a la de las plantas

control.

3.1.2.2. Efecto de la expresion constitutiva de PEAMG6 sobre la arquitectura de plantas

de Arabidopsis del ecotipo Ler

Tal y como se observo en la plantas 35S::PEAMG6 del ecotipo Col, las plantas 35S::PEAM6
del ecotipo Ler, presentan, ademas del fenotipo de adelanto de floracién, alteraciones en la
arquitectura de la inflorescencia. Se ha observado en estas plantas la determinacién del

meristemo apical en una estructura terminal después de producir un nimero relativamente
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Tabla 32. Efecto de la expresion constitutiva de PEAMG6 en el fenotipo de plantas de Arabidopsis, ecotipo Landsberg erecta, T; crecidas bajo
condiciones de dia largo (DL).

Hojas de Hojas Hojas Flores Flores Flores Hoja curvada

Linea n’ roseta® caulinares® totales  terminales® axilares® axilares’ R? I" R+l
pBinJIT60 (control) 30 59+04 24+ 05 84+06 0 0 0 0 O 0
35S::PEAM6.1" 18 2'8+04 19+ 06 47+06 18 18 0 0O o 18
35S::PEAM6.3 13 28+04 23+05 51105 12 12 2 0 O 3
35S::PEAM6.4 19 26+06 20+£07 46+ 07 18 18 4 0o 0 19
35S::PEAM6.11 15 31107 179+ 04 50+07 6 13 4 2 0 13
35S::PEAM6.21 15 28+05 23+06 51+07 14 15 5 0O 0 15

®n: numero de plantas analizadas.

b Hojas de roseta: valores expresados como la media + desviacion estandar.

° Hojas caulinares: valores expresados como la media + desviacion estandar.

4 Numero de plantas en las cuales el tallo principal acaba en una flor.

® Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en el tallo principal.
"Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en coflorescencias.
9 Numero de plantas que soélo presentan hoja curvada en la roseta (R).

_h Numero de plantas que sdlo presentan hoja curvada en la inflorescencia (1).

'Numero de plantas que presentan hoja curvada tanto en la roseta como en la inflorescencia (R + 1).

'El control es una linea transgénica homozigota para el vector pBinJIT60 sin inserto 35S::PEAM6.

¥ Lineas transgénicas independientes 35S::PEAM6 numeradas 1, 3, 4, 11, 21.
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control ::PEAMS6.3 35S::PEAM6.4

Figura 63. Fenotipo de las plantas transgénicas de Arabidopsis, ecotipo Ler, transformadas con
la construccién 35S::PEAM6. (A) Se muestra el adelanto de la floracién de plantas pertenecientes a
dos lineas con expresion constitutiva de PEAM6 respecto a una planta control transformada con el
vector sin inserto. Mientras que las plantas 35S::PEAME6 florecen tras producir de 4-6 hojas, la planta
control de la misma edad continia su desarrollo vegetativo. La flecha sefiala una hoja de roseta
curvada; la punta de flecha sefiala una hoja caulinar curvada. (B) Estructura de la inflorescencia de una
planta 35S::PEAM6.4 mostrando la determinacién del meristemo apical en una estructura terminal. La
flecha sefiala una estructura carpeloide desarrollada en la base del pedunculo de una flor, en la zona de
su union al tallo principal. También se aprecia la curvatura de la hoja caulinar que sustenta una
coflorescencia (C) Estructura de la inflorescencia de una planta 35S::PEAM6.1 mostrando la
determinacion del meristemo apical en una estructura terminal; la flecha sefiala un sépalo con papilas
estigmaticas en su region distal. Se observan también dos hojas caulinares sustentando flores solitarias,
y una de ellas aparece curvada. La barra vertical representa 1 cm.
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pequeno de flores (Figura 63), una o dos en las plantas mas alteradas, en contraposicion al
crecimiento indeterminado de dicho meristemo en las plantas control. La frecuencia de
produccion de flores terminales es considerablemente superior en este ecotipo en
comparacion con el observado en las plantas 35S::PEAM6 del ecotipo Col, llegando incluso
en las lineas de fenotipo mas severo a ser del 100%. Con bastante frecuencia se ha
observado también la determinacion de algunas coflorescencias asi como de las
inflorescencias secundarias.

El fenotipo de las estructuras terminales fue similar al observado en las plantas
35S::PEAM6 del ecotipo Col, encontrandose en las estructuras mas alteradas
transformaciones homeodticas de los 6rganos del primer y tercer verticilo a 6rganos
carpeloides, como queda patente por la diferenciacion de papilas estigmaticas y estructuras
similares a ovulos en los margenes de estos 6rganos asi como en su region distal (Figura
63C).

Ocasionalmente se han observado la aparicién de estructuras carpeloides que no
progresan, y que permanecen como vestigios de estos 6rganos en la zona de unién del
pedunculo floral al tallo principal (Figura 63B).

También se ha observado la formacion de flores en las axilas de las hojas caulinares, en
lugar de los tallos de inflorescencia de crecimiento indeterminado producidos por las plantas
control (Figura 63A y C; Tabla 32). La formacioén de flores axilares se ha observado tanto en
la inflorescencia principal como en las coflorescencias de estas plantas. En algunas lineas,
al igual que se observd para las flores terminales, la frecuencia de aparicién de flores
axilares en la inflorescencia principal fue del 100% o muy cercana a este valor. Las flores
axilares no muestran alteraciones morfolégicas, con la excepcion de que, ocasionalmente,
presentan cinco pétalos. Salvo estas flores axilares y las que forman parte de la estructura
terminal, el resto de flores de las plantas 35S::PEAM6 son normales y no muestran
diferencias con respecto a las flores de las plantas control. Frecuentemente, en las plantas
de fenotipo mas severo, todas las coflorescencias se encontraban reemplazadas por flores;
este fendmeno, junto a la determinacion del meristemo apical y la escasa produccion de
flores previas a esta estructura terminal, daba lugar a plantas de fenotipo tan extremo que
en muchos casos resultaba muy dificil la recuperacion de semillas a partir de las mismas.

En las plantas 35S::PEAM6 también se ha observado la presencia de algunas hojas
caulinares (Figura 63A, B y C; Tabla 32) y de roseta (Figura 63A; Tabla 32) curvadas hacia
el haz. La mayor parte de las plantas 35S::PEAM6 presentan simultaneamente curvatura en
ambos tipos de hoja. La curvatura de las hojas caulinares se ha observado tanto en aquellas
que sustentan tallos de inflorescencia como en la que sostienen flores solitarias,

observandose mas frecuentemente en estas ultimas.
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3.2. ANALISIS FUNCIONAL DE PEAM6 EN PLANTAS TRANSGENICAS DE Nicotiana tabacum

Como resultado de la transformacion de plantas de tabaco con la construccion 35S::PEAM6
se generaron 8 brotes transgénicos primarios. Dos de ellos, que mostraron floracién en
cultivo in vitro antes de ser transplantados a tierra, se perdieron.

Con el fin de determinar el numero de loci en el que se habia producido la insercion del T-
DNA se llevé a cabo el andlisis de segregacion de estas lineas transgénicas, mediante la
siembra de su progenie T, en un medio de seleccién con kanamicina. Se sembraron
semillas procedentes de plantas control (sin transformar) y plantas transgénicas. Los

resultados de dicho analisis se muestran en la tabla 33.

Tabla 33. Distribucion de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de tabaco, T,
35S::PEAMG.

n° total de Resistencia a Kan Nivel de

semillas + - Relacié6 Segregacion Valor Significacion n°
Linea analizadas (T)  (R) (S) n R:S % (P) copias

SIT

T-2 42 31 11 1'1/4 3:1 0032 0’86 1
T-4% 38 38 0 >2
T-10 40 29 11 1'1/4 3:1 0’100 0’75 1
T-11 41 28 13 1°3/4 3:1 0’837 0’36 1
T-33x 42 35 7 0'7/4 3:1 1810 018 1
T-49+ 40 32 8 0'8/4 3:1 0’700 040 1
Control 40 0 40 0

El asterisco senala las lineas que mostraban alteracciones fenotipicas.

En todas las lineas, excepto en la linea T-4, la segregacion obtenida se ajusta a una
relacion 3:1 (resistentes:sensibles), que se corresponde con la esperada para la insercion
del T-DNA en un unico locus. En la linea T-4, la segregacién obtenida sugiere inserciones
del transgén en dos o mas loci distintos.

El nivel de expresion del transgén PEAMG en las distintas lineas transgénicas se analiz6
mediante analisis Northern; el resultado de ese analisis se muestran en la figura 64.

El analisis Northern mostré que el gen PEAM6 se expresaba en tres de las seis lineas
transgénicas analizadas mientras que no se detectd su expresion en el control pBINJIT ni en

el resto de las lineas.
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pBinJIT

PEAMG6

Figura 64. Anadlisis Northern de la expresion del transgén PEAM6 en plantas de tabaco
transformadas con la construcciéon 35S::PEAMG. Linea control pBinJIT transformada con el vector
sin inserto; lineas transgénicas 35S::PEAM6 (T-2 a T-49). En cada uno de los pocillos se cargd 12 ug
de RNA total extraido de una mezcla de hojas vegetativas jovenes. En la hibridacién se utiliz6 como
sonda un fragmento Xhol-EcoRI (346 pb) del extremo 3’ del cDNA de PEAM6. En la parte inferior se
muestra el control de carga de RNA ribosémico. El asterisco sefala las lineas que presentan
alteraciones fenotipicas.

Debido al limitado numero de lineas transgénicas obtenidas se seleccionaron para el
analisis todas aquellas que mostraron expresion del transgén, independientemente del
numero de loci en el que éste se habia insertado. Para analizar el efecto de la expresion
constitutiva de PEAMG6 sobre el tiempo de floracion en las distintas lineas transgénicas se
contabilizé el numero total de hojas producido por el tallo principal, antes de la formacion de
la flor terminal, en plantas de la progenie T, de la linea control y de las tres lineas
transgénicas. De cada una de las plantas analizadas se recogio semillas que se utilizaron
para determinar el genotipo correspondiente a cada planta. Los resultados de dichos
recuentos se muestran en la figura 65A y B. En la figura 65A se muestran los resultados
para las lineas con una insercion del transgén, T-33 y T-49, donde los valores representados
se corresponden con la media del numero total de hojas + desviacion estandar calculada a
partir de muestras de 7-10 plantas hemizigotas 6 de 5 homozigotas de cada una de las
lineas transgénicas. En la figura 65B se muestra la distribucién de plantas en funcion de su
numero de hojas en las poblaciones de la linea control y de la linea T-4, con insercion del

transgén en varios loci.
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Figura 65. Analisis cuantitativo del efecto de la expresion constitutiva de PEAM6 en el tiempo
de floracion de Nicotiana tabacum. (A) Numero de hojas de plantas T, de las lineas con la
insercion del transgén en un Unico locus. (B) Distribucion de plantas T, resistentes a kanamicina de la
linea 35::PEAM6.4 y de la linea control, en funcion de su numero de hojas.
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El resultado de este experimento, mostrd que las plantas homozigotas de las lineas T-33
y T-49, con insercién del transgén en un unico /ocus, florecian con un menor numero de
hojas que las plantas control (Figuras 65A y 66). Sin embargo, sélo las plantas hemizigotas
de la linea T-49 florecieron con un menor numero de hojas que los controles, y muy similar
al mostrado por sus correspondientes plantas homozigotas, mientras que las hemizigotas de
la linea T-33 apenas mostraron diferencias con respecto a la linea control. Mientras en la
linea control todas las plantas analizadas florecian tras producir un nimero de hojas
comprendido entre 47-54, la mayor parte de las plantas T, de la linea T-4, con insercidn del
transgén en varios loci, se distribuian dentro de intervalos correspondientes a un menor
numero de hojas que los controles, a pesar de que una cierta fraccion de plantas de esta

linea florecia con un numero de hojas similar al de los controles “mas tempranos”.

>

 35SiPEAM6.33 ~35S:PEAM6.43 ]

Figura 66. Fenotipo de las plantas transgénicas de tabaco transformadas con la construccion
35S::PEAMG. Planta de la linea control (pBindIT) transformada con el vector sin inserto y plantas de
las lineas transgénicas 35S::PEAM6 con insercion del T-DNA en un unico locus (T-33 y T-49).

En todos los casos, el parametro de tiempo de floracién medido como numero de dias
desde la siembra hasta que el primer botén floral fue visible en la inflorescencia se

correlacionaba con la medida del nimero de hojas mostrada anteriormente.
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3.3. INTERACCION DE PEAM6 CON OTROS POLIPEPTIDOS

3.3.1. ENSAYO DE LA INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS PEAM6 Y PEAM4
MEDIANTE EL SISTEMA DEL DOBLE HIiBRIDO

Ya que los resultados del estudio funcional de PEAM6 y PEAM4 en sistemas heterélogos
llevados a cabo en este trabajo, asi como los resultados de trabajos previos a éste, sugieren
que PEAM4 y PEAMG6 podrian estar implicados en el control del mismo tipo de procesos
durante la iniciacién floral de guisante y puesto que, ademas, ambos presentan patrones de
expresion solapantes en estadios tempranos del desarrollo de los meristemos florales,
hemos testado la posible interaccion en levadura de los polipéptidos codificados por estos
dos genes mediante el sistema del doble hibrido en levadura.

Para ello, se generaron por PCR un fragmento de 746 pb del cDNA de PEAMG6 y uno de
719 pb del cDNA de PEAMA4, usando cebadores especificos que incorporaban sitios de
restriccion situados de tal manera que la orientacién y la pauta de lectura se mantuviera
para la correcta expresion de las proteinas. En ambos casos los fragmentos comprendian
desde el ATG hasta el codén de parada.

El fragmento derivado del cDNA de PEAM6 se fusiond al dominio de unién a DNA del
factor transcripcional GAL4 (DNA-BD), en el plasmido pGBKT7, mientras que el fragmento
del cDNA de PEAM4 se fusiond al dominio de activacion del factor transcripcional GAL4
(AD), en el plasmido pACT2. Una vez generadas las construcciones hibridas para estos
genes, BD-PEAM6 (cebo) y AD-PEAM4 (presa), se transformoé la cepa de levadura AH109,
que contiene los genes delatores HIS3, ADE2 y LacZ bajo el control de promotores minimos
que contienen distintas secuencias de respuesta (UASs) al factor transcripcional GAL4 de
manera independiente con cada una de las construcciones. Se testdé en cada caso que
dichas construcciones no activaban por si solas los genes delatores en esta cepa. Para ello,
colonias que contenian cada una de las construcciones se sembraron en paralelo en cajas
de medio de seleccion sin histidina SD/-Trp(o -Leu)/-His, con distintas concentraciones del
inhibidor 3-AT (0-50 mM), para optimizar aquella concentracion que controla el fondo de
crecimiento de la cepa transformada en medio selectivo, asi como en cajas de medio de
seleccion sin adenina SD/-Trp (o -Leu)/-Ade o en cajas de medio de seleccion sin ambos
nutrientes SD/-Trp (o -Leu)/-His/-Ade. Estas colonias se cultivaron también en medio
selectivo SD/-Trp/-Leu para, posteriormente, someterlas al ensayo en filtro de la actividad j3-
galactosidasa. Se comprob6é en ambos casos que dichas construcciones no activaban los

genes delatores, si bien en el caso de la cepa transformada con la construccion BD-PEAM6
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fue necesaria la adicion de 5 mM del inhibidor 3-AT para controlar el fondo de crecimiento
en medio selectivo, debido a la expresion rezumante del gen HIS3.

A continuacién, la cepa AH109 se transformé de manera secuencial con las
construcciones hibridas, BD-PEAMG6 y AD-PEAMA4. Para testar la interaccién entre PEAM4 y
PEAMSG en levadura, las colonias que contenian ambas construcciones se ensayaron para la
activaciéon de los tres genes delatores HIS3, ADE2 y LacZ. Se sembraron diluciones
seriadas (10%-10) a partir de una colonia que contenia las dos construcciones hibridas, en
un medio selectivo SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade y se evalud el efecto de estas construcciones en
el crecimiento. Colonias de levadura que contenian la pareja de construcciones pGBT9-DEF
(cebo) y pGADT7-GLO (presa), asi como otras que contenian las construcciones pGBKT7-
53 (cebo) y pGADT7-T (presa), se usaron como controles positivos de dos parejas de
proteinas, DEFICIENS y GLOBOSA, y la murina p53 y el antigeno T del virus SV40, que se
sabe que interaccionan en un ensayo de doble hibrido en levadura (Davies et al., 1996a;
Iwabuchi et al., 1993; Li y Fields, 1993). Como control negativo se utilizaron colonias de
levadura que contenian las construcciones pGBKT7-Lam (cebo) y pGADT7-T (presa). La
Lamina C humana y el antigeno T del virus SV40 son dos proteinas que se sabe que no
interaccionan en levadura; en general, pPGBKT7-Lam nunca forma complejos ni interacciona
con la mayoria de proteinas (Bartel et al., 1993; S. Fields, no publicado; Ye y Worman,
1995). También se sembraron células que contenian las construcciones BD-PEAM6 y el
plasmido pACT2 sin inserto y otras que contenian las construcciones AD-PEAM4 vy el
plasmido pGBKT?7 sin inserto. El resultado de este experimento se muestra en la figura 67.

Como se puede observar, las células de levadura que contenian simultaneamente las
construcciones BD-PEAM6 y AD-PEAM4 eran capaces de crecer normalmente en un medio
sin histidina ni adenina, de manera similar a como lo hacian los controles positivos. Las
células de levadura que contenian las construcciones BD-PEAMG6 y el plasmido pACT2, asi
como las que contenian las construcciones AD-PEAM4 y el plasmido pGBKT7 eran
incapaces de crecer en ese mismo medio, comportandose ambas como el control negativo.
Este resultado indica que en la cepa de levadura AH109 estas dos proteinas interaccionan
activando la expresion de los genes delatores HIS3 y ADE2. Un resultado similar en esta
misma cepa se obtuvo al sembrar las que contenian las distintas construcciones en cajas de
medio SD/-Trp/-Leu/-His con 5 mM de 3AT.

La interaccion entre PEAM4 y PEAMG6 se testd también en la cepa de levadura AH109
mediante un ensayo de la activacion del gen delator LacZ. Para ello, colonias de levadura que
contenian las distintas construcciones se sembraron en una caja de medio selectivo SD/-Trp/-
Leu y se ensayo su actividad B-galactosidasa en filtro de nitrocelulosa. Los resultados de este

ensayo se muestran en la figura 67. Se observé que, tras aproximadamente media hora de
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Figura 67. Ensayo de interacciéon entre las proteinas PEAM4 y PEAM6 mediante el sistema del
doble hibrido en levadura. En el centro se muestra el ensayo de la activacion de los genes delatores
HIS3 y ADE2 en la cepa AH109. En un medio selectivo SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade se sembraron
diluciones seriadas (100-10'4) a partir de distintas colonias de la cepa AH109 que contenian las
construcciones hibridas indicadas a la izquierda de la figura, y se observo el efecto de las diferentes
construcciones en el crecimiento. A la derecha de la figura, se muestra el ensayo de la actividad -
galactosidasa, en filtro de nitrocelulosa, en las cepas AH109, Y190 y SFY526 cotransformadas con
las distintas combinaciones de construcciones; los resultados mostrados corresponden a 1 hora de
incubacion a 37°C.

media hora de incubacion a 37°C, los controles positivos y la levadura que contenia las
contrucciones BD-PEAM6 y AD-PEAM4 empezaron a mostrar una clara coloracion azul, que
se intensificé notablemente en todas ellas tras una hora de incubacion (Figura 67). Las
levaduras en las que una de las dos proteinas, PEAM4 o PEAMG6, estaba ausente, asi como
el control negativo, no mostraron actividad B-galactosidasa a ninguno de los tiempos
ensayados. Este resultado indica que PEAM4 y PEAMS6 interaccionan en la cepa de
levadura AH109 activando el gen delator LacZ.

Para verificar el resultado positivo de la interaccion entre PEAM4 y PEAMG en la cepa

AH109, también se llevé a cabo el ensayo de la actividad p-galactosidasa en las cepas Y190
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y SFY526. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 67. En este ensayo
no se incluyeron ni el control positivo de la interaccion BD-53/AD-T ni el control negativo BD-
Lam/AD-T; como controles negativos se utilizaron las levaduras expresando solo una de las
dos proteinas, PEAM4 o PEAMG6, que en la cepa AH109 no mostraron actividad B-
galactosidasa. Tal y como ocurria en la cepa AH109, solo el control positivo y la cepa de
levadura expresando PEAM6 y PEAM4 mostraron actividad -galactosidasa. La actividad (-
galactosidasa es significativamente mayor en la cepa SFY526 que en las otras dos, si bien
las diferencias observadas entre las distintas cepas como resultado de una induccién por
interaccion positiva se pueden explicar por posibles diferencias de expresion del gen LacZ
debido a los diferentes promotores a los que se halla fusionado dicho gen en las distintas
cepas.

Para tener una idea de la intensidad de la interaccién entre PEAM4 y PEAMG6, sugerida
por los resultados anteriores, se llevé a cabo un ensayo de la actividad pB-galactosidasa en
liquido, usando como sustrato el ONPG, en la cepa AH109. Para compensar la variabilidad
en las determinaciones para cada combinacion de construcciones, el ensayo se llevo a cabo
a partir de tres colonias cotransformantes diferentes, y para cada una de ellas éste se

realizé por duplicado. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 68.

12
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unidades B-galactosidasa (umol/min)

B @m0

T+Lam BD-PEAM6é AD-PEAM4 DEF-GLO T + p53 PEAM6-
PEAM4

Figura 68. Cuantificacion de la interaccion entre PEAM6 y PEAM4 en la cepa AH109 mediante
un ensayo en liquido de la actividad B-galactosidasa usando como sustrato el ONPG. Los
valores representan la media + desviacion estandar de unidades de [B-galactosidasa (pumol/min),
usando como sustrato el ONPG y fueron calculados a partir de dos ensayos independientes llevados
a cabo a partir de tres colonias distintas para cada una de las levaduras transformadas con las
construcciones que se indican en el eje horizontal. La reaccion se paré 93 min después de la adicion
del sustrato.
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Se observo una actividad residual de aproximadamente 1 unidad B-galactosidasa tanto
en el control negativo como en los transformantes que expresaban sélo PEAM4 6 PEAMG.
Sin embargo, en los transformantes que expresaban simultaneamente PEAM4 y PEAM6 la
actividad p-galactosidasa alcanzaba un valor de 7’5 unidades, similar al mostrado por el
control positivo BD-DEF/AD-GLO, y ligeramente superior al mostrado por el control positivo
BD-T/AD-53. Estos resultados muestran que PEAM4 y PEAMG6 interaccionan en un ensayo
de doble hibrido en levadura y que, ademas, esta interaccién es aproximadamente tan fuerte

como la mostrada por DEF+GLO o T+p53.

3.3.2. RASTREO DE UNA GENOTECA DE cDNA DE APICES FLORALES DE GUISANTE
USANDO COMO CEBO LOS PRODUCTOS DE LOS GENES PEAM4Y PEAM6

Para identificar genes cuyos productos interaccionan con PEAM4 y PEAMG6 se llevd a cabo
el rastreo de una genoteca de expresion en levadura para ensayos de doble hibrido de
cDNA de apices florales de guisante que contenian flores en estadios comprendidos entre -8
a —2 dias antes de la antesis, usando como cebo PEAM4 y PEAMG6. La genoteca se habia
preparado en el vector plasmidico pACT2, en este vector los cDNAs se hallaban fusionados
al dominio de activacién del factor transcripcional GAL4.

Para obtener los cebos, las secuencias codificantes de los cDNAs de PEAM4 y PEAM6
se amplificaron por PCR con cebadores especificos, y se generaron construcciones hibridas
mediante la fusion de los fragmentos amplificados de cada uno de los genes al dominio de
unién a DNA de GAL4 en el plasmido pGBKT?7.

A continuacioén, se transformaron las cepas de levadura AH109, Y190 y Hf7c, de manera
independiente, con las construcciones BD-PEAM4 y BD-PEAM6 y se ensayo, en cada caso,
si las construcciones activaban de manera autonoma la expresion de los genes delatores
HIS3, ADE2 (en la cepa AH109) y LacZ. Se comprobé que la construccion BD-PEAMA4
activaba los genes delatores en las distintas cepas, de manera que células transformadas
con esta construccion eran capaces de crecer normalmente en un medio sin histidina (SD/-
Trp/-His), aun anadiéndole concentraciones superiores a 50 mM de 3-AT. Las células
transformadas de la cepa AH109 fueron ademas capaces de crecer en un medio sin adenina
(SD/-Trp/-Ade), o sin histidina ni adenina (SD/-Trp/-His/-Ade). En las tres cepas, las células
transformadas con BD-PEAM4 también dieron coloracién azul en el ensayo de la actividad
B-galactosidasa. Por tanto, se descarté el uso de la construccién de PEAM4 como cebo en
el rastreo de la libreria de cDNA.

Para la construccion BD-PEAMG6 se comprobd que ésta no activaba la expresion de los

genes delatores en ninguna de las cepas ensayadas, si bien fueron necesarias
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concentraciones de 5 mM o de 40 mM del inhibidor 3-AT para controlar el fondo de
crecimiento de las cepas AH109 e Y190, respectivamente; estas fueron las concentraciones
de inhibidor que se usaron mas tarde en el rastreo de la genoteca de cDNA.

Para su rastreo, alicuotas de 100 ug de la genoteca de expresion de apices florales de
guisante se transformaron en las tres cepas de levadura previamente transformadas con la
construccion BD-PEAMSG. En la tabla 34 se resumen los resultados de los distintos rastreos
llevados a cabo usando como cebo PEAMG, dos de ellos en la cepa AH109, uno en la cepa

Y190 y otro en la cepa Hf7c.

Tabla 34. Resultado de los rastreos, en distintas cepas de levadura, de la genoteca de
expresion para doble hibrido de cDNA de apices florales de guisante usando como cebo
PEAMG.

Cepa de N° de transformantes °Colonias His"
levadura rastreados® ®Colonias His* Ade’ dColonias LacZ"
AH109 2'5x10° 261 198 141
AH109 3 x10° 350 331 331
Y190 1'3x10° 289 - 48
HF7c 10° 700 - 3

@Numero de transformantes rastreados, estimados a partir del numero de colonias capaces de crecer
en un medio sin triptéfano ni leucina en una muestra de las células transformadas.

® Colonias capaces de crecer en un medio sin histidina con 5 mM del inhibidor 3-AT para los rastreos
realizados en la cepa AH109 y 40 mM para el de la cepa Y190.

° Colonias capaces de crecer en un medio sin histidina ni adenina.

4 Colonias His* Ade" que dan coloracién azul en un ensayo de la actividad B-galactosidasa.

Los transformantes en los que se activaba la expresion de los genes delatores se
seleccionaron por su capacidad de crecer en medios selectivos a los que le falta histidina
(SD/-Trp/-Leu/-His) y que contenian 5 mM del inhibidor 3-AT, en el caso de la cepa AH109,
0 40 mM, en el de la cepa Y190 (Tabla 34); en el caso de la cepa Hf7c no se necesité la
adicion del inhibidor. Las colonias His* de la cepa AH109 que se identificaron en el rastreo
inicial se sometieron a un nuevo ensayo para medir la expresion de los genes HIS3 y ADE?2
mediante su siembra en un medio sin histidina ni adenina (SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade). En las
colonias positivas para la activacion de ambos genes (His* Ade®) se testo la activacion del
gen delator LacZ mediante el ensayo, en filiro de nitrocelulosa, de la actividad f-
galactosidasa. Este ensayo se llevo a cabo también en las colonias His* de las cepas Y190 y
Hf7c.
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Se llevd a cabo el rescate del plasmido con el dominio de activacion de seis de los 141
clones resultantes del primer rastreo en la cepa AH109 que habian mostrado una fuerte
coloracién azul en el ensayo en filtro de la actividad B-galactosidasa (Tabla 34); en la tabla

35 se muestra una relaciéon de los clones analizados.

Tabla 35. Analisis de los clones His * Ade” Lacz” de la cepa AH109.

N° de clon Tamaiio del inserto Homologia
21 662 pb PT8P19.601At3g48550 putativa proteina de tipo zinc-
finger [Arabidopsis thalianal
35 1115 PEAMA4
38 765 AJ000995 proteina homodloga a Dnad [Medicago satival
51 - -
78 615 PEAMA4
82 1111 PEAMA4

Las secuencias correspondientes a los insertos de cDNA en tres de estos plasmidos
correspondian al gen MADS-box PEAM4. Dos de los clones de cDNA de PEAM4 son
completos (clon 82 y 35), iguales entre si, y de secuencia esencialmente idéntica a la
secuencia de PEAM4 previamente descrita (Berbel et al., 2001); la Unica diferencia con este
ultimo consistia en que ambos clones presentan 30 nucledtidos mas en la regién 3’ que la
secuencia de PEAMA4.

El otro clon de cDNA de PEAM4 aislado (clon 78) es un clon parcial correspondiente a la
mitad carboxilo terminal de la proteina a la que le falta la secuencia que codifica para los aa
de 1-119. Este clon tiene en la regién 3’ 64 nucledtidos mas que la secuencia de PEAM4
(AJ291298), de los que los 30 primeros son idénticos a los de los clones completos. Este
clon presenta ademas 35 nucledétidos no presentes en la secuencia de PEAM4, en la region
5’, y que probablemente se deben a un artefacto generado en el proceso de generacion de
la genoteca de cDNA.

El clon 21 mostr6 en el analisis BLASTA una puntuacion de 129 bits (322) y una identidad
del 66% con el clon PT8P19.601At3g48550 de Arabidopsis thaliana, que codifica para una
presunta proteina de tipo zinc-finger. El clon 38 mostr6 en el analisis BLASTA una
puntuacion de 288 bits (738) y una identidad del 72% con el clon AJO00995 de Medicago

sativa, que codifica para una proteina de tipo DnaJ. El clon 51 no contenia inserto.
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El aislamiento de PEAM4 en el rastreo de una genoteca de cDNA de apices florales de
guisante usando como cebo el gen PEAMG6, confirma la interaccion en levadura entre estas

dos proteinas puesta de manifiesto en los experimentos descritos en el apartado anterior.

3.3.3. INTERACCIONES GENETICAS ENTRE LOS TRANSGENES 35S::PEAM6 Y
35S::PEAM4

El resultado de los experimentos descritos en los apartados previos mostré que los
polipéptidos codificados por PEAM4 y PEAMG6 interaccionan en un ensayo de doble hibrido
en levadura. Para buscar otro tipo de evidencias de la posible interaccidn entre PEAM4 y
PEAMEG6, se cruzaron entre si plantas transgénicas que expresaban esos genes de manera
constitutiva.

Para los cruces se utilizaron dos lineas transgénicas homozigotas representativas de
35S::PEAMSG, la linea 35S::PEAM6.44, que no mostraba fenotipo en homozigosis como
consecuencia de un silenciamiento del transgén, y la linea 35S::PEAMG6.35, con un claro
fenotipo tanto en hemizigosis como en homozigosis. También se utilizaron dos lineas
transgénicas homozigotas representativas de 35S::PEAM4, la 35S::PEAM4.4 vy la
35S::PEAM4.25, ambas con fenotipo de adelanto de la floracion. Como controles, se
cruzaron las distintas plantas homozigotas para cada uno de los transgenes con plantas

silvestres para obtener las correspondientes plantas hemizigotas simples.

3.3.3.1. Efecto de la expresion constitutiva y simultanea de PEAM4 y PEAM6 en el

tiempo de floracion de Arabidopsis

Las plantas resultantes de los distintos cruces se cultivaron bajo condiciones de DL y DC.
Los resultados de este experimento se muestran en la figura 69 y en las tablas 36 y 37. Bajo
condiciones de dia largo los dobles hemizigotos 35S::PEAM6/35S::PEAM4 florecen con un
numero inferior de hojas y muestran un fenotipo mas severo que los correspondientes
hemizigotos simples para cada uno de los transgenes (Figura 69; Tabla 36). En los cruces
de la linea 35S::PEAMG6.35, el tiempo de floracidn es, ademas, inferior al mostrado por las
plantas homozigotas para cada uno de los transgenes (comparar tablas 24, 29 y 36). En las
plantas resultantes de los cruces de la linea silenciada 35S::PEAMG6.44 con las distintas
lineas 35S::PEAM4 el valor del numero de hojas es también inferior, en ambos casos, al
valor mostrado por las plantas homozigotas de la linea 35S::PEAM6.44 reduciéndose a la
mitad, si bien es ligeramente inferior o igual al valor de las correspondientes plantas
homozigotas 35S::PEAM4 (comparar tablas 24, 29 y 36).
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Bajo condiciones de dia corto los fenotipos de los dobles hemizigotos son menos
extremos que en dia largo, aunque también florecen con un numero inferior de hojas que los
correspondientes hemizigotos simples cultivados en dia corto. Bajo condiciones de dia corto
las plantas resultantes de los cruces de la linea 35S::PEAM®6.35 con las lineas 35S::PEAMA4
florecen con un numero de hojas significativamente inferior al de las plantas homozigotas
35S::PEAM4 vy ligeramente superior al de las plantas homozigotas 35S::PEAM6.35
(comparar tablas 25, 30 y 37). En el caso de las plantas resultantes de los cruces de la linea
silenciada 35S::PEAMG6.44 con las lineas 35S::PEAMA4, el valor del numero de hojas en
condiciones de dia corto es inferior al mostrado por las plantas homozigotas para cada uno
de los transgenes siendo esta reduccidon notablemente mas significativa que la observada en
DL (comparar tablas 25, 30 y 37).

En estos dobles hemizigotos se ha observado que el incremento en el nimero de hojas
en plantas cultivadas en dia corto frente a las cultivadas en dia largo es de tres veces (frente
a las seis de las plantas control y 35S::PEAM4) mientras que en las plantas homozigotas
35S::PEAMG es de dos veces (Tablas 36 y 37). Estos datos sugieren que aunque los dobles
hemizigotos 35S::PEAMA4/35S::PEAM6 muestran un comportamiento frente al fotoperiodo
muy similar al mostrado por las plantas homozigotas 35S::PEAMG6, sin embargo, en los
dobles hemizigotos la insensibilidad al fotoperiodo no es tan acentuada como en las plantas
homozigotas PEAMG; esta pérdida de la insensibilidad podria estar causada por la presencia
de PEAMA4.

3.3.3.2. Efecto de la expresion constitutiva y simultanea de PEAM4 y PEAMG6 en la

arquitectura de Arabidopsis

Ademas del fenotipo de adelanto de floracién, los dobles hemizigotos
35S::PEAMG6/35S::PEAM4 mostraron cambios en la arquitectura de la inflorescencia
similares a los encontrados en las plantas homozigotas para cada uno de los transgenes,
aunque con una frecuencia mas alta. En los dobles hemizigotos el meristemo apical se
determina prematuramente en un meristemo floral dando lugar a la formacién de una flor

terminal (Figuras 69 y 70A y C; Tabla 36). La frecuencia de formacién de flores terminales

Figura 69. Fenotipo de los dobles hemizigotos 35S::PEAM4/35S::PEAM6 de Arabidopsis. En los
diferentes paneles se muestran plantas hemizigotas 35S::PEAM4/+, 35S::PEAMG6/+ y dobles
hemizigotos 35S::PEAM6/35S::PEAMA4. Las plantas que aparecen en cada panel fueron cultivadas
durante el mismo numero de dias. Las puntas de flecha sefiala en todos los casos la presencia de
una hoja curvada de roseta.
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Tabla 36. Efecto de la expresion constitutiva conjunta de PEAM4 y PEAM6 en plantas de Arabidopsis crecidas bajo condiciones de dia largo (DL).

Hojas de Hojas Hojas Flores Flores Flores Flores Hoja curvada

n° roseta® caulinares® totales terminales®  axilares®  axilares’ axilares® R" I' R+l
Linea
pBinJIT60 (Control)k 11 11709 28+ 04 145+ 11 0 0 0 0 0 O 0
35S::PEAM4.4/+" 21 76+ 10 21406 97+ 11 0 0 5 0 0 0 0
35S::PEAM4.25/+ 15 85+10 22+05 105+ 1’4 0 0 4 0 0 O 0
35S::PEAM6.35/+ 15 57+06 29+04 87+07 0 2 15 0 0 13 0
35S::PEAMG6.44/+ 12 59+ 09 21+06 8 +08 0 3 8 0 0 5 0
35S8::PEAM4.4/+ 35S::PEAMG6.35/+ 13 35+07 25+06 59+ 11 13 12 5 5 0 O 13
35S8::PEAM4.4/+ 35S::PEAMG6.44/+ 13 52+08 22+07 74+£07 0 5 9 0 2 2 5
35S::PEAM4.25/+ 35S::PEAMG6.35/+ 15 35+06 19+ 07 55+ 11 15 15 0 8 0 O 15
35S::PEAM4.25/+ 35S::PEAMG6.44/+ 13 41+05 26+05 6'7+05 9 10 7 0 2 0 11

#n: numero de plantas analizadas.
b Hojas de roseta: valores expresados como la media + desviacion estandar.
© HOJaS caulinares: valores expresados como la media + desviacién estandar.
4 Numero de plantas en las cuales el tallo principal acaba en una flor.
° Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en el tallo principal.
"Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en coflorescencias.
9 Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de roseta.
" Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la roseta (R).
"Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la inflorescencia (1).
INumero de plantas que presentan hoja curvada tanto en la roseta como en la inflorescencia (R +l).
“El control es una linea transgénica homozigota para el vector pBinJIT60 sin inserto 35S::PEAM6.
Llneas transgénicas independientes 35S::PEAM4 y 35S::PEAMG6 hemizigotas numeradas 4, 25 y 35, 44 respectivamente.
"Lineas transgénicas independientes 35S::PEAM4 / 35S::PEAM6 doble hemizigotas.
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Tabla 37. Efecto de la expresion constitutiva conjunta de PEAM4 y PEAM6 en plantas de Arabidopsis crecidas bajo condiciones de dia corto (DC).

Hojas de Hojas de Hojas Flores Flores Flores Hoja curvada

n® roseta® caulinares® totales terminales® axilares® axilares’s R" I R#P
Linea
pBinJIT60 (Control)k 12 76’3+ 26 97+08 85’0+ 27 0 0 0 0 O 0
35S::PEAM4.4/+" 21 56'4 + 30 90+07 65'4 +2'9 0 0 0 0 0 0
35S::PEAM4.25/+ 16 54'7+39 86+07 63’2+ 37 0 0 0 0 O 0
35S::PEAM6.35/+ 17 19 +34 52+13 24’2 +4'5 0 0 0 0 O 0
35S::PEAM6.44/+ 10 201 +£59 62+17 26’3+ 71 0 0 0 0 O 0
35S8::PEAM4.4/+ 35S::PEAMG6.35/+ 16 114 £ 2’6 34+09 14’9+ 29 0 0 3 0 4 2
35S8::PEAM4.4/+ 35S::PEAMG6.44/+ 14 18'1+£52 41+14 22’3 +6'3 0 0 0 0 O 0
35S8::PEAM4.25/+ 35S::PEAMG6.35/+ 13 11’8 £ 2’5 37+08 155+30 0 0 2 0 4 1
35S::PEAM4.25/+ 35S::PEAMG6.44/+ 15 11’5+£29 34107 14’9 £ 3’3 0 0 0 0 4 0

®n: numero de plantas analizadas.
b Hojas de roseta: valores expresados como la media + desviacion estandar.
HOJaS caulinares: valores expresados como la media + desviacién estandar.
4 Numero de plantas en las cuales el tallo principal acaba en una flor.
° Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en el tallo principal.
"Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de inflorescencia en coflorescencias.
9 Numero de plantas en las cuales se observaron flores solitarias sostenidas por una hoja de roseta.
" Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la roseta (R).
"Numero de plantas que sélo presentan hoja curvada en la inflorescencia (1).
J Numero de plantas que presentan hoja curvada tanto en la roseta como en la inflorescencia (R +l).
“El control es una linea transgénica homozigota para el vector pBinJIT60 sin inserto 35S::PEAM6.
Lmeas transgénicas independientes 35S::PEAM4 y 35S::PEAMG6 hemizigotas numeradas 4, 25 y 35, 44 respectivamente.
"Lineas transgénicas independientes 35S::PEAM4 / 35S::PEAM6 doble hemizigotas.
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en los dobles hemizigotos en DL es superior a la mostrada por las plantas homozigotas para
cada transgén, llegando a ser del 100% en los fenotipos mas severos. En las plantas dobles
hemizigotas derivadas de la linea 35S::PEAMG6.35, que muestran los fenotipos mas severos,
se ha observado que todas las coflorescencias y ramas secundarias se determinan en una
estructura terminal. Este fenomeno no se observé en los dobles hemizigotos con la linea
35S::PEAM6.44. No se ha observado la formacion de flores terminales en los dobles
hemizigotos crecidos bajo condiciones de DC (Tabla 37).

En conjunto, la apariencia de estas flores terminales es similar a las formadas en las
plantas 35S::PEAMG6, aunque en ellas se ha observado una menor frecuencia de las
estructuras carpeloides en estas flores y algunas transformaciones homeoéticas como
caracteristicas diferenciales. Se han observado frecuentemente transformaciones homeodticas
de diversos 6rganos florales, principalmente estambres hacia carpelo y, en menor grado, de
sépalos a carpelos, asi como carpelos hipertrofiados parcialmente enroscados como en las

flores terminales 35S::PEAMG6 (Figura 70C). También se han identificado fusiones sépalo-pétalo

Figura 70. Fenotipo de los dobles hemizigotos 35S::PEAM6/36S::PEAM4. (A) Planta del cruce
358::PEAM6.35/35S::PEAM4.25 que florece tras producir solo 3 hojas de roseta, que se muestran
curvadas hacia el haz. Esta planta desarrolla dos flores axilares sostenidas por hojas caulinares, que
también se muestran curvadas hacia el haz, antes de determinarse en una flor terminal. La flecha
sefiala una flor solitaria desarrollada en la axila de una hoja de roseta. (B) Detalle de una hoja
caulinar curvada sosteniendo una flor solitaria, proxima a la flor terminal de un doble hemizigoto
35S8::PEAM6.35/35S::PEAM4.4. La flecha sefala una de las estructuras filiformes de apariencia
carpeloide desarrolladas en el pedunculo floral. (C) Detalle de una flor terminal de una planta
35S::PEAM6.35/35S::PEAMA4.25; la flecha negra senala un carpelo hipertrofiado y curvado hacia
abajo. En la zona distal de uno de los sépalos se desarrollan papilas estigmaticas sefialadas con una
punta de flecha. Son frecuentes en estas flores la fusién de sépalos y pétalos, enroscandose estos
ultimos hacia el interior desde la zona media hacia la zona distal (flecha blanca). La punta de flecha
negra sefiala un estambre de tamafio reducido en el que las anteras, de forma alargada, presentan
caracteristicas carpeloides.
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y la presencia de pétalos enroscados, caracteristicas no observadas en las flores terminales
35S::PEAMG (Figura 70C).

El fenotipo de las flores terminales mas alteradas asi como de las flores axilares mas
cercanas a éstas se analizd6 mediante SEM (Figura 71) lo que permitié observar con detalle las
alteraciones homedticas presentes en estas flores. Las transformaciones homeodticas mas
frecuentes son las observadas en los estambres, los cuales se transforman en estructuras
carpeloides. Estos 6rganos se muestran como estructuras en las que el filamento no parece
mostrar alteraciones morfoldgicas aparentes aunque adquire un tamano reducido con
respecto a los controles y en su extremo se desarrollan las anteras como estructuras mas o
menos alargadas (Figura 71A), en cuya zona distal se diferencian frecuentemente papilas
estigmaticas y células tipicas del tejido carpeloide (Figura 71C). Los pétalos aparecen
enroscados hacia el interior, principalmente en su zona distal, aunque no se ha observado
transformaciéon homeodtica en estos érganos (Figura 71A). A menudo se observan sépalos
cuya zona distal se ha transformado en tejido petaloide que tiende a enroscarse hacia debajo
(Figura 71D). Otra transformacién homedtica que también se ha identificado en los sépalos es
la aparicion en éstos de estructuras estaminoides, siendo las zonas distales de los margenes
las zonas mas transformadas (Figura 71E). Con bastante frecuencia los sépalos aparecen
como estructuras filiformes, que parecen no haber completado su desarrollo y se muestran
como vestigios de 6rgano en el “verticilo” externo de la estructura terminal (figura 71B). En las
flores axilares mas cercanas a la estructura terminal es frecuente observar la formacion de
estructuras carpeloides de forma filiforme y con papilas estigmaticas en su extremo, bien en la
zona de union con la hoja caulinar o en la union de ésta al tallo principal (Figura 71F).

También se ha observado en los dobles hemizigotos, cultivados en DL, la formacién de
flores solitarias en las axilas de las hojas caulinares (Figura 70; Tabla 36). La formacién de
flores axilares se ha observado tanto en la inflorescencia principal como en las
coflorescencias e inflorescencias secundarias, con una frecuencia superior a la observada
para las lineas homozigotas para cada uno de los transgenes (comparar tablas 24, 29 y 36).
En ocasiones estas flores desarrollan uno o dos pétalos adicionales (no mostrado).

Como algo destacable se ha observado también en estas plantas la formacion de flores
solitarias, sostenidas por un largo pedunculo, en las axilas de algunas hojas de roseta,
reemplazando las inflorescencias secundarias que se desarrollan normalmente en una
planta control (Figura 70A; Tabla 36). Esto nunca se ha observado en las plantas
35S::PEAMSG ni en las 35S::PEAMA4.
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En los dobles hemizigotos también se ha observado la presencia de hojas caulinares y de
roseta curvadas hacia el haz, que normalmente se suelen presentar simultaneamente en
una misma planta (Figura 69; Figura 70A y B; Tabla 36); la presencia simultanea de ambos
tipos de hoja ocurre con menor frecuencia en las plantas 35S::PEAM6 y practicamente no se
observan en las plantas 35S::PEAM4. En ocasiones se ha podido observar curvatura incluso
en algunos cotiledones de los dobles hemizigotos de fenotipo mas severo (no mostrado).

Tal y como ocurria en las plantas 35S::PEAM4 y 35S::PEAMG6, a excepcion de las flores
que constituyen la estructura terminal y de algunas flores axilares, las flores de las plantas
dobles hemizigotas son normales, no mostrando alteraciones con respecto a las flores de
las plantas control, o que indica que la expresiéon constitutiva conjunta de PEAM6 y PEAMA4
no produce alteraciones en el desarrollo de la flor.

La intensificacion sinérgica de los fenotipos de floracion temprana en las plantas que
contienen ambos transgenes con respecto a las plantas que sdlo portan uno de ellos, con la
aparicion de caracteristicas fenotipicas nuevas, apoya la idea de que PEAM4 y PEAMG6

interaccionen “in planta’.

Figura 71. Fenotipos de las flores terminales de los dobles hemizigotos
35S::PEAM4/35S::PEAM6 observados mediante microscopia electréonica de barrido. (A) Flor
terminal producida por una planta 35S::PEAM4.25/35S::PEAM6.35 en la que se pueden identificar
dos estambres mostrando transformacion parcial a carpelo (asterisco). El filamento no esta alterado
pero las anteras adquieren forma alargada y muestran células tipicas del tejido de carpelo. En el
centro de la figura, sefalado por una flecha, se indica la presencia de un carpelo enroscado hacia el
interior y con 6vulos ectépicos en su zona distal. La punta de flecha sefala la parte superior de un
pétalo plegada hacia el interior en su zona distal. (B) Flor terminal producida por una planta
35S::PEAM4.4/35S::PEAM6.35 mostrando un estambre carpeloide (asterisco) y dos estructuras
filiformes que se corresponden con sépalos que no han completado normalmente su desarrollo
(flechas). (C) Estambre carpeloide que consiste en un filamento relativamente corto, aunque
aparentemente sin alteraciones morfolégicas, que sostiene una estructura parcialmente ensanchada
con formacioén de papilas estigmaticas tipicas de tejido carpeloide en las zonas distales (flechas). (D)
Sépalo, con las células alargadas caracteristicas (punta de flecha negra), cuya zona distal se ha
transformado en tejido petaloide, conteniendo las células cénicas caracteristicas (punta de flecha
blanca), que tiende a enroscarse hacia debajo de manera que ha encerrado un estambre en su
interior. (E) Sépalo en el que en la zona distal de uno de sus margenes laterales las células de sépalo
(flecha blanca) han sido sustituidas por células cuya apariencia irregular recuerda a la de las células
de antera (flecha negra). (F) Detalle de una de las estructuras carpeloides formadas en el pedunculo
de una flor axilar proxima a la flor terminal; se trata de estructuras filiformes en cuya zona distal
aparecen papilas estigmaticas. Las barras verticales representan: 500 uymen Ay By 50 um en C, D,
EyF.
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Discusion

Aunque el guisante es una planta eudicotiledénea, tal como Arabidopsis thaliana y
Antirrhinum majus, el desarrollo de sus inflorescencias y flores ocurre de manera
significativamente distinta a como tienen lugar estos mismos procesos en esas especies
modelo; esto, junto con la existencia de una amplia coleccion de mutantes de guisante
afectados en dichos procesos, hacen de esta planta un modelo atractivo para estudios
comparativos en la genética molecular de la floracién.

Con el fin de profundizar en los mecanismos moleculares que controlan los procesos de
iniciacion floral y desarrollo de érganos florales en guisante, en este trabajo hemos abordado
el estudio funcional de los genes MADS de guisante PEAM1, PEAM4 y PEAMG6, aislados
previamente en nuestro laboratorio.

Debido a la baja eficiencia de transformacién del guisante, el estudio funcional de estos
genes se ha llevado a cabo mediante la expresion constitutiva de los cDNAs
correspondientes a cada uno de ellos en orientacion sentido y antisentido en plantas de
fenotipo silvestre de los sistemas heterélogos Arabidopsis y tabaco. Solo en el caso de la
transformacion de tabaco con la construccién antisentido de PEAM4 se obtuvieron plantas
que mostraron fenotipo alterado, esto probablemente sea debido a que la homologia entre
los transgenes y sus homdlogos endogenos no es lo suficientemente alta en el caso de
PEAM1 y PEAM6. También se ha llevado a cabo el ensayo de complementacion de
mutantes en genes de funcién A y B de Arabidopsis, mediante la expresion constitutiva de
los genes PEAM1y PEAMA4, respectivamente.

Por ultimo, hemos utilizado el sistema del doble hibrido como herramienta para analizar
las interacciones que tienen lugar entre los productos de genes implicados en los procesos

de iniciacién y desarrollo de flores en guisante.

1. ESTUDIO FUNCIONAL DE PEAM1

1.1. LA EXPRESION CONSTITUTIVA DE PEAM1 EN SISTEMAS TRANSGENICOS
HETEROLOGOS APOYA LA HIPOTESIS DE UNA POSIBLE FUNCION COMO UN GEN
DE IDENTIDAD DE ORGANO DE TIPO B

El gen PEAM1 comparte homologia de secuencia y patrén de expresion (Ferrandiz, 1996;
Navarro, 2001) con genes de identidad de 6rgano floral de clase B del grupo GLO (Theifen
et al., 2000) como Pl'y GLO, de Arabidopsis y Antirrhinum, respectivamente.

Los fenotipos florales resultantes de la expresion constitutiva de PEAM1 en plantas de
Arabidopsis y de tabaco son consistentes con una posible funcion de PEAM1 como gen de

identidad de 6rgano de funcion B. Los fenotipos obtenidos se pueden explicar, en ambos
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casos, teniendo en cuenta los patrones iniciales de expresion espacial de la pareja de genes
endogenos de funcion B en cada una de las especies, PI/AP3, en Arabidopsis, y
NTGLOINTDEF, en tabaco, y el mecanismo de autorregulacion, mediado por la formacion
del heterodimero de ambos tipos de polipéptidos, que parece controlar el mantenimiento de

la expresion de estos genes (Davies y Schwarz-Sommer, 1994; Davies et al., 1999b).

1.1.1. Expresion constitutiva de PEAM1 en tabaco

La expresion constitutiva del gen PEAM1 en tabaco produce cambios en la identidad de los
organos florales del primer y cuarto verticilo. Asi, las flores de las plantas 35S::PEAM1
presentan sépalos petaloides y carpelos estaminoides. Este fenotipo es, en esencia, similar
al mostrado por plantas de tabaco 35S::GLO y 35S::GLO/35S::DEF, que expresan
constitutivamente los genes de tipo B de Antirrhinum majus (Davies et al., 1996b). También
se parece al de las plantas transgénicas de Gerbera hybrida resultantes de la expresion
constitutiva del gen GGLO1, el homdlogo funcional de GLO en gerbera, donde los pappi
(sépalos altamente modificados para la dispersion de semillas) son transformados en
corolas y los carpelos en estambres (Yu et al., 1999).

En tabaco, los genes NTDEF y NTGLO son los homdlogos funcionales de los genes de
funcion B de Antirrhinum DEF y GLO, respectivamente (Davies et al., 1996b; Hansen et al.,
1993). Sus patrones de expresion son similares a los de sus homodlogos de Antirrhinum. La
expresion de NTGLO se restringe a la region del meristemo floral que dara lugar a los
pétalos y a los estambres mientras que NTDEF se expresa en los cuatro verticilos,
observandose niveles altos de su transcrito en pétalos y estambres, moderados en carpelos
y apenas detectables en sépalos. En las flores de la planta silvestre la expresién de ambos
genes se solapa en el segundo y tercer verticilo. Cuando la expresion de 35S::PEAM1 se
superpone a la expresion de los genes endogenos el resultado es que PEAM1, homadlogo a
NTGLO, podria interaccionar con el producto del gen NTDEF, ademas de en los verticilos
segundo y tercero, en el primer y cuarto verticilo, de manera que la funcién B se hallaria
activa también en estos dos verticilos. Esto seria lo que conduce a las conversiones
homedticas del primer verticilo, de sépalo a pétalo, y del cuarto, de carpelo a estambre
(Figura 72).

El hecho de que las conversiones observadas en el primer y cuarto verticilo de las
plantas 35S::PEAM1 sean parciales supone un indicio de que la capacidad del heterodimero
heterdlogo PEAM1/NTDEF para activar el sistema de autorregulacién de los genes B
endbégenos sea menor que la que tendria el heterodimero endégeno NTGLO/NTDEF. Se

ha propuesto que la activacion autorreguladora de la expresion de los genes de funcién B
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Figura 72. Esquema del efecto resultante de la expresion de PEAM1 sobre la expresion de los
genes de funcion B de tabaco y sobre el desarrollo de los érganos florales. En |la parte superior
se muestran los patrones de expresion de los genes endégenos NTDEF y NTGLO en flores silvestres
y en la parte inferior los de los genes enddgenos y el transgén PEAM1 en las plantas 35S::PEAM1.

podria deberse a la interaccién directa del heterodimero DEF/GLO con los promotores de
DEF y GLO, ya que se ha mostrado la unién in vitro del heterodimero DEF/GLO a las cajas
CarG de ambos promotores (Davies et al., 1996a; Schwarz-Sommer et al., 1992; Trobner et
al., 1992; Zachgo et al., 1995). También se ha comprobado la union in vitro del heterodimero
PI/AP3 al promotor de AP3 (Hill et al., 1998; Tilly et al., 1998). Trasladando esta situacion a
las plantas de tabaco 35S::PEAM1, habria que proponer que el heterodimero
NTDEF/PEAM1 es capaz de activar, al menos parcialmente, la expresion de algunos de los
genes diana que conducen al desarrollo de pétalos y de estambres, y a los dos genes
endogenos de funcion B. Asi, en las plantas 35S::PEAM1 se detecta la expresion del gen
endogeno NTGLO en el cuarto verticilo y un aumento del nivel de expresién del gen NTDEF
en los verticilos primero y cuarto. La activacion de la expresion de los dos genes enddgenos
en el cuarto verticilo de las plantas de tabaco 35S::PEAM1 explicaria el porqué se observan
fenotipos mas severos en el cuarto verticilo de sus flores que en el primero. Se ha
observado que el fenotipo del cuarto verticilo de las plantas de tabaco 35S::PEAM1 es
notablemente mas severo que el mostrado por las plantas de tabaco 35S::GLO, donde no se
ha detectado activacion de ninguno de los genes de funcién B enddgenos.

A diferencia de lo que ocurre con respecto a la intensidad de las transformaciones en el

cuarto verticilo, el fenotipo mostrado por el primer verticilo de las flores 35S::PEAM1 es poco
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severo, menos que el que se observa en el primer verticilo de las plantas de tabaco
35S::GLO. Esto probablemente refleje una menor capacidad del heterodimero
NTDEF/PEAM1, en comparacion con la del NTDEF/GLO, para activar a los genes diana del
desarrollo de pétalos, aunque, como acabamos de mencionar, sea mas efectivo en activar a
los de desarrollo de estambres. De hecho, a diferencia de lo que se observa en las plantas
35S::GLO, donde se induce la expresion del gen endégeno NTGLO en el primer verticilo,
esta induccion no se observa en las plantas 35S:PEAM1. En las plantas
35S::GLO/35S::DEF se ha descrito una intensificacion del fenotipo petaloide del primer
verticilo con respecto al mostrado por las plantas 35S::GLO, intensificacion que correlaciona
con una mayor expresion del gen endégeno NTGLO en este verticilo. Sin embargo, en estas
plantas la transformacion del cuarto verticilo no se ve afectada por la presencia o ausencia
de 35S::DEF y sigue siendo mas débil que la que muestran las plantas 35S::PEAM1 (Davies
et al., 1996b).

Se ha sugerido que la exclusién de la expresion de GLO de las regiones internas de las
anteras en desarrollo en plantas silvestres de Antirrhinum podria ser importante para el
desarrollo del polen (Davies et al., 1996b); esto explicaria la reduccién en la produccion de
polen observada en las flores de tabaco 35S::PEAM1, en las que PEAM1 se debe de estar
expresando constitutivamente en todos los tejidos, y que también ha sido observada en las
flores 35S::GLO y 35S::GLO/ 35S::DEF (Davies et al., 1996b).

En tabaco, la expresiéon constitutiva de PEAM1 no tiene efectos fuera de los 6rganos
florales. Estas plantas no muestran adelanto en el tiempo de floraciéon ni alteraciones
morfolégicas en las hojas vegetativas o en las bracteas. En las plantas de tabaco
35S::PEAM1 no se ha observado induccién de los genes endégenos NTGLO y NTDEF en
las hojas; sin embargo, se ha observado la expresion del gen NTDEF en hojas de las
plantas 35S::DEF/35S/GLO, aunque no en las de las plantas que expresan solo uno de los
dos genes de tipo B, lo que sugiere que ambas proteinas se requieren para la induccion de
NTDEF (Davies et al., 1996b). No obstante, en las plantas 35S::DEF/35S/GLO no se ha
observado la expresion del gen NTGLO en las hojas de estas plantas, lo que sugiere que la
regulacion de los dos genes de funcién B usa mecanismos diferentes y en algunos casos
puede requerir funciones especificas de tejido (Davies et al., 1996b). La incapacidad de los
genes de funcién B para promover el desarrollo de los érganos florales fuera del contexto de

la flor sugiere que se requiere la participacion de otros factores adicionales.
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1.1.2. Expresion constitutiva de PEAM1 en Arabidopsis

La expresion constitutiva de PEAM1 en Arabidopsis ocasiona transformaciones homedticas
en el primer verticilo, dando lugar a 6rganos mosaico que tienen tanto tejido de sépalo como
de pétalo.

En Arabidopsis, los transcritos de Pl se detectan inicialmente en los tres verticilos
internos (Goto y Meyerowitz, 1994), mientras que los transcritos de AP3 se encuentran
inicialmente en los tres verticilos externos (Jack et al., 1992; Weigel y Meyerowitz, 1993). La
expresion de ambos genes se solapa en estadios tempranos del desarrollo en el segundo y
tercer verticilo, donde los polipéptidos interaccionan. Cuando la expresion de PEAM1 bajo el
promotor constitutivo 35S se superpone a estos patrones de expresién, PEAM1 puede
interaccionar con AP3 en el primer verticilo; de este modo la funcién B seria activa y se
mantendria también en este verticilo y esto seria lo que conduce a la conversion homedtica

del primer verticilo de sépalo a pétalo (Figura 73).
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Figura 73. Esquema del efecto resultante de la expresion de PEAM1 sobre la expresion de los
genes de funcion B de Arabidopsis y sobre el desarrollo de los 6rganos florales. En la parte
superior se muestran los patrones de expresion de los genes endégenos AP3y Pl en flores silvestres
y en la parte inferior los de los genes endogenos y el transgén PEAM1 en las plantas 35S::PEAM1.

El fenotipo de las plantas 35S::PEAM1 es similar al mostrado por plantas de Arabidopsis
transformadas con la construccion 35S::P/ asi como al de las transformadas con las

construcciones quiméricas 35S::SRF-P/ 6 35S::MEF2-P/, en las que la mitad de la caja
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MADS de PI se habia sustituido por las correspondientes secuencias de las proteinas
humanas SRF y MEF2 (Krizek y Meyerowitz, 1996a; Riechmann y Meyerowitz, 1997b). Este
fenotipo es también similar al mostrado para la expresion constitutiva en petunia del gen de
clase B de petunia GREEN PETALS (Halfter et al., 1994). Al igual que en las plantas de
Arabidopsis 35S::PEAM1 el primer verticilo de las flores de las transgénicas de petunia esta
constituido por 6rganos mosaico que poseen tejido de sépalo y de pétalo. En petunia se ha
demostrado que la formacion de estos érganos mosaico se debe a que, a pesar de que el
35S se considera un promotor constitutivo, la expresion del transgén, en los érganos del
primer verticilo de estas flores, sélo se da en estadios relativamente tardios de su desarrollo
(Halfter et al., 1994).

La conversién homedética del primer verticilo hacia pétalo es mas completa en las plantas
de Arabidopsis transformadas con la construccion 35S::Pl que en las plantas 35S::PEAM1,
lo que sugiere que el heterodimero PI/AP3 es mas activo que el PEAM1/AP3 en la induccion
de la expresion de sus genes diana, incluido el gen AP3. Asimismo, el caracter petaloide del
primer verticilo es aun mas acentuado en las plantas de Arabidopsis que expresan
constitutivamente al mismo tiempo los dos genes de funcién B de esta especie, Pl y AP3
(Krizek y Meyerowitz, 1996a). Este fenotipo indica que el heterodimero PI/AP3 que se forma
por expresién exclusiva de 35S::Pl no es suficiente para mantener una expresion
suficientemente elevada de AP3 en el primer verticilo. En todos los casos se ha observado
un mayor grado de conversion a tejido de pétalo en las zonas basal y media de estos
organos, asi como en sus margenes. Una caracteristica de las flores 35S::PEAM1, que no
se ha descrito para las 35S::Pl, es que en las flores 35S::PEAM1 la transformacion
homedtica de los sépalos afecta mucho mas a la superficie adaxial que a la abaxial.

La expresion constitutiva de PEAM1 en Arabidopsis no tiene efecto sobre el tiempo de
floraciéon y tampoco se han observado alteraciones fenotipicas fuera de los 6rganos florales.
Ademas, la expresion constitutiva de PEAM1 no altera ni el numero de verticilos ni el de
organos florales.

En Arabidopsis la expresion constitutiva de los dos genes de tipo B al mismo tiempo,
35S::PI[35SAP3, da lugar a flores con dos verticilos de pétalos y dos de estambres pero,
ademas, estas plantas presentan adelanto de la floracién y curvatura en las hojas de roseta
y caulinares, un fenotipo que no se ha encontrado cuando se expresa constitutivamente sélo
uno de los dos (Krizek y Meyerowitz, 1996a). La expresion constitutiva simultanea de AP3 y
PI causa que algunas de las hojas caulinares producidas tardiamente en la inflorescencia
sean petaloides (Krizek y Meyerowitz, 1996a). Este mismo fenotipo lo muestran también las
plantas 35S::SRF-AP3 35S::SRF-P/ y 35S:MEF2-AP3 35S:MEF2-P/ (Riechmann vy

Meyerowitz, 1997b). Puesto que ni las hojas de roseta ni las hojas caulinares tempranas
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presentan esta transformacién se postula la existencia de un gradiente de algun factor que
se requiere para dicha transformacion.

Los intentos fallidos de convertir los érganos vegetativos en érganos florales alterando la
expresion de los genes A, B y C (Mizukami y Ma, 1992; Krizek y Meyerowitz, 1996a) han
llevado pensar que los genes ABC son necesarios pero no suficientes para especificar la
identidad de los érganos florales y que otros factores adicionales son necesarios para que
estos genes sean activos fuera de la flor. Recientemente se ha demostrado que en
Arabidopsis la actividad de los genes de identidad de 6rgano B y C requiere de la
participacion de los genes SEPALLATA1/2/3 (SEP1/2/3, Ma et al., 1991; Mandel y Yanofsky,
1998).

El fenotipo de las plantas de Arabidopsis 35S::PEAM1 pone de manifiesto que, PEAM1
es suficiente para especificar la identidad de los pétalos y por tanto confirma la hipotesis,
sugerida a partir de los datos de homologia de secuencia y patron de expresion, de que

PEAM?1 pueda funcionar como un gen de identidad de 6rgano floral de funcion B.

1.2. LOS ENSAYOS DE COMPLEMENTACION CON PEAM1 DE MUTANTES DE
IDENTIDAD DE ORGANO FLORAL DE CLASE B DE Arabidopsis APOYAN LA
HIPOTESIS DE QUE PEAM1 ES EL HOMOLOGO FUNCIONAL DE P/

Nuestros resultados muestran que la expresion constitutiva de PEAM1 es capaz de
complementar, al menos parcialmente, la mutacién fuerte pi-71. Hasta la fecha no existen
referencias previas del uso de la complementacion heteréloga como herramienta para
ensayar la funcién de presuntos genes de funcion B. El Unico caso relacionado es el de la
introduccion de diversas versiones del gen DEF, de Antirrhinum, en plantas de Arabidopsis
mutantes para el gen AP3, homdlogo funcional de DEF (Irish y Yamamoto, 1995; Samach et
al., 1997). Este tipo de experimentos no han sido tanto encaminados a conocer la posible
funcién del gen DEF, previamente esclarecida gracias a la caracterizacion del fenotipo
causado por la mutacion en Antirrhinum (Sommer et al., 1990, 1991), como a dilucidar la
divergencia de funciones de este gen entre las dos especies y a analizar su regulacion
transcripcional (Irish y Yamamoto, 1995; Samach et al., 1997).

Las flores del mutante pi-1 muestran conversion homedética de pétalos a sépalos en el
segundo verticilo, mientras que, los 6rganos del tercer verticilo estan ausentes o son de
naturaleza filamentosa; ademas de eso, un gineceo anormalmente grande, formado por mas
de dos carpelos, ocupa el centro de la flor (Bowman et al., 1989; Hill y Lord, 1989). En las
flores 35S::PEAM1 pi-1 el segundo verticilo se halla completamente restaurado tanto en el

numero como en la forma de los pétalos que lo ocupan; en el tercer verticilo también se
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produce restauracion, aunque ésta es parcial y se producen estambres totalmente normales
y otras estructuras con caracteristicas intermedias entre estambres y carpelos; los sépalos
son anormales, mostrando el fenotipo petaloide tipico de la expresién constitutiva de PEAM1
en plantas silvestres. Este fenotipo es, en esencia, igual al de la complementacion parcial
mostrada por las flores de las plantas pi-7 transformadas con la construccién 35S::P/ (Krizek
y Meyerowitz, 1996a; Riechmann y Meyerowitz, 1997b) o con las construcciones quiméricas
35S::SRF-PI 6 35S::MEF2-PI (Riechmann y Meyerowitz, 1997b). No se han observado
diferencias significativas entre el grado de complementacion obtenido mediante la
complementacion del mutante pi-7 con la construccidon del gen homologo 35S::Pl y el
obtenido con la construccion 35S::PEAM1, sin embargo, en las plantas 35S::P/ pi-1 se ha
descrito una reduccion del grado de complementacién de forma acropétala (Riechmann y
Meyerowitz, 1997b) que no se ha observado en las plantas 35S::PEAM1 pi-1.

Se ha descrito que la expresion constitutiva conjunta de los dos genes de tipo B de
Arabidopsis, Pl y AP3, complementa soélo parcialmente el fenotipo mutante pi-1 y
transforman esta mutacién recesiva en parcialmente dominante (Krizek y Meyerowitz,
1996a). La mutacién pi-1 da lugar a un codén de parada 22 aa después de la caja MADS;
esta proteina podria interaccionar con las proteinas AP3 enddgenas y transgénicas dando
lugar a un complejo funcionalmente inactivo. Se ha sugerido que el fenotipo semidominante
se podria deber a la produccion de niveles altos del producto del gen mutado generados por
la activacion del gen enddégeno pi como resultado de la expresion constitutiva de Pl y AP3
(Krizek y Meyerowitz, 1996a). Una menor produccion del este producto mutado en las
plantas 35S::PEAM1 pi-1 o 35S::PI pi-1 podria explicar el mayor grado de complementacion
observado en estas plantas en comparacion con el mostrado por las plantas 35S::P/
35S::AP3 pi-1.

En las plantas pi-1 transformadas tanto con las construcciones 35S::PEAM1 como con
35S::PI se observa una diferencia en el grado de rescate de los érganos del segundo y del
tercer verticilo (Krizek y Meyerowitz, 1996a; Riechmann y Meyerowitz, 1997b). Una posible
explicacion de la restauracion sélo parcial del fenotipo silvestre en el tercer verticilo de las
plantas 35S::PEAM1 pi-1 o 35S::PI pi-1 podria ser que al promotor 35S le falten algunos
elementos reguladores, presentes en el promotor de PI, necesarios para conducir la
expresion de manera efectiva en dicho verticilo. Esta hipotesis ha sido propuesta para
explicar el caracter parcial del rescate que se observa en las flores de las plantas ap3-3
transformadas con el cDNA de AP3 fusionado al promotor 35S (Jack et al., 1994). Sin
embargo, un clon genémico de AP3 rescata completamente el fenotipo floral de los
mutantes ap3-1 (débil) y ap3-3 (fuerte) (Irish y Yamamoto, 1995; Okamoto et al., 1994) y

también se ha observado complementacion completa con construcciones de cDNA de AP3
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fusionada al promotor de AP3 (Irish y Yamamoto, 1995). Hasta la fecha no se ha llevado a
cabo, sin embargo, la complementacién genética de la mutacion pi-7 con un clon genémico
de PI, lo que permitiria comparar los resultados de las complementaciones de los mutantes
piy ap3 con sus correspondientes genes. A diferencia de lo que ocurre con el clon genémico
de DEF, el cual es capaz de reemplazar a AP3 en producir pétalos y estambres en los
mutantes ap3-1 y ap3-3 (Samach et al., 1997), se ha observado que una construccion
quimérica de una fusion de cDNA AP3-DEF, bajo el control del promotor de APS3,
complementaba parcialmente la mutacion ap3-3 pero fue incapaz de producir ningin pétalo
o estambre silvestre (Irish and Yamamoto, 1995). En este caso la falta de complementacion
completa ha sido explicada por la incapacidad de la proteina DEF en activar su propia
transcripcion mediante el promotor de AP3 (Samach et al, 1997). Una diferencia entre la
complementacion del mutante ap3-3 con la construccion 35S::AP3 y la del mutante pi-1 con
la construccién 35S::PEAM1 6 35S:Pl es que, incluso en las flores 35S: Pl pi-1 y
35S::PEAM1 pi-1 que muestran los fenotipos menos complementados, los érganos del
segundo verticilo son siempre rescatados en numero, forma y tamafio normal; sin embargo,
en las flores mas complementadas 35S::AP3 ap3-3 aparecen pétalos sélo parcialmente
restaurados, que muestran sectores sepaloides. Esto podria sugerir que, en pétalos, la
expresion del promotor de Pl requiere para su activacion niveles menores del heterodimero
AP3/PI que el promotor de AP3.

La construccién 35S::PEAM1 no fue, sin embargo, en absoluto capaz de complementar el
fenotipo de los mutantes ap3-1 y ap3-3 de Arabidopsis. La complementacion especifica de
la mutacién pi-1 por PEAM1 y el resultado de la expresién constitutiva de este gen en
sistemas transgénicos heterélogos apoyan la hipotesis de que el gen PEAM1 es el
homologo funcional de guisante del gen de identidad de érgano floral de tipo B, PI.

A diferencia de los genes de clase B identificados hasta el momento, cuya expresion es
especifica de flores, se ha detectado también expresion de PEAM1 en primordios foliares de
guisante, aunque con un nivel de expresidon mas bajo que el mostrado en flores (Navarro,
2001). En guisante, el gen UNI, homodlogo funcional de LFY y FLO de Arabidopsis y
Antirrhinum, respectivamente (Carpenter y Coen, 1990; Coen et al., 1990; Hofer et al., 1997;
Huala y Sussex, 1992; Schultz y Haughn, 1991a; Weigel y Meyerowitz, 1993; Weigel et al.,
1992), y el gen STP, homdlogo funcional de UFO y FIM, de Arabidopsis y Antirrhinum,
respectivamente (Levin y Meyerowitz, 1995; Simon et al., 1994; Taylor et al., 2001;
Wilkinson y Haughn, 1995), ademas de regular el desarrollo de los meristemos florales, son
necesarios para el correcto desarrollo de la hoja compuesta, controlando el nivel de
complejidad de la misma (Hofer et al., 1997; Taylor et al., 2001). Puesto que LFY y UFO

actuan conjuntamente para activar la expresiéon de los genes de clase B, AP3y Pl en las
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flores (Honma y Goto, 2000; Parcy et al., 1998), cabe pensar que en guisante UNI'y STP
activen a PEAM1 en las hojas y que éste también juegue un papel en el desarrollo de dichos
organos.

En ningun caso se ha detectado que la expresion constitutiva de PEAM1 afecte al
desarrollo de las hojas de tabaco o Arabidopsis. Esto no resulta extrafio ya que, aunque
PEAM1 pudiera jugar un papel en el circuito que regula el desarrollo de la hoja compuesta
de guisante, es mas que probable que en las hojas simples de tabaco y Arabidopsis no se

encuentren presentes gran parte de las otras proteinas que participen en dicho proceso.

2. ESTUDIO FUNCIONAL DE PEAM4

En este trabajo se ha llevado a cabo una caracterizacion de la funcién de PEAM4, el
homodlogo de SQUA/AP1T en guisante. AP1y SQUA son genes MADS-box pertenecientes a
la subfamilia SQUA, que incluye genes MADS-box de otras muchas especies de plantas
(Theifen et al., 2000). En esta subfamilia de genes de plantas dicotiledéneas se pueden
distinguir dos clades: una esté representado por AP7y SQUA y la otra por genes tales como
FUL, de Arabidopsis (Gu et al., 1998). Mientras que se ha caracterizado la funcién de varios
genes de la clade FUL de especies diferentes (Ferrandiz et al., 2000a; Immink et al., 1999;
Kyozuka et al., 1997; Sung et al., 1999), no se ha analizado con detalle la funcidén de genes
del clade AP1/SQUA de otras plantas que no sean Arabidopsis y Antirrhinum.

Varias lineas de evidencia indican que PEAM4 es el homdlogo funcional en guisante de
los genes AP1, de Arabidopsis, y de SQUA, de Antirrhinum. Por un lado, la secuencia
aminoacidica deducida de PEAM4 (Ferrandiz, 1996) muestra un alto nivel de homologia a
las de AP1y SQUA, y a las de otros miembros de la clade tales como CAL. Por otro, el
patron de expresion de PEAMA4 (Ferrandiz, 1996; Navarro, 2001), aun con ciertas
particularidades posiblemente relacionadas con la peculiar ontogenia de la flor de guisante,
es equivalente al descrito para AP71 de Arabidopsis (Mandel et al., 1992b) y difiere sélo
ligeramente del de SQUA, el cual se expresa, adicionalmente, en la parte basal del carpelo
en desarrollo (Huijser et al., 1992). Por ultimo, los resultados de este trabajo muestran que la
expresion constitutiva de PEAM4 causa adelanto del tiempo de floracién y, en Arabidopsis,
transformaciones de las inflorescencias en flores; ademas de eso, la expresion constitutiva
de PEAM4 fue capaz de rescatar los defectos en los 6rganos florales del mutante fuerte
ap1-1.

Otro apoyo adicional de que PEAM4 es el homdlogo funcional de AP1/SQUA procede de
resultados recientes que indican que el fenotipo del mutante pim de guisante es causado por

mutaciones que provocan la pérdida de la funcién de este gen (S. Taylor, J. Hofer, J.
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Sollinger, M. Knox, S. Singer, N. Ellis and I. Murfet, comunicacién personal). El fenotipo del
mutante pim, que se ha comparado con el de los mutantes ap7 o squa, se caracteriza por la
sustitucion de los meristemos florales por estructuras proliferativas que producen flores
anormales que, aunque de fenotipo variable, presentan, como defectos mas comunes, la
conversién de los sépalos en estructuras bracteoides, ausencia de pétalos y, en ocasiones,
fusiéon de estambres a carpelos (Singer et al., 1994; S. Taylor, J. Hofer, J. Sollinger, M.

Knox, S. Singer, N. Ellis y I. Murfet, comunicacion personal).

2.1. EFECTO DE LA EXPRESION CONSTITUTIVA DE PEAM4 EN EL TIEMPO DE
FLORACION Y LA ARQUITECTURA DE LA INFLORESCENCIA DE Arabidopsis Y
TABACO

El tiempo y la posicion en que se inician las flores determina la arquitectura de la
inflorescencia de una planta. El analisis de los fenotipos mutantes y de los patrones de
expresion de los genes LFY y AP1 de Arabidopsis thaliana, y de sus homaologos funcionales
en Antirrhinum majus, FLO y SQUA, respectivamente, sugiere que estos genes juegan un
papel determinante en el proceso de la iniciacion floral de estas plantas modelo,
especificando la identidad del meristemo floral (Coen et al., 1990; Davies et al., 1999;
Huijser et al., 1992; Mandel et al., 1992b; Weigel et al., 1992). Mutaciones en cualquiera de
estos genes producen fenotipos en los que los meristemos florales son reemplazados por
inflorescencias. LFY parece jugar un papel mas prominente que AP en la iniciacion floral de
Arabidopsis, como lo indica el que se den las conversiones mas severas de las flores a
inflorescencias en los mutantes Ify. Esto se explica por la existencia de homdlogos a AP1,
como CAL y FUL, que actuan redundantemente con AP17 en el control de la identidad del
meristemo floral en esta especie (Bowman et al., 1993; Ferrandiz et al., 2000a). En
Antirrhinum ambos mutantes, flo y squa, exhiben un fenotipo fuerte de inflorescencia,
sugiriendo que en la iniciacion floral en esta especie podria no existir un nivel de
redundancia tan alto para la funcién squa. Hasta la fecha no se ha encontrado en
Antirrhinum ningun gen que pudiera tener una funcion equivalente a CAL; no obstante, se ha
descrito recientemente en esta especie la caracterizacion de DEFH28, un gen que parece
ser el homologo funcional de FUL (Mdller et al., 2001). En tabaco, donde el fenotipo mutante
para este gen no ha sido descrito, el que el homoélogo de LFY se expresa fuertemente en el
SAM, desde estadios tempranos del desarrollo, cuando todavia es vegetativo (Amaya et al.,
1999; Kelly et al., 1995), quizas sugiere que, en esta especie, otros genes, homdlogos a
AP1, podrian tener un papel mas relevante en la especificacion de la identidad de los

meristemos florales. En guisante, con una arquitectura de inflorescencia diferente a la de
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Arabidopsis o Antirrhinum, UNI, el ortdlogo de LFY/FLO, se expresa también en tejidos
florales y hojas y, de hecho, los mutantes uni exhiben una morfologia de la hoja alterada
(Hofer et al., 1997). Por el contrario, PEAM4, el homdlogo de AP1/SQUA de guisante se
expresa soOlo en tejidos florales, lo cual sugiere que su papel estaria restringido a la
iniciacién y el desarrollo floral.

Se ha mostrado que la expresidon constitutiva de los genes de identidad de meristemo
floral tales como LFY, AP1 o FUL, y algunos de sus homdlogos, causan floracion temprana
en diferentes especies y, en Arabidopsis, causan también la conversién de los meristemos
inflorescentes en meristemos florales (Elo et al., 2001; Ferrandiz et al., 2000b; He et al.,
2000; Jang et al., 1999; Kyozuka et al., 1997; Mandel y Yanofsky, 1995b; Mouradov et al.,
1998; Nilsson y Weigel, 1997; Pefa et al., 2001; Rottmann et al., 2000; Southerton et al.,
1998; Sung et al., 1999; Weigel y Nilsson, 1995). Las plantas de Arabidopsis 35S:.LFY y
35S::AP1, cultivadas bajo condiciones de DL o de DC, florecen tras producir un menor
numero de hojas, tanto de roseta como caulinares, que las plantas control sin transformar
(Mandel y Yanofsky, 1995b; Weigel y Nilsson, 1995).

De acuerdo con la idea de que, como AP1 o SQUA, PEAM4 podria funcionar como un
gen de identidad de meristemo floral, la expresidon constitutiva de este gen causa adelanto
de la floracion tanto en Arabidopsis como en tabaco. En Arabidopsis, las plantas
35S::PEAM4 florecen con menor niumero de hojas, de roseta y caulinares, que los controles,
tanto cuando se cultivan bajo condiciones de DL como de DC; también se produce la
conversién de apices de inflorescencia en flores terminales y la aparicién de flores solitarias
en las axilas de las hojas caulinares y de hojas caulinares curvadas. El fenotipo de las
plantas 35S::PEAM4 reproduce el causado por la expresion constitutiva de AP7; no
obstante, el fenotipo de las plantas de Arabidopsis 35S::PEAM4 es menos severo que el
descrito para la expresion constitutiva de AP7 (Mandel y Yanofsky, 1995b). La expresion
constitutiva de PEAM4 en el fondo genético ap7-1, ademas del rescate del fenotipo floral
que se discute en el siguiente apartado, causé también adelanto de la floracion con
conversion del apice de la inflorescencia principal en flor terminal, una reduccién del numero
de coflorescencias presentes en la inflorescencia principal y la aparicidon de flores solitarias
en las axilas de las hojas caulinares. En el fondo genético ap7-1, a diferencia del efecto
mostrado sobre el fondo genético silvestre, la construccidon 35S::PEAM4 no causoé reduccion
en el numero de hojas caulinares, aunque si en el de hojas de roseta con respecto al
mostrado por las plantas ap7-1. Las plantas 35S::PEAM4 ap1-1 reproducen el efecto de la
construccion 35S::AP17 en la inflorescencia del mutante ap7-7, aunque el fenotipo de estas

ultimas es mas extremo.
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La aceleracioén de la floracidon causada por la construccion 35S::PEAM4 en tabaco mostro
un claro patrén dosis-dependiente. En algunas de las lineas transgénicas, las plantas
florecieron tras producir un numero de hojas cinco veces inferior al producido por la planta
silvestre. En este sentido, el efecto de la expresion constitutiva de PEAM4 fue mucho mas
dramatico en tabaco que en Arabidopsis, sugiriendo quizas un papel mas prominente de los
genes relacionados con AP17 en la iniciacion floral en tabaco. Las Unicas modificaciones
obvias de la arquitectura de la inflorescencia de las plantas de tabaco transformadas con la
construccion 35S::PEAM4 fueron la reduccion en el grado de ramificacion de las
inflorescencias que componen la estructura apical y, en concordancia, la disminucién del
numero de flores producido en las inflorescencias primarias y secundarias. El efecto
aparentemente mas leve de la expresion constitutiva de PEAM4 sobre la arquitectura de la
inflorescencia de tabaco que sobre la de Arabidopsis puede deberse a la naturaleza cimosa
de la inflorescencia de tabaco, en la que los meristemos de inflorescencia se diferencian en

flores terminales.

2.2. UN NUEVO FENOTIPO DE FLORACION INHIBIDA CAUSADO POR LA EXPRESION
CONSTITUTIVA DE PEAM4 EN TABACO

En tabaco el transgén 35S::PEAM4 también produjo plantas con un fenotipo de floracion
inhibida. De las seis lineas 35S::PEAM4 que se han estudiado con detalle en este trabajo, la
linea T-48 fue la que mostré el fenotipo mas severo de adelanto del tiempo de floracion. Sin
embargo, algunas de las plantas de la poblacion T, de esa linea, en lugar de florecer
tempranamente, parecian tener inhibida la floracién. En estas plantas, a diferencia a lo que
ocurria en las plantas control, la inflorescencia se hallaba reemplazada por una estructura
vegetativa, que mostraba una fuerte reduccién en la longitud de los entrenudos, un habito de
crecimiento indeterminado, pérdida de la dominancia apical y cambios en la morfologia de la
hoja. El analisis del fenotipo de estas plantas 35S::PEAM4.48 sugiere que en ellas se
produce la transicion a la fase reproductiva pero que la iniciacion floral no tiene lugar. La
floracion retrasada en tabaco se ha descrito para otros genotipos. Por ejemplo, el mutante
Maryland Mammoth muestra un crecimiento vegetativo indefinido bajo condiciones de DL
(Allard, 1919). De manera similar, las plantas de tabaco que expresan constitutivamente el
gen CEN, atraviesan una fase vegetativa excepcionalmente larga antes de florecer (Amaya
et al., 1999). Sin embargo, en estos casos el fenotipo de la planta durante la fase vegetativa
parece constante en términos de tamafo de hoja y longitud de los entrenudos hasta que se
alcanza la transicion a la fase reproductiva con la formacion de la flor terminal (Allard, 1919;

Amaya et al., 1999). Las bases moleculares para el fenotipo de no floracion de la linea
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35S::PEAM4.48 no estan claras, aunque se podria explicar por una inhibicién de la iniciacion
floral a través del silenciamiento génico de genes relacionados con AP1. Esto se ve apoyado
por la ausencia de la expresion de los genes NAP71-1 y NAP1-2 en los apices de tallos
axilares de posiciones acropétalas del tallo principal de las plantas 35S::PEAM4.48 con
fenotipo de no floracién, lo que indica la naturaleza vegetativa de estos apices, y por la
reduccion de la expresion de dichos genes en apices florales y en las flores que,
ocasionalmente, llegaron a formar en ramas terciarias de algunas de ellas.

Visto de este modo, la “inflorescencia” de las plantas 35S::PEAM4.48 representaria una
nueva fase de desarrollo, con la funcién de AP71 muy reducida, lo que conduciria a la
formacion de nuevos rasgos en la morfologia de la hoja y en la longitud de los entrenudos.
Esta nueva fase puede reflejar la actividad de NFL, cuya expresiéon no se ve alterada en las
plantas 35S::PEAM4 con fenotipo de no floracién, y de otras rutas del proceso de iniciacion
floral. Alternativamente, el severo bloqueo de la iniciacién floral causado por 35S::PEAM4 en
estas plantas podria ser el reflejo de un requerimiento estricto de la funcién AP1 para la
iniciacion floral en tabaco. Esto podria deberse a un papel menos prominente de la ruta LFY
en la iniciacion floral en tabaco y/o a una menor redundancia de la ruta AP17 en tabaco.

Es posible en las plantas 35S::PEAM4.48 que no florecen se esté silenciando
simultaneamente mas de un gen relacionado con AP1. Aunque mediante analisis Northern
se ha mostrado la supresion de la expresiéon de los genes NAP71-1 y NAP1-2 no podemos
excluir la posibilidad de que en tabaco haya otros genes no identificados, homadlogos a los
genes testados, cuya expresion se halle también reducida en estas plantas. De hecho, el
fenotipo observado recuerda a la inhibicion de la floracion que se produce en el triple
mutante ful ap1 cal de Arabidopsis (Ferrandiz et al., 2000a). Un fenotipo de no floracion
similar al observado en las plantas de la linea 35S::PEAM4.48 de tabaco se ha descrito
también para plantas de petunia donde se cosuprimié el PETUNIA FLOWERING GENE
(PFG), un gen que también pertenece a la subfamilia SQUA y esta relacionado con FUL. En
la cosupresion de PFG también se observd el silenciamiento del gen FLORAL BINDING
PROTEIN26 (FBP26), un homodlogo de petunia del gen SQUA de Antirrhinum (Immink et al.,
1999).

El fendbmeno de la cosupresion, descrito repetidamente en los ultimos afios en plantas
transgénicas, implica el silenciamiento simultaneo de la expresion del transgén y de genes
endogenos homologos (Baulcombe y English, 1996; Dorlhac de Borne et al., 1994; EImayan
y Vaucheret, 1996; revisado en Flavell, 1994; Matzke y Matzke, 1995; Meyer, 1995; Napoli
et al., 1990; van der Krol et al., 1990). Se supone que la diana de la cosupresion es el RNA
ya que experimentos de “run-off’ nuclear han mostrado que la cosupresion no afecta a la

transcripcién de los genes enddgenos ni a la de los transgenes sino que ocurre a nivel post-
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transcripcional (de Carvalho Niebel et al., 1995; Kiinz et al., 1996; Van Blokland et al., 1994).
Experimentos de cosupresion de la nitrato reductasa (NR) de tabaco, como un sistema
modelo del silenciamiento post-transcripcional, mostraron que la frecuencia de cosupresion
de dicho gen decrece cuando se impide la transcripcion del gen enddégeno o del transgén, y
aumenta cuando se incrementa el numero de copias de loci funcionales del gen enddégeno o
del transgén (Vaucheret et al., 1997). Estos resultados indican que para iniciar la
cosupresion de la NR se requiere un estado transcripcional activo del transgén y, en menor
medida, de los genes enddgenos Nia, y que la ausencia de la transcripcion de estos ultimos
reduce la frecuencia de cosupresion o retrasa su inicio (Vaucheret et al., 1997). Este
requerimiento de un estado transcripcional activo tanto del transgén como de los genes
homologos enddgenos, para que se pueda producir un fendmeno de cosupresion, podria
explicar porqué en la T, de la linea 35S::PEAM4.48 no se encontré diferencia en la
expresion del transgén PEAM4 en hojas vegetativas, donde no se expresan los homélogos
endoégenos NAP1-1y NAP1-2, entre las plantas con fenotipo de inhibicidon de la floracién y
las plantas con floracién temprana. En las plantas 35S::PEAM4.48 con fenotipo de floracion
inhibida la cosupresion se produciria solamente de manera local en el meristemo apical en
el momento en que los endégenos homélogos a PEAM4 comenzaran a expresarse. En
nuestro caso el fendmeno no parece depender de manera estricta de la dosis del transgén
ya que las lineas con el fenotipo de no floraciéon cuyo genotipo se pudo analizar resultaron
ser hemizigotas.

Algunas de las caracteristicas fenotipicas mostradas por las flores anormales producidas
por varias plantas T; 35S::PEAM4.48 descendientes de una de las plantas con floracién
inhibida, como la presencia de sépalos bracteoides y estambres petaloides, recuerdan en
cierto modo a la de las flores producidas por plantas de guisante con mutacién en el gen
BRAC, gen que se ha asociado a la funcion A en esta especie (Ferrandiz et al., 1999). Las
alteraciones fenotipicas de esta flores, de nuevo, podrian explicarse por la cosupresion de
los genes enddgenos homologos a PEAM4, como NAP1-1y NAP1-2.

Recientemente se ha propuesto que las distintas fases del desarrollo de la planta
estarian controladas por la formacién de complejos de proteinas MADS, cuya composicion
iria cambiando dependiendo del estadio de desarrollo. En la formacién de estos complejos
esta basado el modelo ABCD de la especificacion de los érganos florales. El fenotipo de
retraso en el tiempo de floracion mostrado por las plantas de tabaco que expresan
constitutivamente PEAM4 en orientacion antisentido podria ser explicado por un efecto de
dicha construccion, mediado por la degradacién de RNA, alterando la composicion de los
complejos formados por genes MADS de tabaco implicados en promover el proceso de la

transicion floral.
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2.3. EL PAPEL DE LA PRENILACION PROTEICA EN LA ACTIVIDAD DE AP1

El polipéptido PEAM4 representa un mutante natural carente del motivo de prenilaciéon C-
terminal (CaaX-box) que se encuentra presente en AP1, SQUA y otros homdlogos a AP1
(Yalovsky et al., 2000). La prenilacion proteica es una modificacion post-traduccional que
implica la unién covalente, mediante puentes tioester, del farnesil difosfato (FPP) o del
geranil geranil difosfato (GGPP) a una cisteina conservada cerca de la region C-terminal de
las proteinas; esta reaccién es catalizada por una farnesiltransferasa (FTasa) o por una
geranilgeraniltransferasa-| (GGTasa-l). Estas enzimas reconocen una secuencia de
aminoacidos conservada, la caja CaaX, en la que la C es una cisteina, a es normalmente un
aminoacido alifatico y X es normalmente serina, metionina, cisteina, alanina, glutamina o
leucina. Si “X” es leucina, la proteina es modificada por la GGTasa-I. Si “X” es cualquier otro
aminoacido, la proteina es preferencialmente modificada por FTasa (Schafer y Rine, 1992).
La mayoria de las proteinas que sufren prenilacion llevan a cabo papeles reguladores claves
en la senalizacion, regulacion del ciclo celular, y transporte de vesiculas, lo que sugiere una
relacion entre el control del crecimiento celular y la biosintesis citoplasmatica de
isoprenoides (Rodriguez-Concepcion et al., 1999; Yalovsky et al., 1999; Zhang y Casey,
1996).

Se ha propuesto que la prenilacion del polipéptido AP1, mediante un proceso de
farnesilacion, modula su funcién, y quizas su especificidad (Yalovsky et al., 2000). Esto esta
basado en experimentos que muestran que AP1 es prenilada eficientemente in vivo e in
vitro, y en la observacion de que la expresiéon constitutiva en plantas de Arabidopsis de una
version de AP1 con una mutacion que afecta a la caja CaaX no es capaz de causar la
formacion de flores terminales, ni en la inflorescencia primaria ni en las secundarias, a pesar
de que estos transformantes florecian tempranamente y tenian hojas curvadas. No obstante,
en las plantas de Arabidopsis 35S::PEAM4 se han observado todas las caracteristicas
relacionadas con la expresién constitutiva del polipéptido AP1 silvestre, incluyendo la
conversion de los tallos laterales en flores solitarias y la producciéon de flores terminales.
Estos resultados, resultan dificiles de reconciliar con la propuesta y las observaciones de
Yalovsky et al., (2000). Sin embargo, nuestros resultados estan de acuerdo con los de
Krizek y Meyerowitz (1996b), que encontraron que una proteina quimérica constituida por la
caja MADS y el dominio L de AP1 y los dominios Ky C de la proteina AG (que no contiene
el motivo CaaX), podian producir el fenotipo caracteristico de la expresion constitutiva de
AP1 en plantas de Arabidopsis. Una explicacion para esta discrepancia podria ser que el
AP1 de guisante no necesite ser prenilado para desempefiar su funcion. Alternativamente,

estos resultados sugieren que la prenilacion no es un requerimiento estricto para la funcién
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de AP1, pero podria reforzar la actividad de la proteina. Esto podria explicar porqué la
expresion constitutiva de PEAM4 (presumiblemente incapaz de ser prenilado) causa un
fenotipo menos severo que el mostrado por las plantas 35S::AP71 y porqué el rescate del
fenotipo floral mutante ap7-7 por la construccion 35S::PEAM4 es menor que el observado
con la construccién 35S::AP1 (Mandel y Yanofsky, 1995b). Asi pues, podria ser que la
prenilaciéon tenga un efecto cuantitativo, pero no cualitativo, sobre la actividad de AP1.
Recientemente se ha descrito que la expresion del gen LIMADS2, un gen homdlogo a AP1
de Lolium temulentum (monocotileddnea), bajo el control del promotor de AP1, puede
complementar parcialmente los defectos en el nUmero de érganos del alelo mutante ap7-15,
a pesar de que el polipéptido codificado por este gen carece del motivo de prenilacion CaaX
(Gocal et al., 2001).

2.4. PEAM4 Y LA FUNCION A EN GUISANTE

La aplicacion del modelo ABC a diferentes especies de plantas presenta problemas con
respecto a los genes de clase A y a la funcion A (Davies et al., 1999b; Motte et al., 1998b;
Theifen et al., 2000). La funcién A, tal y como la define el modelo ABC, seria responsable
de la especificacion de los sépalos y pétalos, y de la regulacion catastral de la funcién C
(Bowman et al., 1991). Sin embargo, el fenotipo del mutante del gen de clase A AP1, de
Arabidopsis, difiere en un aspecto clave del causado por la mutacién en el gen SQUA, su
homologo de Antirrhinum: las mutaciones en el gen de Arabidopsis afectan a la identidad de
los organos del periantio, pero no las mutaciones en el gen de Antirrhinum. Por tanto, el
modelo no explica completamente el control de la identidad de los érganos florales en
plantas tales como Antirrhinum, donde las mutaciones en el gen de clase A SQUA no
causan defectos que puedan ser atribuibles a la pérdida de la funcién A (Huijser et al.,
1992). Ademas, no se ha identificado ningun mutante de clase A con defectos en la
especificacion de la identidad de los érganos en una especie distinta de Arabidopsis (Davies
et al., 1999b).

Nuestros resultados muestran que PEAM4 es capaz de restaurar, al menos parcialmente,
la formacion de pétalos y sépalos en el mutante de fenotipo severo ap7-1. Esto sugiere que
PEAMA4, ademas de ser altamente homélogo a AP7 en secuencia y patrén de expresion,
podria compartir con AP7 la capacidad de especificar la identidad de los dos verticilos
externos, actuando por ello como un gen de funcién A. El hecho de que, tanto el gen AP1 de
Arabidopsis como su homodlogo en guisante PEAM4, pero no el gen de Antirrhinum, puedan
realizar funciones de tipo A podria reflejar la mayor cercania filogenética de guisante a

Arabidopsis que a Antirrhinum. Es concebible que otros genes similares a SQUA puedan
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existir en Antirrhinum, y que la ausencia de defectos en la identidad de los érganos florales
en el mutante squa reflejen la existencia de redundancia genética en la especificacion de los
organos del periantio. También podria considerarse la posibilidad de que los diferentes
fenotipos de érgano floral causados por mutaciones en AP7 o SQUA pudieran ser debidos a
diferencias en los promotores de sus genes diana. Seria interesante testar si SQUA puede
complementar los defectos en la identidad de los érganos florales de los mutantes ap17.
Recientemente se ha descrito que la expresién constitutiva de NtIMADS11, un gen de la
subfamilia SQUA de tabaco, es capaz de rescatar parcialmente los defectos florales
causados por la mutacion ap7-1 (Jang et al., 2002).

El analisis de mutantes homedticos florales de guisante también sugiere que PEAMA4
juega un papel en la funcion A de guisante. Las flores brac presentan una bractea extra, con
caracteristicas sepaloides, y estambres que, ocasionalmente, muestran expansiones
petaloides (Ferrandiz et al., 1999). Se esperaria que genes de funcion A se estuvieran
expresando en estos 6rganos, contribuyendo a la especificacion de la identidad de sépalo y
pétalo. PEAM4 se expresa, de hecho, en las bracteas sepaloides y los estambres petaloides
del mutante, apoyando la idea de que este gen juega un papel en la funcién A en guisante
(Navarro, 2001). Recientemente, se ha demostrado que mutaciones en el gen PEAM4
causan el fenotipo pim, donde las flores, ademas de presentar caracteristicas de
inflorescencia, muestran defectos en la especificacion de sépalos y pétalos, con la
conversién de sépalos en estructuras bracteoides, ausencia de pétalos y, ocasionalmente,
fusion de estambres a carpelos, que recuerdan a los defectos atribuidos a la pérdida de la
funcidon A en los mutantes ap7-1 (Singer et al., 1994; S. Taylor, J. Hofer, J. Sollinger, M.

Knox, S. Singer, N. Ellis and |. Murfet, comunicacion personal).

3. ESTUDIO FUNCIONAL DE PEAM6

El gen PEAM6 es un gen MADS de guisante, aislado previamente en nuestro laboratorio,
que es similar en secuencia (Ferrandiz, 1996) a los genes SEP1 y SEP2 de Arabidopsis
(previamente denominados AGL2 y AGL4, Ma et al, 1991). Existen evidencias
experimentales que sugieren una posible correlacién del gen PEAM6 con la mutacion veg1
de guisante. La mutacion veg7 es recesiva, y en homozigosis, origina plantas que nunca
florecen, bajo ninguna de las condiciones testadas, y en las que todas las inflorescencias
laterales |, son reemplazadas por ramas laterales vegetativas, con un habito de crecimiento
indeterminado, que producen a su vez ramas de orden superior en un patron reiterativo
(Gottschalk, 1979; Reid y Murfet, 1984). Hasta la fecha no se ha descrito en ninguna otra

dicotiledénea una mutacion simple que provoque un fenotipo de no floraciéon tan extremo;
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esto podria deberse a la particular arquitectura de la inflorescencia de guisante. PEAMG6 se
localiza al final del cromosoma 5, estrechamente ligado al gen VEG17 y, ademas, PEAM6
esta deleccionado del genoma del mutante veg? (Ferrandiz, 1996). El mutante veg? fue
generado mediante radiacién por rayos X, que da lugar a delecciones de tamano variable
del genoma. El efecto no pleiotropico de la mutacién veg? se ha utilizado como argumento
para sugerir que dicha mutacion afecta a un unico gen (Gottschalk, 1979). Aunque el
argumento no resulta incontestable, la existencia en guisante de un segundo gen, VEG?2,
cuya mutacion causa un fenotipo muy similar a veg7 lo hace verosimil (Murfet, 1992; Murfet
y Reid, 1993). Sin embargo, los intentos de establecer los limites de la deleccién en el
mutante veg? con el fin de comprobar si el gen PEAM6 es el Unico afectado, han resultado
fallidos (Navarro, 2001). Por otro lado, la falta de un sistema eficaz de transformacion de
guisante ha impedido llevar a cabo el ensayo de complementacién del mutante veg? con el
clon genémico de PEAM6 (Navarro, 2001).

Se ha propuesto que VEGT no seria necesario para la transicion del meristemo
vegetativo a meristemo inflorescente primario (l;) sino para la formacion de las
inflorescencias secundarias (Singer et al., 1994, 1999). No esta, sin embargo, claramente
determinada su verdadera implicacién en el desarrollo de las mismas y se ha propuesto que
seria necesario, bien para la iniciacion de los meristemos |, a partir del |, o para la formacion
de los meristemos florales a partir de los .

La expresion temprana de PEAMG6 en el meristemo floral, muy similar a la de genes como
LFY o AP1, es coherente con la hipétesis de una posible implicacién de este gen en la
iniciacion de flores en guisante, sugerida por su correlacién con la mutaciéon veg?1. Aunque
los experimentos de hibidacién in situ no han permitido observar expresion de PEAM6 en el
I, cabria la posibilidad de que este gen también se exprese en esos meristemos pero que su
deteccidén no halla resultado posible debido a su bajo nivel de expresion (Navarro, 2001).

La expresioén constitutiva de PEAM6 causa adelanto de la floracién tanto en Arabidopsis
como en tabaco lo que, como se ha discutido previamente, coincide con el fenotipo
provocado por la expresion constitutiva en estas plantas de diferentes genes de identidad de
meristemo floral. En Arabidopsis, las plantas 35S::PEAM6 mostraron, en general, un
fenotipo dosis-dependiente, de forma que las lineas con mas de una copia y las lineas
homozigotas son las que mostraron los fenotipos mas severos.

No obstante, las plantas homozigotas de dos de las lineas transgénicas de Arabidopsis
35S::PEAMG6, T-10 y T-44, mostraron un fenotipo que era similar al de las plantas control o si
acaso, presentaban un ligero adelanto del tiempo de floracién. El nivel del mensajero de
PEAM6 en las plantas homozigotas de estas lineas es inferior al mostrado en sus

correspondientes plantas hemizigotas. Ademas, la atenuacion del fenotipo 35S::PEAM6 en
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homozigosis, no s6lo se mantuvo, sino que se acentué aun mas al pasar de una generacion
a la siguiente. Esta atenuacién es, posiblemente, el resultado de un fendémeno de
silenciamiento del transgén en homozigosis. El fendmeno del silenciamiento resultante de la
introduccion de transgenes expresados bajo el control del promotor fuerte 35S, ha sido
descrito frecuentemente en los ultimos afios (Baulcombe, 1996; Flavell, 1994; revisado en
Matzke y Matzke, 1995; Meyer, 1996; Vaucheret y Fagard, 2001) y puede afectar a la
expresion del transgén o también a la de sus homologos enddgenos, fenédmeno denominado
como cosupresion. En nuestro caso, no se ha determinado el nivel de expresion de los
genes enddgenos homodlogos a PEAMS6; sin embargo, las plantas silenciadas no muestran
caracteristicas fenotipicas que, aunque sutiles, conllevan las mutaciones en los genes SEP.

Las plantas de Arabidopsis 35S::PEAMG, tanto cultivadas bajo condiciones de fotoperiodo
largo como de corto, muestran adelanto del tiempo de floracién con reduccién en el nimero
de hojas de roseta y caulinares. La expresion constitutiva de PEAM6 causa también la
conversion de los apices de inflorescencia en flores terminales, la aparicion de flores
solitarias en las axilas de las hojas caulinares y la curvatura de las hojas caulinares. Excepto
la formacion de flores terminales, que no se ha observado en dia corto, estas caracteristicas
fenotipicas se han observado tanto en plantas cultivadas bajo condiciones de dia largo como
de dia corto, aunque en estas ultimas la incidencia fue mucho menor y sélo en las lineas de
fenotipo severo. Como se ha comentado previamente, la expresion constitutiva de los genes
de identidad de meristemo floral tales como LFY, AP1 o FUL, y algunos de sus homdlogos,
ademas de causar floracion temprana en diferentes especies, en Arabidopsis causan
también la conversion de los meristemos inflorescentes en meristemos florales (Elo et al.,
2001; Ferrandiz et al., 2000b; He et al., 2000; Jang et al., 1999; Kyozuka et al., 1997,
Mandel y Yanofsky, 1995b; Mouradov et al., 1998; Nilsson y Weigel, 1997; Pefna et al., 2001;
Rottmann et al., 2000; Southerton et al., 1998; Sung et al., 1999; Weigel y Nilsson, 1995).

El fenotipo de adelanto de las plantas 35S::PEAM6 es similar al mostrado por las plantas
que expresan constitutivamente el gen PEAM4, al que se le atribuye un papel en el la
iniciacién floral de guisante. Sin embargo, se observan algunas diferencias entre la
respuesta al fotoperiodo de las lineas 35S::PEAMG6 y las lineas 35S::PEAM4. Asi, mientras
que el fotoperiodo corto retrasa la floracion de las plantas 35S::PEAM4 en la misma
proporcion que la de las plantas control, las plantas 35S::PEAMG6, que en dia largo muestran
mayor adelanto que las plantas 35S::PEAM4, asi como alteraciones en la arquitectura mas
severas, parecen, sin embargo, ser relativamente insensibles a fotoperiodo y las condiciones
de dia corto retrasan poco su floracion con respecto a los fotoperiodos inductivos. Asi,
mientras que en dia largo las plantas 35S::PEAMSG6 florecen con el 50% de las hojas con que

florecen las plantas control, la reduccién alcanza un 80% en condiciones de dia corto. Esto
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podria sugerir que, aunque el efecto causado por la expresion constitutiva de PEAM4 y de
PEAMG6 es basicamente similar, estarian afectando a factores que pertenecen a rutas
distintas implicadas en promover la transicién floral. La insensibilidad al fotoperiodo ha sido
observada también en las plantas transgénicas 35S::CO, las cuales florecen mas pronto que
las plantas silvestres y son casi insensibles a la longitud del dia ya que florecen con
practicamente el mismo numero de hojas tanto bajo condiciones de dia largo como de dia
corto (Onouchi et al., 2000). También se han observado diferencias con respecto a la
morfologia de las flores terminales. En las plantas 35S::PEAM6 la estructura terminal
muestra con relativa frecuencia transformaciones homeoéticas de los érganos florales que la
componen, principalmente hacia estructuras de naturaleza carpeloide, aunque también son
relativamente frecuentes las transformaciones de pétalos hacia estambres. Este tipo de
transformaciones también se han observado con relativa frecuencia en la ultima flor
producida antes de la flor terminal. Ninguna de estas alteraciones se han observado en las
flores terminales de las plantas 35S::PEAM4 analizadas en este trabajo.

El fenotipo de las plantas de Arabidopsis 35S::PEAM6 recuerda al fenotipo causado por
la expresion constitutiva del gen SEP3, aunque el fenotipo de las plantas de Arabidopsis
35S::PEAM6 fue menos severo que el descrito para la expresion constitutiva de SEP3
(Pelaz et al., 2001b). Recientemente, se ha descrito que los genes SEPALLATA representan
una nueva clase de genes de identidad de o6rgano floral, definida como clase D, que
proporcionan la actividad especifica de flores a los genes de funcion B y C, siendo
necesarios para la especificacion de pétalos, estambres y carpelos. Puesto que se han
descrito homélogos de los genes SEP en eudicotiledoneas (Angenent et al., 1994; Buchner
y Boutin, 1998; Davies et al., 1996a; Flanagan y Ma, 1994; Kotilainen et al., 2000; Mandel y
Yanofsky, 1998; Pnueli et al., 1994b; Savidge et al., 1995), monocotiledéneas (Kang y An,
1997) y gimnospermas (Mouradov et al., 1998) parece probable que las interacciones de los
genes SEP con los genes ABC se hallen conservadas en especies de plantas
filogenéticamente distantes. Aunque se ha descrito que la expresion constitutiva de los
genes SEP causa un fenotipo similar al de la expresion constitutiva de genes implicados en
el proceso de la iniciacion floral, ocasionando floraciéon temprana, con aparicion de flores
terminales, produccion de flores axilares y curvatura de las hojas, hasta la fecha no se les ha

atribuido un papel en la iniciacion floral.

4. INTERACCION ENTRE LOS POLIPEPTIDOS PEAM6 Y PEAM4

Nuestros resultados muestran que la proteina PEAMG6 interacciona con PEAM4 en el

sistema del doble hibrido en levadura. Por un lado se han aislado varios clones de PEAM4
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mediante el rastreo de una libreria de cDNA de apices florales de guisante usando como
cebo la proteina PEAMG6. Por otro, se ha demostrado la interaccion directa de estas dos
proteinas en levaduras cotransformadas con una construccion en la que PEAMG6 se hallaba
fusionado al dominio de unién del factor transcripcional GAL4 y otra en la que PEAM4 esta
fusionado al dominio de activacion.

Estos resultados son coherentes con los publicados recientemente por Pelaz et al.,
(2001b) que describen la interaccion en levadura entre los polipéptidos SEP3 y AP1 de
Arabidopsis y que muestran que en el rastreo de una libreria de doble hibrido en levadura
usando como cebo una versién truncada del cDNA de AP1 se rescatan clones de SEP3. Los
resultados de Honma y Goto (2001) también muestran la interaccién de ambas proteinas en
levadura.

El aislamiento de un clon parcial de PEAM4 al que le falta la regidon correspondiente a los
119 primeros aa, que equivale a la caja MADS, la region |, y 27 aa de la regién K, apoya la
hipétesis de que el dominio K es el principal mediador de la interaccion PEAM6-PEAM4. Sin
embargo, posiblemente como resultado de un artefacto del clonaje durante la construccion
de la genoteca, este clon parcial contiene en la region 5 una secuencia, ausente de la
secuencia de PEAM4, que codifica para 7 aa extra; dado que no se puede descartar de
manera absoluta que ese fragmento extra pudiera contribuir a la interaccién con PEAMG,
nuestros datos no permiten afirmar de manera concluyente que la region de PEAM4
constitutida por la caja K y la region C-terminal sean capaces por si solas de interaccionar
con PEAMG.

En concordancia con esta hipétesis se ha visto que la capacidad de AP1 y CAL para
interaccionar con SEP3, SOC1, SVP y AGL24 esta mediada principalmente por la caja K,
incluso aunque falte parte de la primera a-helice, y que el dominio C-terminal parece
estabilizar estas interacciones, tal y como se ha mostrado previamente entre AG y sus
interactores (Davies et al., 1996a; Egea-Cortines et al., 1999; Fan et al., 1997; Moon et al.,
1999; Pelaz et al., 2001b).

Estudios previos han demostrado la importancia del dominio MADS y de la region | para
la formacion de homodimeros de AG y AP1 (Krizek y Meyerowitz, 1996b; Mizukami et al.,
1996; Riechmann et al., 1996a), mientras que otros han mostrado que la region | y K son
necesarias para la formacién del heterodimero AP3/PI (Krizek y Meyerowitz, 1996b;
Riechmann et al., 1996a). Por otra parte se ha visto que el dominio K de AG es suficiente
para mediar interacciones con SEP1, SEP2, SEP3 y AGL6 en levadura (Fan et al., 1997).

Estudios genéticos en Arabidopsis apoyan la idea de que la interaccion de AP1 con las
proteinas SEP tiene un significado funcional. Asi, se ha visto que el fenotipo de los pétalos,

parcialmente transformados en sépalo en los mutantes sep3, es similar al mostrado por el
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segundo verticilo de los mutantes intermedios de ap1, incluyendo ap71-2, ap1-4 y ap1-6
(Bowman et al., 1993), lo que sugiere que algunas de las actividades del gen AP1 requieren
de la participacion de SEP3. Un fenotipo similar se observa en plantas transgénicas que
expresan la regién 5 del gen SEP3 en orientacion antisentido bajo el promotor 35S, donde
el fenotipo llegaba a ser incluso mas severo que el del mutante simple sep3, probablemente
por una disminucion de la actividad de los otros genes relacionados, SEP1y SEP2 (Pelaz et
al., 2001b).

En este trabajo hemos llevado a cabo un abordaje de ganancia de funcion, generando
plantas que contenian simultaneamente los dos transgenes correspondientes, para buscar
evidencias genéticas de que PEAM4 y PEAMG interaccionan in planta y testar de este modo
la interaccion propuesta entre PEAM6 y PEAM4 que sugieren los resultados de doble
hibrido en levadura. Los plantas hemizigotas para ambos transgenes simultdneamente,
35S::PEAM4 35S::PEAM®6, mostraron un fenotipo de adelanto de floracién intensificado con
respecto al mostrado por la expresion constitutiva de cada uno de ellos por separado. Bajo
condiciones de fotoperiodo inductivo los dobles hemizigotos florecieron con un numero
inferior de hojas que las plantas hemizigotas y homozigotas para cada uno de los
transgenes. Bajo condiciones de fotoperiodo no inductivo, los dobles hemizigotos de nuevo
mostraron un fenotipo mas severo que el de los hemizigotos para cada uno de los
transgenes, sin embargo, florecieron con un nimero de hojas ligeramente superior al de las
plantas homozigotas 35S::PEAM6, aunque inferior al del homozigoto 35S::PEAM4. En estos
dobles hemizigotos se ha observado que el incremento en el nimero de hojas en plantas
cultivadas en dia corto frente a las cultivadas en dia largo es de tres veces (frente a las seis
de las plantas control), mientras que en las plantas homozigotas 35S::PEAM6 es de dos
veces. Estos datos sugieren por lo tanto que, aunque el doble hemizigoto 35S::PEAM4
35S::PEAM6 muestra un comportamiento frente al fotoperiodo muy similar al mostrado por
las plantas homozigotas 35S::PEAMSG, sin embargo, en éstos la insensibilidad al fotoperiodo
no es tan acentuada como en las plantas homozigotas PEAM6, y esta pérdida de la
insensibilidad podria estar causada por la presencia de PEAM4.

Ademas, en los dobles hemizigotos de fenotipo mas severo se observé la aparicion de
rasgos fenotipicos nuevos, como la formacion de flores en las axilas de las hojas de roseta,
la determinacion de todas las coflorescencias e inflorescencias secundarias, y
ocasionalmente, la curvatura de los cotiledones, caracteristicas fenotipicas que no fueron en
ningun caso observadas en las plantas resultantes de la expresion constitutiva de sélo uno
de los transgenes, ni siquiera en las plantas 35S::PEAM6 de fenotipo mas severo. Estos

datos indican la existencia de una sinergia entre el efecto causado por los transgenes
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PEAM4 y PEAMG6 en Arabidopsis y apoyan la idea de que sus productos interaccionan “in
planta’.

La intensificacion del fenotipo en las plantas 35S::PEAM6 35S::PEAM4 es similar al
mostrado por las plantas que expresan constitutivamente SEP3y AP1 (Pelaz et al., 2001b) y
donde se observé que la capacidad de cada transgén para promover la floracion era
considerablemente mayor cuando el otro transgén estaba presente, lo que se ha
interpretado como una evidencia genética en apoyo a la idea de que SEP3 y AP1
interaccionan durante el desarrollo floral. También se ha descrito que la mutacion tfl-1, que
provoca la expresion ectépica de AP17 en los meristemos de inflorescencia (Bowman et al.,
1993; Gustafson-Brown et al., 1994), en combinacién con 35S::SEP3 produce el mismo
fenotipo que el de las plantas dobles transgénicas 35S::AP71 35S::SEP3 (Pelaz et al.,
2001b).

Los patrones de expresion solapantes de los genes PEAM4 y PEAMG6 observados
mediante estudios de hibridacion in situ (Navarro, 2001), son compatibles con la hipétesis de
que estas dos proteinas también puedan interaccionar in planta en guisante.

Como se comentd anteriormente, la expresion constitutiva de PEAM6 en Arabidopsis
causa la formacion de flores terminales, en las que predominan los 6rganos con
caracteristicas carpeloides, y también de estructuras filamentosas de naturaleza carpeloide
que se desarrollan en las axilas de las hojas caulinares que sustentan flores solitarias. El
analisis de las flores terminales de los dobles hemizigotos 35S::PEAM6 35S::PEAMA4 revelo
una disminucion considerable en la frecuencia de formacién de estructuras carpeloides con
respecto a flores terminales de las plantas 35S::PEAMS6, lo que sugiere que es la presencia
de PEAM4 la causante de esta disminucién; no obstante, en la mayoria de los casos se
conservan las estructuras filamentosas carpeloides que se forman en las axilas de las hojas
caulinares. La formacion de estructuras carpeloides se ha observado como una
caracteristica fenotipica asociada a la expresién constitutiva de los genes SEP (Pelaz, S.
comunicacion personal).

Ademas de las interacciones entre SEP3 y AP1, estudios recientes de doble hibrido, asi
como datos genéticos, han mostrado que SEP3 interacciona con los productos de los genes
de identidad de érgano floral AP3, Pl y AG (Fan et al., 1997; Honma y Goto, 2001; revisado
en Jack, 2001; Pelaz et al., 2000; Pelaz et al., 2001a). Asi, la funcién especifica de SEP3
durante el desarrollo floral esta determinada en parte por sus interacciones con otras
proteinas MADS-box.

También se ha descrito que las proteinas SEP3 y AP1 contienen dominios de activacion
transcripcional, localizados primariamente en su dominio C (Cho et al., 1999; Honma y Goto,

2001; Pelaz et al., 2001b). En ensayos de la capacidad de transactivacion en levaduras y en
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células epidérmicas de cebolla de proteinas MADS, la proteina SEP3, al igual que AP1,
muestra una alta actividad transcripcional, mientras que otras proteinas como PI, AP3 y AG
no mostraban actividad detectable (Honma y Goto, 2001). Adicionalmente, en experimentos
de transactivacion en células epidérmicas de cebolla se mostré que las proteinas SEP1 y
SEP2 muestran una actividad transcripcional moderada o muy débil, respectivamente
(Honma and Goto, 2001). Este conjunto de datos, junto a otros de caracter genético, han
conducido a la propuesta de que las proteinas SEP participan en el control del desarrollo
floral formando complejos con las proteinas MADS-box responsables de la identidad de los
6rganos florales, aportando a dichos complejos la actividad de activacion transcripcional
(Honma y Goto, 2001; revisado en Jack, 2001; Pelaz et al., 2001a, b; Theifen, 2001;
Theipen y Saedler, 2001). Puesto que sdlo los triples mutantes sep7 sep2 sep3 muestran un
fenotipo evidente, similar al de los dobles mutantes de genes de funcién B y C, mientras que
los mutantes simples o dobles muestran fenotipos muy leves (Pelaz et al., 2000), hay que
asumir que no solo SEP3, sino también SEP1 y SEP2 proporcionarian los dominios de
activacion a los complejos de proteinas MADS.

Nuestros resultados muestran que la construccion de PEAM6 fusionado al dominio de
unién a DNA de GAL4, no activa los genes delatores en levadura, mostrando de esta forma
un comportamiento mas parecido al de SEP2 que al de SEP1 o SEP3, aunque en SEP2 se
haya podido detectar algo de actividad transcripcional, como se coment6é anteriormente,
PEAM6 muestra mas homologia de secuencia con SEP1y SEP2 que con SEP3.

Al igual que ocurre con AP1, la proteina completa PEAM4 fusionada al dominio de unién
a DNA de GAL4 fué capaz de activar los genes delatores en la levadura, y por ello no se ha
podido usar esta construccion como cebo en el rastreo de la libreria de cDNA. Queda
pendiente, sin embargo, el ensayo de cuantificacién de la actividad transcripcional de
PEAM4, que resultaria interesante para hacer la comparacion con esta actividad en AP1.

Por otro lado, la capacidad de activacion transcripcional de SEP3 y AP1 en levadura es
abolida por la deleccion del dominio C (Honma and Goto, 2001). Sobre la base de dicha
observacién podrian generarse versiones truncadas de la proteina PEAM4 que carezcan de
la funcion de activacion transcripcional y que podrian ser empleadas como cebo en el
rastreo de la libreria de cDNA de apices florales de guisante.

Tanto el fenotipo causado por la expresién constitutiva de PEAMG6, como la capacidad
que muestra el producto de dicho gen de interaccionar con el del gen de identidad de
meristemo floral de guisante PEAM4, estan en concordancia con la idea de que PEAM6
pudiese tener un papel relevante en la iniciacién floral en guisante. Sin embargo, un
comportamiento similar ha sido observado para los genes SEP, homdlogos a PEAM6 de

Arabidopsis, que hasta el momento no han sido implicados en el proceso de iniciacion floral
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en dicha planta. Cabe la posibilidad de que en guisante, en el que el desarrollo de la
inflorescencia es sustancialmente distinto al de Arabidopsis, PEAM6 juegue, adicionalmente,
un papel en la formacioén de los meristemos florales.

La transformacion de plantas de Medicago truncatula, una leguminosa modelo cuya
arquitectura de inflorescencia y ontogenia floral son basicamente idénticas a las de guisante,
con construcciones que alteran la expresion de su correspondiente homologo podria aportar

datos de interés sobre la posible funcién de PEAM®G6 en la iniciacion floral.

5. UTILIDAD DE LA EXPRESION CONSTITUTIVA COMO ABORDAJE AL ESTUDIO
FUNCIONAL DE GENES MADS

La demostracion inequivoca de la funcion de un gen pasa, generalmente, por la obtencion
de un mutante correspondiente a ese gen y que muestre fenotipo. Sin embargo, existen
numerosos ejemplos de redundancia génica que dificultan este tipo de analisis. Un ejemplo
tipico es el del gen CAL, funcionalmente redundante con AP7; de hecho, los mutantes cal no
muestran fenotipo por si solos, pero intensifican el fenotipo del mutante ap? (Bowman et al.,
1993; Kempin et al., 1995). Otro caso de redundancia génica es el de los genes SEPT,
SEP2 y SEP3; las mutaciones en cualquiera de ellos producen fenotipos muy débiles, casi
imperceptibles y, sin embargo, el triple mutante sep? sep2 sep3 muestra un fenotipo severo
y muy claro (Pelaz et al., 2000).

Alternativamente al analisis de mutantes, se han llevado a cabo distintos tipos de
aproximaciones al estudio de la funcionalidad de un gen, basadas en la modificacion de su
expresion mediante la generacion de plantas transgénicas. En sistemas homélogos, los
estudios han ido encaminados, con frecuencia, al silenciamiento especifico de genes
homdlogos, bien mediante la obtencion de lineas transgénicas con construcciones
antisentido, por cosupresion, con construcciones disefiadas para la expresion constitutiva
del gen, o mas recientemente, mediante el uso de construcciones de tipo ihpRNA (Wang y
Waterhouse, 2001).

Por otro lado, existen numerosos ejemplos de expresion constitutiva en sistemas
homdlogos como un método util para estudiar el papel de genes relacionados con la
regulacién de distintos procesos del desarrollo. Este tipo de abordaje se ha utilizado, por
ejemplo, para estudiar la funciéon de genes de Arabidopsis, y de sus homdlogos en otras
especies, implicados en las diferentes etapas del proceso de floraciéon y se ha documentado
la expresién constitutiva de genes de tiempo de floracion, entre los que se encuentra CO
(Simon et al., 1996) de iniciacion floral, como LFY'y AP1 (Mandel y Yanofsky, 1995b; Weigel

y Nilsson, 1995), asi como de genes de identidad de érgano floral de funcién A, B, C y D,
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como AP1 (Mandel y Yanofsky, 1995b), Pl y AP3 (Krizek y Meyerowitz, 1996a), AG
(Mizukami y Ma, 1992) y SEP1, SEP2y SEP3 (Pelaz et al., 2001a, b).

También se ha descrito la complementacion de mutantes, con el gen completo o
mediante expresion constitutiva de su cDNA, como método para llevar a cabo estudios de
funcionalidad de genes en sistemas homodlogos. Ejemplos de esto son la complementacion
del mutante pi-1 con la construccion 35S::P/ (Krizek y Meyerowitz, 1996a) asi como el
rescate de los fenotipos mutantes ap3-7 y ap3-3 con un clon gendmico de AP3 (Irish y
Yamamoto, 1995; Okamoto et al., 1994).

En los estudios de funcionalidad con sistemas transgénicos heterélogos el abordaje mas
comunmente utilizado es la expresion constitutiva, ya que en esta situacion conseguir el
silenciamiento especifico de genes homdlogos resulta poco probable debido a la falta de
homologia suficiente. En este caso, también se han descrito numerosos ejemplos de
expresion constitutiva heteréloga, principalmente en especies facilmente transformables
como Arabidopsis y tabaco, aunque también en otras especies. Ejemplos de esta
aproximacién son la expresion de genes de funcion C, como DALZ2 (Picea abies) y SAG1b
(Picea mariana) en Arabidopsis (Tandre et al., 1998), o de los genes pMADS3 (petunia),
OSMADSS3 (arroz) y PLE y FAR (Antirrhinum) en tabaco (Davies et al., 1999a; Kang et al.,
1995; Mandel et al., 1992a; Tsuchimoto et al., 1993); genes de funcién B, como GLO y DEF
(Antirrhinum) en tabaco (Davies et al., 1996b); asi como de genes que juegan un papel en la
iniciaciéon floral, como la expresion constitutiva de LFY (Arabidopsis) en alamo hibrido
(Populus tremula x Populus tremuloides o Populus tremula x Populus alba; Rottmann et al.,
2000; Weigel y Nilsson, 1995) y en citrange hibrido (Citrus sinensis L. Osbeck x Poncirus
trifoliata L. Raf; Pena et al., 2001) o la expresién constitutiva de los homélogos de FUL
MdJMADS?2 (manzano) y BbMADS3, BoMADS4 y BoMADSS5 (Betula pendula) en tabaco (Elo
et al., 2001; Sung et al., 1999).

En el presente trabajo, debido a que el guisante es una planta muy dificil de transformar,
hemos empleado la expresion constitutiva en sistemas heterdlogos como abordaje
experimental para el estudio de la funcion de varios genes MADS de guisante aislados
previamente en nuestro laboratorio (Ferrandiz, 1996).

La expresion constitutiva como herramienta para el estudio funcional de genes presenta
diversas limitaciones. Una de ellas es que, debido a la existencia de familias de genes muy
similares, la expresion constitutiva de genes de funciones distintas pueden producir
fenotipos similares que, en ocasiones, pueden ser artefactuales. Un ejemplo es el de la
expresion constitutiva conjunta de Pl y AP3, genes MADS implicados en el control de la
funcion B de identidad de 6rganos florales, pero que al ser expresados conjuntamente de

forma constitutiva producen un fenotipo de adelanto de floracion (Krizek y Meyerowitz,
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1996a). Sin embargo, no todos los genes MADS producen adelanto de floracién cuando son
expresados constitutivamente. Por ejemplo, plantas transgénicas de Arabidopsis que
expresan constitutivamente el gen FLC muestran retraso evidente del tiempo de floracion y
se ha descrito este gen como un represor de la floracion (Koornneef et al., 1994; Lee et al.,
1994b; Michaels y Amasino, 1999a; Sheldon et al., 1999). Del mismo modo, la expresion
constitutiva de los genes de Arabidopsis FLM (FLOWERING LOCUS M) o MAF1, que
codifica una proteina homéloga a FLC, también provocan retraso en la floracién (Ratcliffe et
al., 2001; Scortecci et al., 2001).

La utilidad de los experimentos de expresion constitutiva heteréloga depende en gran
medida de que se disponga de informacion suficiente acerca del gen estudiado, y de sus
homologos en otras especies, que permitan formular una hipétesis previa de funcionalidad
con la que contrastar los resultados obtenidos. La expresién constitutiva nos permite
analizar el efecto de la expresién ectopica de un gen cuyo homologo enddégeno posee un
dominio de expresion muy delimitado. Ademas, en determinados casos, como cuando se
expresan genes de identidad de érgano floral en plantas transgénicas, también es
informativo el andlisis del efecto de la expresidn constitutiva sobre la expresién de los genes
enddgenos con los que se halla relacionado el transgén (Davies et al., 1996b).

Ademas de la expresion heteréloga en plantas de genotipo silvestre, hemos utilizado las
construcciones de expresion constitutiva para testar la capacidad de algunos de los genes
de guisante para complementar mutaciones en genes de Arabidopsis que podrian ser los
homologos funcionales de los genes bajo estudio. La complementacion heterdloga aporta
gran especificidad a los estudios de homologia funcional. Asi, por ejemplo, PEAM1 es capaz
de rescatar el fenotipo causado por la mutacién en el gen Pl pero no el causado por la
mutacion en AP3, el otro gen de funcién B de Arabidopsis. Por otra parte, en el caso de la
complementacion de ap71-1 por PEAMA4, el hecho de que el gen de guisante sea capaz de
rescatar el fenotipo floral del mutante de Arabidopsis no sélo apoya la idea de que este gen
sea el homologo funcional de AP sino que ademas sugiere que PEAM4 comparte con su
homologo de Arabidopsis la capacidad de especificar la identidad de sépalo y pétalo,
capacidad que no esta claro que posean todos los homologos de AP7. Nuestro trabajo
muestra, por tanto, que la complementacién heteréloga de mutantes de Arabidopsis, una
herramienta relativamente poco explotada en los estudios de genética del desarrollo en
plantas, puede ser de gran utilidad para el analisis de la funcion de genes de especies en las
que el aislamiento de mutantes o la transformacién genética son tareas que implican una

dificultad considerable.
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Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis nos han permitido alcanzar las

siguientes conclusiones:

PRIMERA. Los resultados de la expresion constitutiva de PEAM1 en plantas silvestres de
Arabidopsis y de tabaco apoyan la hipotesis de que PEAM1 funciona como un gen de
identidad de 6rgano floral de tipo B. Ademas, el hecho de que la construccion 35S::PEAM1
sea capaz de complementar la mutacién pi-1 de Arabidopsis, pero no las mutaciones ap3-1

0 ap3-3, confirma que PEAM1 es el homdlogo funcional de guisante del gen PI.

SEGUNDA. La expresion constitutiva de PEAM4 acelera la floracidbn en Arabidopsis y
tabaco, induce la conversion de las inflorescencias en flores en Arabidopsis, y reduce el
grado de ramificacion de las inflorescencias de tabaco. Todo esto sugiere que PEAM4
podria estar implicado en el proceso de la iniciacion floral de guisante. La expresion
constitutiva de PEAM4 en tabaco genera también un fenotipo de floracién inhibida que
podria deberse a un silenciamiento en los apices del tallo de los genes de tabaco NAP1-1y
NAP2-2, homologos a PEAMA4. El gen PEAM4 es, ademas, capaz de restaurar los defectos
florales del mutante ap7-1 de Arabidopsis. Todos estos datos indican que PEAM4 es el
homdélogo funcional de guisante del gen AP1 de Arabidopsis. Nuestros resultados muestran
ademas que PEAMA4, a pesar de carecer de la secuencia del motivo de prenilacién presente
en AP1, comparte con éste tanto la capacidad de funcionar como un gen de identidad de
meristemo floral como la de especificar la identidad de los 6rganos del periantio, pudiendo,

por tanto, actuar como un gen de funcién A.

TERCERA. La expresion constitutiva de PEAM6 acelera la floracion en tabaco y
Arabidopsis, y en esta Ultima ademas provoca la conversion de las inflorescencias en flores.
Esto concuerda con la hipotesis de que PEAM6 pueda estar implicado en el proceso de la
iniciacion floral de guisante, sugerida previamente a partir de las evidencias genéticas que
correlacionan a este gen con la mutacion veg? de guisante, y también apoyada por la
expresion temprana del gen en los meristemos florales. No obstante, el fenotipo resultante
de la expresion constitutiva de PEAM6 también es compatible con un papel como gen de
tipo SEP, con los que comparte homologia de secuencia. Los datos disponibles sugieren
que tal vez PEAM6 podria llevar a cabo una doble funcién en guisante, como gen de

iniciacion floral y como gen de identidad de 6rgano floral de tipo SEP.
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CUARTA. El resultado positivo del ensayo de interaccién entre PEAM4 y PEAMG6 en el
sistema del doble hibrido en levadura, asi como el hecho de que PEAM4 haya sido aislado
repetidamente en el rastreo de una genoteca de cDNA de apices florales de guisante,
utilizando como cebo a PEAMG6, muestran que estas dos proteinas poseen la capacidad de
interaccionar. Por otra parte, la intensificacion sinérgica del fenotipo de las plantas
transgénicas de Arabidopsis que expresan constitutivamente, y de manera simultanea,
PEAM4 y PEAMG6 indica que estos dos genes interaccionan in planta durante la iniciacién
floral y apoya la hipétesis de la interaccion entre sus productos génicos sugerida por los

experimentos en levadura.
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