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FOTOCONTROL DE LA GERMINACION DE SEMILLAS, DESARROLLO DE
PLANTULAS, Y SUREGULACION CON REGULADORES DE CRECIMIENTO

RESUMEN

La luz, percibida a través de los fitocromos, modula una gran variedad de aspectos del
crecimiento y desarrollo de las plantas. En esta tesis se ha avanzado en la comprensién de dos
efectos de la luz percibida por las semillas: (a) el control de la sensibilidad a las giberelinas (GA)
y (b) & establecimiento de una sefial que perdura hasta después de completada la germinacion y
regula las respuestas de las plantulas.

En numerosas especies la luz promueve la germinacion, y las giberelinas son un nexo
importante entre la percepcion del estimulo luminico a través de los fitocromos, y agunos
procesos de extrema relevancia para la germinacion. Los fitocromos inducen un aumento en €l
contenido de GA activas en lechugay Arabidopsis, en parte mediante la regulacion positiva de
los genes de su biosintesis. También en algunas especies aumentan la sensibilidad alas GA.

En este trabajo se demuestra que en Arabidopsis thaliana € fitocromo B es € principal
fotorreceptor del estimulo de la sensibilidad a las GA y se describe la participacion de los
fitocromos D y E. En Datura ferox los fitocromos estimulan la sensibilidad a las giberelinas para
la germinacién a través de la produccién de un factor enbrionario, que promueve la respuesta a
esta hormona en las células del embrion y en las del endosperma micropilar. Los fitocromos
modulan la acumulacién de transcriptos de DfPHORY DfMYB en el endosperma micropilar, 1os
cuales comparten ata identidad de secuencia con componentes de la sefidizacién de las
giberdlinas. Mientras que la regulacion de DfPHOR por los fitocromos estaria mediada a través
del incremento en los contenidos de GA, los cambios en DfMYB estan controlados por un factor
embrionario, con caracteristicas similares al que regula la sensibilidad a las GA sugiriendo su
participacion en € fotocontrol de la sensibilidad a las GA en e endosperma. Los resultados
indican que las citocininas son componentes rio debajo de la sefial luminica que nodula la
respuesta de las semillas a las GA. Apoyando los resultados con D. ferox, en Arabidopsis la
pérdida de funcién de CKH1-1 6 de CKH2-1 promueve la respuesta de la germinacién alaluzy a
las GA.

Por otro lado, en D. ferox, e ABA suprime el incremento del potencial de crecimiento del
embridn, y esto est4 relacionado con una disminucion de la respuesta a las giberelinas en este
organo. En Arabidopsis, se observd una relacion antagonica entre la accion de componentes que
regulan positivamente la sefializacién del ABA vy la de los fitocromos en la germinacion. Esta
relacion ha sido observada también en plantulas.

Se ha demostrado que la luz percibida por las semillas no s6lo modula la germinacion sino
gue ademas controla, a través de cambios en lka expresion de ABI3, la respuesta a la luz de las
plantulas que de ellas derivan. De esta manera las sefiales luminosas percibidas por las semillas
podrian contribuir a que las plantulas se gjusten a ambiente que con mas probabilidad van a
encontrar y mejorar sus posibilidades de establecimiento.

PALABRAS CLAVES: Acido Abscisico, Germinacion, Giberelinas, Fitocromos,
Fotomorfogénesis.



PHOTOCONTROL OF SEED GERMINATION, SEEDLING DEVELOPMENT, AND
ITSRELATION WITH PLANT GROWTH REGULATORS

SUMMARY

Light, perceived through the phytochrome system, modulates a wide range of
developmental steps of plants. This thesis has contributed to the knowledge of two effects of
light perceived by the seeds. (a) the control of gibberellins (GA) and abscisic acid (ABA)
sensitivity and (b) the establishment of a signal that lasts after germination is completed, and
regulates light responses of seedlings.

Light promotes seed germination in several species, and gibberellins are important links
between the light signal perceived by the seeds and the processes controlling germination. In
lettuce and Arabidopsis, the phytochromes stimulate an increment in gibberellins contents of
seeds, and this is associated with a positive regulation of genes involved in GA biosynthesis. In
some species, light also stimulates the sensitivity of the seedsto GA.

In this work it is shown that in Arabidopsis thaliana the phytochrome B is the main
photorreceptor that stimulates GA responses in seeds, and the role of phytochrome D and E &
also described. In D. ferox, the phytochromes also stimulate gibberellins senstivity for
germination, through the production of an embryonic factor that modulates gibberellins responses
in embryos and micropylar section of the endosperm. The phytochromes promote DfPHOR and
DfMYB transcript accumulation in micropylar endosperms.  These genes show high identity with
components of gibberellins signaling. Expression of DfPHOR is apparently regulated by
phytochrome through the supply of gibberellins from he embryo to micropylar endosperm,
whereas DfMYB expression is regulated by an embryonic factor, with some of the characteristics
of the one that regulates gibberellins sensitivity in seeds. There are strong evidences that
cytokinins are components of the light signal that promotes gibberellins response for germination
In accordance with these results, the lack of function of CKH1-1 or CKH2-1 in Arabidopsis,
promotes light and gibberellins responses in seeds.

On the other hand, ABA suppresses the stimulus of embryo growth potential in D. ferox,
and thisis associated with a decrease in gibberellins response of embryonic cells. In Arabidopsis,
there is an antagonism between the action of components that promotes ABA responses and the
action of phytochromes for the promotion of germination. This relation has also been observed
in seedlings.

It has been shown that the light environment perceived by the seeds not only controls
germination but also modulates, through changes in ABI3 expression, light responses in
seedlings. In thisway, light signals perceived by the seeds would contribute to the adjustment of
the seedlings to their most probably light environment, improving their possibilities of
establishment in their habitat.

KEY WORDS. Abscisic Acid, Gibberellins, Photomorphogenesis, Phytochromes, Seed
germination.
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Capitulo I: Introduccion General

INRODUCCION GENERAL

La percepcion de cambios en el ambiente natural es de la mayor relevancia para los
organismos vivos. En particular, la luz es una sefial importante que condiciona €l
comportamiento y crecimiento de |os seres vivos, ala cual estos responden de diversas maneras.
L as respuestas pueden ser smples, como lafototaxia de |os organismos unicelulares o complgjas,
como las de los animales superiores los cuales utilizan sefiales, percibidas a través de la vision,
para modificar su comportamiento.

Debido a su naturaleza sésil y a que laluz constituye su Unica fuente de energia, las
plantas han desarrollado respuestas especia mente plasticas a su ambiente luminico. Esto
significa que individuos de una misma especie son capaces de mostrar fenotipos muy diversos
dependiendo de las caracteristicas del entorno luminico donde se desarrollan. Esta plasticidad
fenotipica les permite crecer en armonia con los cambios diarios y estacionales de luz,

optimizando la captacion de energiay la aclimatacion a cambios constantes en el ambiente.

Laradiacion solar que llega a la superficie de la tierra abarca una amplia franja del
espectro eectromagnético (Fig. | 1). Mientras que las ondas gammayy ultravioleta (UV)
constituyen un 2% dd total de estaradiacion, laluz visible comprende el 40%, y lainfrarroja €
58%. Estaradiacion solar puede ser absorbida, reflgjada o transmitida por distintos elementos
existentes en la superficie terrestre, ocurriendo entonces cambios en su cantidad y calidad.

Los cambios en las regiones del espectro comprendidas entre |os 600-700 y 700-800 nm,
correspondientes alas zonas de luz roja (R) y rojalgjana (RL) respectivamente; contienen
informacion sobre € entorno de particular importancia paralas plantas. Por gjemplo, larelacién
R/RL en un determinado ambiente esta asociada ala densidad de follgje y proximidad de plantas
vecinas. Mientras que estarelacion es cercana a 1.1 en suelos desnudos, la misma disminuye
notablemente bajo un canopeo denso o en presencia de plantas vecinas (Fig. | 2). Esto sedebe a
gue las clorofilas de los 6rganos fotosintéticos de las plantas absorben mucho més intensamente
laluz R quelaRL (Cumming, 1963; Casal, 2002).

La familia de fotorreceptores que absorben luz principalmente en esta region del espectro

se denomina fitocromos (Butler et al., 1959). Por lo tanto, los fitocromos funcionan como
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estimadores de los cambios en el ambiente luminico que ocurren dentro de las comunidades de
plantas, cuando laluz del sol interacciona con las estructuras fotosintéticas. Ademés los
fitocromos intervienen en la percepcion de las diferencias entre luz y oscuridad por gjemplo,
durante la emergencia de la plantula a la superficie del suelo (Smith, 2000).

Ademéas de los fitocromos, se han caracterizado dos familias mas de fotorreceptores; los
criptocromos (Cashmore et al., 1999) y las fototropinas (Briggs et al., 2001), los cuales absorben
luz en laregion del espectro del azul/ ultravioleta A. Mientras que los fitocromos y los
criptocromos poseen un importante papel en laregulacién del desarrollo de las plantas, las

fototropinas estan involucradas en €l control del fototropismo y el movimiento de los cloroplastos
(Casdl, 2002).

020 ] — Espectro solar fuera de la atmdsfera
Espectro solar a nivel del mar
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Fig. | 1. Esquemadelacalidad deluz solar y su flujo relativo incidente en la superficiedela

tierra, anive del mar.

Percepcion del ambiente luminico en laregion del Ry RL: Los fitocromos

De las familias de fotorreceptores mencionadas, |os fitocromos son el grupo que se
encuentra mejor caracterizado tanto a nivel bioguimico como fisiologico. En las especies
estudiadas, |os fitocromos se encuentran codificados por una peguefia familia multigénica. Por
gjemplo, en Arabidopsis, se conocen 5 genes distintos que codifican para estos fotorreceptores,
los cuales fueron llamados fitocromos A, B, C, D y E (PHYA-E) (Casal, 2002).
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Los andlisis filogenéticos de las secuencias de |os fitocromos de plantas superiores
indican que existieron cuatro eventos de duplicacion génicalos cuales dieron origen alos
distintos fotorreceptores de estafamilia (Mathews y Sharrock, 1997). Laprimera, la cual ocurrié
con € surgimiento de las fanerégamas, generd las lineas PHYA/C y PHYB/D/E. Dos
duplicaciones posteriores, arededor del momento en que se originan |las angiospermas, separaron
el PHYA dd PHYC,y € PHYB/D dd PHYE. LosPHYBY PHYD divergieron mucho més
recientemente. Estos procesos evolutivos crearon una familia de proteinas que detectan sefiales
ambientales relativamente similares pero capaces de desencadenar respuestas fisiol6gicas de
diversos tipos en las plantas, por iemplo, lainduccion de la germinacién o de lafloracion. Estos
genes, ademas de ser hallados en plantas superiores, se encontraron en helechos, musgps, algasy
bacterias. Si bien existen algunas diferencias en cuanto al tipo de croméforo o del aminoécido a
gue este se une, en todas las especies estudiadas | as regiones conservadas parecen estar

involucradas en la percepcién de la luz (Smith, 2000).

Luz incidente
R/RL=1.1

Luz reflejada

<

Luz
R/RL=0.2 transmitida

i R/RL=0.2

Fig. | 2. Modificaciones en la calidad de luz transmitida o reflggada por un canopeo.

Estructuray propiedades de los fitocromos

L os fitocromos son cromoproteinas diméricas, cuyos monodmeros poseen un peso
molecular alrededor de los 120-130 kDa. Lamolécula ddl fitocromo puede ser dividida en dos

regiones funciorales principales. la region amino-terminal que es €l sensor de la sefial, y posee
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un cromaéforo unido covalententemente, y la region C-terminal, o de transduccion de la sefial, la
cua contiene dos dominios relacionados alos Per/Arnt/Sim (PAS) y un dominio relacionado a
los de histidina kinasa de bacterias (Fig. | 3A) (Kimet al., 2002). El grupo cromoforo consiste
en un tetrapirrol de cadena abierta, denominado fitocromobilina, € cua absorbe principalmente
luz R o RL, modificando su conformacion (Fig. | 3By C). Laexcitacion del croméforo modifica

la configuracion de la proteina, alterando su capacidad de acciédn bioldgica.

Una caracteristica notable de | os fitocromos es su fotoconversion (Fig. | 3B). Laforma
Pr, lacua tiene un maximo de absorcién en e R (660 nm), cambia su configuracion alaforma
Pfr cuando absorbe luz. El Pfr, considerado la forma activa, muestra un maximo de absorcion en
lafranja del espectro del RL (730 nm), volviendo a la configuracion de la forma Pr cuando
absorbeluz (Fig. | 3B). Sin embargo, es importante notar que existe un solapamiento entre los
espectros de absorcién de ambas formas (Fig. 3C). Esto implica que cuando un tegjido vegetal es
expuesto a la luz, la fotoconversion entre las formas Pr y Pfr ocurre en ambos sentidos,
estableciéndose asi una determinada relacion de Pfr/fitocromo total (Pfr/P). Por ejemplo, un
pulso saturante de luz R establecera una relacién maxima Pfr/P de 0.87, mientras que la
exposicion de los tgidos a luz de 730 nm no sera capaz de transformar todo € fitocromo activo a

laforma Pr, sino que establecera una relacién minima de Pfr/P de 0.03.
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Fig. | 3. Caracteristicasde losfitocromos. (A) Estructura de |os dominios que componen a una
molécula genérica de los fitocromos. El sitio de unién a cromdforo se indica con un rectangulo negro.
P: zonas donde ocurre fosforilacion; PAS; sitios con homologia a dominios PAS, DHK; regién con dta
homologia a los dominios histidina kinasa de bacterias. Los nimeros indican la posicion de
amino&cidos en la cadena polipeptidica. (B) Esquema que muestra los cambios conformacionales del
cromaéforo en lainterconversion de Pr a Pfr por absorcién de luz. (C) Espectro de absorcion de las

formas Pr y Pfr de los fitocromos. Adaptado de (Taizy Zeiger, 1998).
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L os fitocromos son sintetizados en su forma Pr, mediante una reaccidn autocatalitica que
se produce a unirse, en € citoplasma, la apoproteinay € grupo cromoforo (Lagariasy Lagarias,
1989). Laforma Pr posee localizacion citoplasmica, y cuando absorbe luz y se convierte ala
forma Pfr se trandoca al nucleo (Nagy et al., 2001). Inicialmente se creyd que existia un solo
fitocromo que mediaba las multiples respuestas de las plantas alaluz. Més adelante, alrededor
de 1980, se demostrd que existen dos tipos de fitocromos, 1os cuales poseen distintas
propiedades. El tipo I, comprendido por € fitocromo A (PHYA), es el méas abundante en
plantulas desarrolladas en completa oscuridad, y su forma Pfr es rapidamente degradada, siendo
su vidamediade 1-2 h (Viestra, 1994). Laregulacién de laexpresion del PHYA esta dadaen tres
niveles distintos. a través de la degradacion de su RNA mensgjero (RNAm), protedlisis del Pfr
por ubiquitinacién, y la represion de la transcripcion de este gen por su forma activa Pfr (Fig. |
4A). Por otro lado, los fitocromos tipo |1, los cuales comprenden los fitocromos B-E (PHYB-E),
son sintetizados con tasas mucho menores, pero sus RNAmM y proteinas son mucho mas estables,
y su transcripcion no es afectada por laforma Pfr (Taiz y Zeiger, 1998) (Fig. | 4B). Por lo tanto,
la cantidad total de un determinado fitocromo en un tejido depende del balance entre su sintesis y
su destruccion. Mientras que las cantidades de fitocromo Tipo | es 9 veces mayor que las de tipo
Il en plantul as desarrolladas en oscuridad, en las plartulas que crecen alaluz larelacion entre
ambos tipos de fitocromos es similar. En esta segunda condicién, €l fitocromo predominante del

tipo Il enlasplantulasesel PHYB (Taizy Zeiger, 1998).
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Fig. | 4. Regulacion dela expresion delos genes defitocromos. (A) El fitocromo A (tipo 1) es
sintetizado en su forma Pfr. El nivel de fitocromo A estaregulado por tres factores: degradacion
de su RNAm, protedlisis de laforma Pfr por ubiquitinacion (Ub), y represién de latranscripcion
de su gen por laforma Pfr. (B) Los mensgjerosy proteinas de los fitocromos tipo |1 son més
estables que en e caso A, y su forma Pfr puede sufrir reversiones a Pr en oscuridad. Adaptado de
(Taizy Zeiger, 1998).

Funciones fisioldgicasy ecol gicas de los fitocromos

Se pueden encontrar acciones del fitocromo alo largo del ciclo de vida de las plantas y se
han caracterizado con més detalle en cuatro fases del desarrollo de los vegetales: la germinacion,
el establecimiento de la plantula, € desarrollo de la planta adulta y la induccién de la floracion.

Accioén de los fitocromos sobre la Germinacion

La germinacion de una fraccion significativa de la poblacion de semillas en € suelo
depende de la percepcion, a través de los fitocromos, de larelacion R/RL de la luz que reciben
Por gemplo, la percepcion de altas relaciones de R/RL estimula la germinacion de semillas de D.
ferox, lechugay Arabidopsis (Borthwick et al., 1952; Soriano et al., 1964; Shinomuraet al.,
1994), mientras que un ambiente enriquecido en RL puede promover o inhibir la germinacion,
dependiendo del estado fisiolégico de las semillas, asi como de laintensidad y duracion del
estimulo luminico (Casal y Sanchez, 1998). Lainduccion de la germinacion por altas

proporciones de R/RL favoreceriala percepcion de espacios abiertos en el canopeo, debido por
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giemplo, ala muerte de un gran nimero de individuos en un bosque (VazquezY afiez y Smith,
1982) o0 ala muerte de plantas de un pastizal a causa de inundaciones (I nsausti et al., 1995).
Asimismo, lapromocién de la germinacién por bajos flujos de RL favoreceria la emergencia de
plantulas luego de una breve exposicion alaluz por giemplo durante disturbios enel suelo, donde
los competidores potenciales fueron posiblemente eliminados (Scopel et al., 1991). Por otro
lado, la inhibicién de la germinacién por la exposicion prolongada a RL podria prevenir la

competencia temprana por laluz en canopeos densos (Fig. | 5) (Casal y Sanchez, 1998).

Exposicién breve

l alaluzRoRL
UrRRL

C »( D

S Y

Germinacion

Fig. | 5 Efectosdel ambiente luminico sobrela germinacion.

Accion de los fitocromos sobre el establecimiento de la plantula

Unavez que la plantula alcanza la superficie del suelo, ocurre uno de los cambios de gran
relevanciapara € desarrollo de los organismos vegetales, que consiste en latransicion de la vida
en oscuridad, denominada escotomorfogénesis, al desarrollo en presenciade luz o
fotomorfogénesis. Estatransicion, denominada des-etiolacion, esta caracterizada por cambios
morfologicos y fenoldgicos como ser lainhibicion del alargamiento del hipocotilo, la expansiéon y
apertura de cotiledones, €l desarrollo de cloroplastos y expresion de genes relacionados con la

fotosintesis (Fig. | 6). También esta caracterizada por un regjuste masivo del transcriptoma
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(Fankhauser y Chory, 1997; Teppermanet al., 2001). Durante la escotomorfogénesis, la plantula
presenta un fenotipo etiloado, €l cual se caracteriza por la presencia de tallos o hipocotilos largos,
cotiledones cerrados y poco expandidos, la presencia del gancho plumular y la escasa expresion

de genes relacionados con la fotosintesis (Fig. | 6) (Casal, 2002). Tanto laluz R como laluz RL,

percibida por atraveés de fitocromos, estimulan la desetiolacion (Casal et al., 2003).

Fig. | 6 Fenotipos de plantulas desarrolladas

en completa oscuridad, o en presencia de

luz.
DESARROLLO EN DESARROLLO EN
OSCURIDAD PRESENCIA DE LUZ
Fenotipoetiolado  Fenotipo des-etiolado
*Hipocotilo largo *Crecimiento del hipocotilo
*Cotiledones cerrados  reducido
y poco expandidos * Aperturay expansion de
*presenciadegancho  cotiledones
apical * Ausencia de gancho

*Expresion de genes plumular

fotosintéticosreducia  *Expresion de genes
relacionados con
fotosintesis; por ggemplo
genes CAB

Modulacion de la arquitectura de la planta

El tamafio y disposicién de entrenudos y hojas, el balance entre €l tallo principa y las
ramas laterales asi como el angulo de los peciolos de las laminas foliares estan modulados por la
percepcion de luz através de los fitocromaos (Smith, 2000).

En canopeos en crecimiento, muchos de estos cambios morfol dgicos se anticipan ala
competencia por laradiacion, debido ala percepcion de la disminucién de larelacion R/RL en la
radiacion lateral, a causa del reflgjo de laluz RL por la vegetacion vecing, alin antes que exista
sombrado mutuo entre las plantas (Ballaré et al., 1987; Ballaré et al., 1991). En presencia de
plantas vecinas, entonces, la percepcion de bagjas relaciones R/RL induce la elongacion de tallos y

lainclinacion de las laminas foliares hacia una mejor captacionde laenergialuminica. Este
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efecto es denominado escape al sombreado (Fig. | 7). Si la elongacion de los entrenudos no es
suficiente pare escapar alas bgjas relaciones R/RL, la floracion de muchas especies se adelanta, y
hay produccion temprana de semillas, aumentando la probabilidad de reproduccion de la
poblacién (Smith, 2000).

Fig. | 7 Fenotipo de escape al
sombreado. Laplantadela
izquierda se desarrollo en altas
relaciones R/RL, en asuenciade
plantas vecinas, mientras que la
planta de la derecha fue
desarrollada bajo un canopeo

denso.

Induccion de la floracién y dormicidn de yemas axilares

La percepcidn de la duracion del dia através de los fitocromos aporta a la planta sefiales
temporales que interactiian con el reloj bioldgico permitiendo que ciertos procesos del desarrollo
cruciales para completar € ciclo de vida del individuo ocurran en los momentos mas apropiados.
De esta manera, € desarrollo de |as plantas es sincronizado con los cambios en |as estaciones del
ano, como se giemplificaen e control por € fotoperiodo de la floracion y dormicion de yemas en

muchas de las especies estudiadas (Smith, 2000).

M odos de accion de los fitocromos

La accion de los fitocromos puede ser distinguida sobre la base de la cantidad de luz
requerida para inducir una respuesta determinada. La cantidad de luz puede ser referida como €l
flujo de luz, el cual es definido como el nimero de fotones incidentes por unidad de superficie,
usual mente cuantificado como micromoles de fotones por metro cuadrado (umol.m?).
Tradicionalmente, se han descripto tres modos de accion de los fitocromos; la respuesta a muy

bajos flujos de luz, Ilamada VLFR (del inglés Very Low Fluence Response), la respuesta a bajos

11
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flujos, o LFR (del inglés Low Fluence Response) y la respuesta a altos flujos de luz o HIR (del
inglés High Irradiance Response) (Fig. | 8) (Casal et al., 1998).

Respuestas a muy bajo flujo deluzz VLFR

Las respuestas VLFR pueden ser inducidas a flujos de luz tan bajos como aguellos
arededor de 0.001 umol.m? y ser saturadas con 5 pmol.m?2. La cantidad de luz requerida para
inducir una VLFR convierte menos del 0.02% del fitocromo total en Pfr. Como € tratamiento
con luz RL convierte aproximadamente el 97% del Pfr a Pr, alrededor del 3% Pfr remanente es
capaz de inducir una respuesta de este tipo. Entonces, las respuestas del tipo VLFR no son
revertidas por e RL (Taizy Zeiger, 1998). Estetipo de respuestas cumple laley de reciprocidad
0 sea, que laintensidad de la respuesta es similar aigual flujo de fotones, independientemente
gue € tratamiento de luz haya consistido en pulsos horarios o en luz continua. Asimismo, la
intensidad de la respuesta es proporcional ala cantidad de Pfr formada (Fig. | 8A). El fitocromo
gue medialas respuestas VLFR es el PHYA (Casal et al., 2003).

Respuestas a bajos flujos de luz: LFR

En contraste con la respuesta VLFR recién mencionada, las respuestas LFR generamente
no son inducidas a flujos de luz menores a 1 pmol.m?, y son saturadas a 1000 pmol.m>2.
Entonces, las relaciones de Pfr/P requeridas para la induccion de una LFR son establecidas por
pulsos moderados de luz R, y esta respuesta es revertida por € tratamiento con luz RL
(Mancinelli, 1994). Lamagnitud de lareversion de respuesta del efecto del R disminuye a
medida que aumenta €l intervalo de tiempo entre &l pulso deluz Ry RL (Casal et al., 1998).

Al igual que las VLFR, las respuestas LFR cumplen laley de reciprocidad y son
proporcionales a las cantidades de Pfr establecidas durante el tratamiento. Esto significaquela
intensidad de respuesta bajo un pulso de luz R que establece unarelacion Pfr/P del 66% sera
mayor alainducida por un pulso de luz R de menor flujo que establece una proporcién de Pfr/P
del 33% (Fig. | 8A) (Casal et al., 1998). El principal fitocromo que medialas respuestas LFR es
el PHYB (Casal et al., 2003), aunque se ha observado que otros fitocromos también contribuyen
aeste efecto (Henning et al., 2002; Franklin et al., 2003).

Cuando un determinado proceso puede ser inducido tanto por una VLFR como por una
LFR, a medida que aumenta el flujo de fotones, se observa una curva biféasica de intensidad de

respuesta en funcion de la proporcion Pfr/P establecida (Fig. | 8B). Laprimerafase delacurva
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corresponde a la induccion de la respuesta por una VLFR, mientras que e segundo aumento de
pendiente corresponde a la induccion por laLFR. Latransicion entrelaVLFR y laLFR puede
involucrar un cambio repentino de pendiente, un plateau, o un minimo. Las respuestas bifasicas
han sido observadas parala germinacion (VanDerWoude y Toole, 1980; Cone et al., 1985), la
promocion del crecimiento del coleoptilo e inhibicion del crecimiento del mesocétile (Mandoli y
Briggs, 1981), la expansion de cotildeones (Casal et al., 1994) y sintesis de antocianas (Drumm y
Mohr, 1974), entre otras.
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Fig. | 8 Modos de accion delos fitocromos. (A) Representaci on esquemética de los modos de accion
de los fitocromos en funcién del fotoequilibrio calculado (Pfr/P). (B) Curvade respuesta en funcion del
flujo de fotones y Pfr calculado para la expresion del gen LHCP de arveja, la germinacion de
Arabidopsisy crecimiento de coleoptiles de avena. Adaptado de (Casal et al., 1998)

Respuestas a altos flujos de luz. HIR

L as respuestas de tipo HIR requieren de exposiciones prolongadas alaluz de irradiancias
relativamente atas, y no son revertidas por laluz RL (Taizy Zeiger, 1998). LasHIR no cumplen
laley de reciprocidad, y la respuesta depende de la irradiancia, medida como pmol.mi? seg?, més
gue del flujo neto de fotones recibido (Casal et al., 1998). Esto significa que las exposiciones
continuas a la luz son mas eficientes para inducir la respuestaHIR en comparacién conlos pulsos
horarios de luz, que suministran igual flujo total. El fotorreceptor que media las respuestas HIR
esel PHYA (Shichijo et al., 2001; Casal et al., 2003)

Roles del PHYA

El fenotipo més obvio de los mutantes phyA, y por el cual estos fueron identificados, esla
falta de respuestaalaluz RL del alargamiento del hipocotilo, expansion de cotiledones y apertura
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del gancho plumular, através de una HIR (Whitelamet al., 1993). Estas mutantes muestran una
respuesta similar a su genotipo salvaje en la des-etiol acidn bajo tratamientos prolongados de luz
R (Nagatani et al., 1993; Parksy Quail, 1993; Whitelamet al., 1993). Es mas, en luz blanca,
estos mutantes muestran un fenotipo similar a de su control, en consecuencia, poseen un fenotipo
menos obvio que los mutantes phyB que crecen en ambientes naturales (Smith, 2000). Y anovsky
et al., (1995) han demostrado que la accién del PHY A es de importancia fundamental parala
supervivencia de las plantulas bajo canopeos densos. Bajo una cobertura densa de plantas, la
capacidad de des-etiolacion de las mutantes phyA es draméaticamente reducida, y muchas de estas
plantulas mueren, mientras que las plantul as salvajes sobreviven por mastiempo bajo estas
condiciones

El PHY A ademas, regula la expresion de un gran nimero de genes asi como la sintesis
antocianas, entre otras respuestas (Barnes et al., 1996; Robson y Smith, 1997). También
participa en la percepcion de la duracion del diay en lainduccion de lafloracidn, bgjo ciertas
condiciones (Carr-Smithet al., 1989; Thomas, 1991; Johnsonet al., 1994). Ademas, el PHYA
estimula la germinacion de Arabidopsis através de una VLFR (Shinomuraet al., 1996). La
promocion de la germinacion por pulsos de luz RL también ha sido observada en lechuga, D.
ferox y Ssymbrium officinale (VanDerWoude, 1985; Scopel et al., 1991; Derkx y Karssen,
1993), entre otras especies. El PHYA, através de una HIR inhibe la germinacion. Esto ha sido
observado en semillas de tomate (Shichijo et al., 2001). En D. ferox, la promocién de la
germinacion por una VLFR o una LFR también es inhibida por unaHIR, y estainhibicion
involucrala represion de la expresion de genes asociados con € proceso germinativo (de Miguel
et al., 2000; Burgin et al., 2002).

Rolesdel PHYB

Las plantul as deficientes en PHY B muestran una extrema reduccion de la sensibilidad ala
inhibicion del alargamiento del hipocotilo, promocién de la expansién de cotiledones y hojas asi
como de la sintesis de antocianas (Devlin et al., 1992; Reed et al., 1993), indicando que €
PHY B gjerce unaimportante funcién en la des-etiolacion en respuestaaluz R. Las mutantes
phyB, ademés, producen menos clorofilas y poseen un menor contenido de cloroplastos por célula
del mesofilo a comparacion del genotipo salvaje, indicando que este fotorreceptor también esta
involucrado en estos procesos (Chory, 1992).
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L as plantas adultas deficientes en PHY B poseen tallos, hojas y peciolos més largos que
las plantas salvajes, asi como una mayor dominancia apical, y floracién temprana (Chory et al .,
1989; Goto et al., 1991). Este fenotipo es similar a de escape al sombreado de una planta
salvgje, eindica que laforma Pfr del PHY B esta involucrado en lainhibicién del alargamiento
del tallo hojas y peciolos asi como de la dominancia apical y la floracion.

El PHY B, através de una LFR promueve la germinacion de numerosas especies (Casal y
Sanchez, 1998).

RolesdelosPHYC, PHYE y PHYD

L os estudios con mutantes de Arabidopsis deficientes en multiples fitocromos indican que
existe una redundancia entre los PHYB, D y E en €l control del tiempo de floracién, desarrollo de
las hojas y regulacion del gen ATHB-2 (Franklin et al., 2003).

Por otro lado, se hademostrado que el PHY E participa en el establecimiento del fenotipo de
escape a sombreado por RL, asi como en la percepcion del largo del dia en plantulas (Devlin et
al., 1996; Devlin et al., 1998; Devlin y Kay, 2000).

Los mutantes phyC muestran una reduccion en la sensibilidad alaluz R paralainhibicion del
alargamiento del hipocotilo y expansién de los cotiledones. Estos mutantes ademéas muestran
peciolos alongados, una mayor area foliar bajo luz blanca, y florece antes que su genotipo savae
(Monte et al., 2003), indicando también una redundancia de funcion con PHYB.

Se ha demostrado que & PHY E promueve la germinacion cuando las semillas son
expuestas por periodos prolongados alaluz R, y que la promocién de la germinacion por RL

requiere de la presenciadel PHY E (Henning et al., 2002).

Dormicion y germinacion

El estado de dormicion es definido como laincapacidad, de una semillaintactay viable,
de germinar bajo condiciones de temperatura, humedad y concentracion de gasesque serian
adecuadas parala germinacion (Bewley y Black, 1994). Ladormicion se establece durante la
ontogenia de la semilla, restringiendo su germinacion en la planta madre. Ademas, se considera
que la dormicién es una adaptacion que contribuye a la supervivencia del individuo cuando los

factores abi6ticos o bidticos del entorno son desfavorables para €l establecimiento de la plantula.
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El hecho que alrededor del 70% de |as especies estudiadas poseen dormicion, indica que este es
un carécter adaptativo en las plantas (Baskin y Baskin, 2003).

Ladormicién que se establece durante €l desarrollo de la semilla es denominada
dormicion primaria, y € nivel de la misma disminuye durante su post-maduracién, la cual ocurre
en condiciores naturales, por ggemplo, durante la permanencia de la semillaen el suelo. La post-
maduraci én también ocurre en condiciones artificiales, como cuando |as semillas se amacenan
en seco en € laboratorio. La post- maduracion se encuentra influenciada por un nimero
considerable de factores ambientales como ser la temperatura, humedad y ambiente gaseoso. A
medida que el grado de dormicién disminuye se amplia el rango de condiciones ambientales que
permiten lagerminacion. Por definicidn, la germinacién involucra todos aguell os procesos que
comienzan con laabsorcidn de agua por la semilla quiescente, y terminan con la elongacién del
gje embrionario (Bewley y Black, 1994). Lasefid visible de lafinalizacidn de la germinacion es
en genera, la emergencia de la radicula embrionaria a través de las cubiertas seminales (Bewley,
1997).

L as sefiales ambientales como la temperatura, la disponibilidad de aguay laluz modulan
ladormicién y germinacién en numerosas especies. En particular laluz, percibida através de los
fitocromos, puede controlar la salida de la dormicion en numerosas especies (Bewley y Black,
1994). Los fitocromos, através de una VLFR o una LFR, salvo escasas excepciones, promueven
la germinacién (Casal y Sanchez, 1998). Una HIR, en cambio, inhibe la germinacion. Entre las
especies estudiadas que presentan inhibicion por una HIR se encuentran Lactuca sativa, Poa
pratensis, Amaranthus aenicolay Datura ferox (Negbi y Koller, 1964; Hendricks et al., 1968; de
Miguel et al., 2000).

En general, la sensibilidad a laluz de las semillas aumenta durante la post- maduracion.
Por gemplo, las semillas de D. ferox se encuentran profundamente dormidas cuando caen de la
planta madre, y luego de un periodo de tiempo, la germinacion puede ser estimulada por flujos
moderados de luz através de una LFR. Sin embargo, cuando las semillas permanecen enterradas
por largos periodos en €l suelo, € grado de dormicion disminuye notablemente y la germinacion
es estimulada por muy bajos flujos de luz, através de una VLFR (Scopel et al., 1991). Incluso,
en semillas que permanecen largos periodos en el suelo, la salida de la dormicién puede
independizarse de la exposicion alaluz, y pueden adquirir la capacidad de germinar en

oscuridad.
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Fisiologia de la dormicién impuesta por las cubiertas: fitocromosy hormonas

La dormicién impuesta por las cubiertas es la que se encontré més frecuentemente entre
un total de 3653 especies revisadas por Baskin y Baskin (2003), indicando que este tipo de
dormicién esta ampliamente difundida en la naturaleza. En este tipo de dormicion, la
germinacion depende del balance entre la capacidad de expansion del embrion (llamada
generalmente potencial de crecimiento del embrion) y la resistencia que le oponen los tegjidos que
lo rodean (Bewley y Black, 1994). La mayoria de las semillas que poseen dormicion impuesta
por las cubiertas requieren luz para germinar (Bewley y Black, 1994). En semillasde D. ferox 'y
lechuga, por ggemplo, una LFR estimula tanto el potencial de crecimiento del embrion como una
disminucién de la resistencia mecanica impuesta por € endosperma (Carpitaet al., 1979; Psaras
et al., 1981; de Miguel y Sanchez, 1992), y este efecto esta asociado con la germinacion.

Sobre &l aumento del potencial de crecimiento del embridon mediado por fitocromo, la
informacion es muy escasa. En lechuga se 1o ha vinculado por una disminucion en el potencial
osmotico (Carpitaet al., 1979) aungue se admite que también hay cambios en la extensibilidad de
las paredes. Sobre € origen de los cambios en extensibilidad no hay ningunainformacién.
Recientemente se ha sugerido la posibilidad de que las expansinas participen en éste fendbmeno.
Estas proteinas congtituyen familias multigénicas en Arabidopsis, arroz, zapallo, tomate y otros
casos en donde se han examinado en detalle (Rose et al., 1997; Brummell et al., 1999). Se
propone gue las expansinas producen la ruptura no enzimatica de enlaces débiles (¢g. puentes
hidrogeno) entre fibras de celulosay hemicelulosa. Esto permitiria el deslizamiento de polimeros
bajo condiciones de tensidén (McQueen-Manson & Cosgrove, 1995) o facilitaria el acceso a
enzimas hidroliticas de la pared (Rose et al., 1997). En mutantes de tomate gib-1, los cuales son
incapaces de sintetizar giberelinas, el agregado de giberelinas estimula la expresion de LEEXP8y
LeEXP10 en € embridn, y este aumento de expresion esta asociado con la germinacion (Chen et
al., 2001). En D. ferox, € estimulo de la germinacion por una LFR esté asociado a un incremento

en los niveles de transcriptos de dos expansinas en el embrion (Mellaet al., 2004).

Por otro lado, en varias especies la germinacion es precedida por un ablandamiento
importante en & endosperma (Watkins et al., 1985; Sanchezet al., 1986; Groot y Karssen, 1987).
El principal componente de las paredes celulares del endosperma es un polimero de manosa, 1o

que explica buena parte de la resistencia mecanica de éstos tejidos. En D. ferox el ablandamiento
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esta acompariado con una disminucion significativa del contenido de mananos de pared (Sanchez
et al., 1990). En semillas de tomate hay relacion entre la actividad de enzimas que degradan
mananos de pared y lagerminacion (Groot y Karssen, 1987; Nomaguchi et al., 1995; Nonogaki
et al., 2000). Sin embargo, ésta actividad no se reflgja en la composicion de las paredes celulares
del endosperma (Dahal et al., 1997). Estos resultados han sugerido la participacion de otros
procesos, ademas de la movilizacion de los mananos, aunque esta se considerarelevante. En
contraste, en D. ferox es muy buena la asociacion entre e ablandamiento del endospermay la
hidrdlisis de mananos en las paredes celulares (Sanchezet al., 1986). La hidrdlisis de estos
polisacéridos se correlaciona con €l aumento de actividad de 3-mananasay - manosidasa en €
endosperma micropilar. Este aumento es inducido por laformacion de Pfr en e embrién
mediante |la produccion de un promotor (probablemente una giberelina) € cual es translocado a
endosperma micropilar, donde gjerce su accion (Sanchez y de Miguel, 1997). En D. ferox,
ademés, la LFR produce un aumento de los niveles de transcriptos de expansinas enel

endosperma micropilar, y las giberelinas reemplazan alaluz en esta promocién (Fig. | 9).

En & caso de semillas con dormicion impuesta por |as cubiertas, lainhibicion de la
germinacion por ABA puede estar asociada tanto con lainhibicién de la capacidad expansiva del
embrion, como con el ablandamiento del endosperma. Por ggemplo, en D. ferox el ABA bloquea
principalmente el potencial de crecimiento del embrion (Sanchez y de Miguel, 1985; de Migued et
al., 1999). Entomate el ABA también inhibe la germinacion, y este aparentemente gjerce un
efecto inhibitorio en el estimulo del potencial de crecimiento del embrion (Groot y Karssen,
1992). El papel de esta hormonaen el ablandamiento del endosperma de tomate aln no es claro:
mientras que muchos autores proponen que la inhibicion de la germinacion por ABA esta
asociada con el bloqueo del ablandamiento (Groot y Karssen, 1992; Toorop et al., 2000), otros
observaron lo contrario (Ni y Bradford, 1993; Toorop et al., 1996).
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Fig.1 9. Esquema dela promocion dela germinacion por una LFR y su inhibicién por una
HIR en D. ferox.

L as semillas de Arabidopsis thaliana también poseen dormicién primaria cuando son
liberadas y dispersadas desde |a planta madre, y laluz percibida a través de | os fitocromos,
estimulan la germinacién (Koornneef y Karssen, 1994). Se considera que estas semillas también
poseen dormicién impuesta por las cubiertas, y en este caso, las cubiertas g ercerian una
resistencia considerable ala elongacion del embrion (Debeaujon y Koornneef, 2000). En
contraste con las semillas de tomate y D. ferox o lechuga en las cuales es posible estudiar los
procesos asociados con la germinacion en forma localizada por gjemplo, en el embridn o
endosperma, las semillas de Arbidopsis son muy dificiles de manipular, principal mente debido a
su tamafio, € cual rondalos 0.5 mm. Por €ello, el avance en & conocimiento sobre dormiciény
germinacion en esta especie ha ocurrido, principalmente, mediante €l andlisis de mutantes
deficientes en la biosintesis o respuesta a hormonas asi como defectuosos en la estructuras de
semillas. De esta forma se ha establecido que las mutaciones que afectan la pigmentacion o
estructura de la testa estan asociadas con un menor nivel de dormicién primaria de las semillas.

Se propuso que la testa posee dos funciones principales en el bloqueo de la germinacion. Por un
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lado, ofreceria unaresistenciaa lavado de inhibidores de la germinacion, como ser € écido
abscisico (ABA) o la entrada de factores que estimulan la germinacion, como ser el aguao €
oxigeno (Debeaujonet al., 2000). Por otro lado, se propuso que la testa constituye un
impedimento mecanico alaexpansion del embrion (Debeaujon y Koornneef, 2000). Se cree que
en Arabidopsis, la capacidad de expansion del embridn estarestringida por el ABA (Karssen et
al., 1983), y las giberelinas contrarrestan el efecto del ABA en ladormicion (Debeaujon'y
Koornneef, 2000). Se ha sugerido, ademas, que las giberelinas promueven la disminucion de la
resistencia mecanica que ofrece la testa para la elongacion del g e embrionario (Debeaujon'y
Koornneef, 2000). En esta especie la luz, percibida a través de los fitocromos, incrementa los
contenidos de giberelinas activas asi como su respuesta en las semillas, y este efecto esta
asociado con lagerminacion (Yamaguchi y Kamiya, 2000; Yamauchi et al., 2004).

En semillas de Arabidopsis, la disminucion de los niveles de dormicion mediante
incubacion de las semillas embebidas a bajas temperaturas estd asociado con un incremento en
los niveles de una giberelina que posee actividad biologica; 1a GA4, asi como con la acumulacion
de transcriptos de GA3ox1, una GA33-hidroxilasa que participa en € paso final de la sintesis de
GA4 (Fig. | 10) (Yamauchi et al., 2004). En semillas de lechuga, existe un aumento en los
niveles de giberelinas bioactivas luego de un pulso de luz R, y esto esta relacionado con €
aumento de los niveles de transcriptos de GA3R3-hidroxilasay € estimulo de la germinacion
(Toyomasuet al., 1994; Toyomasuet al., 1998). La relacion entre los fitocromos y los

contenidos de giberelinas en semillas seré discutida en mayor detalle en €l Capitulo I1.
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Fig. | 10. Rutaprincipal debiosintesisdegiberelinasen Arabidopsis. Las abreviaturas
significan: GGDP: geranil-geranil difosfato; CPS: ent-copanil difosfato sintasa; ent-CPD: ent-
copalil difosfato; KAO: &cido ent-kaurenoico, KO: ent-kauren-oxidasa; KS: ent-kauren-sintasa.
Las lineas de puntos indican los pasos sintetizados por la enzima GA20-oxidasa. Adaptado de
(Yamauchi et al., 2004)

Fitocromos en las semillas

L os fitocromos pueden ser sintetizados en las semillas durante dos momentos distintos.
Uno de €ellos es durante su formacién en la planta madre, como fue observado en Amaranthus
(Kendrick et al., 1969; Kendrick y Spruit, 1977), y en la semilla madura seca puede encontrarse
tanto en laforma Pr como Pfr, dependiendo de las propiedades dpticas de las cubiertas seminales
y del fruto, o si € fruto fue sombreado por hojas verdes. Esto significa que el requerimiento de
luz para la germinacién dependera del ambiente materno donde se formaronlas semillas. En €
caso que se establezca una ata proporcién de Pfr/P durante la maduracion, el Pfr formado
durante e desarrollo de la semilla podria estimular la germinacion de esta unavez en € suelo,
aun en completa oscuridad. En A. thaliana, el PHY B comprende, al menos en parte, € pool de

los fitocromos formados durante € desarrollo de la semilla (Shinomuraet al., 1996). El segundo
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momento de sintesis de fitocromos en la semilla puede ocurrir luego de la imbibicion, como fue
observado en semillas de Amaranthus caudatus (Kendrick et al., 1969). El pool de fitocromos
gue aparece en esta segunda fase no es muy estable en su forma Pfr, por o tanto, su abundancia
es reducida significativamente cuando las semillas son expuestas aluz R. Los estudios

inmunol 6gicos indican que la abundancia de PHY A aumenta significativamente unas horas
después del comienzo de laimbibicién en Arabidopsis (Shinomuraet al., 1996). Recientemente
se ha demostrado que e PHY B y PHY C también son sintetizados durante laimbibicion en

oscuridad, aungue en cantidades relativamente menores al PHY A (Sharrock y Clack, 2002).

Desarrollo dela plantula

Tras la germinacion, ocurre uno de los cambios mas importantes en €l desarrollo de los
individuos, € cual consiste en latransicion de la vida en oscuridad a su desarrollo de luz. En esta
primera etapa, el crecimiento de la plantula es condicionado de formatal que estalogre alcanzar
exitosamente su condicion autétrofa. Si laluz es limitante, la plantula exhibira un fenotipo
etiolado. En estas condiciones, |a plantula exhibird un tipo de crecimiento donde €l desarrollo
ocurre lentamente, caracterizado por un hipocotilo largo, raices poco desarrolladas y cotiledones
cerrados y poco expandidos (Fig. | 6). No es sorprendente entonces que la fotomorfogénesis esté
regulada por una compleja red de procesos, ya que en esa pequefia ventana de tiempo, €l
individuo se desarrolla desde un embrion dependiente de reservas pre-existentes a un individuo
autotrofico (Nemhauser y Chory, 2002).

Las células del hipocotilo tienen su origen en el embrion, y no experimentan divisiones
celulares adicionales durante el crecimiento de la plantula en oscuridad (Gendreauet al., 1997).
Como resultado, € crecimiento involucra la expansion de las células existentes las cuales, en €
caso de tgjidos que se desarrollan en oscuridad, pueden aumentar 100 veces su tamafio original.
La expansion celular requiere del ablandamiento de las paredes celulares, en las cuales enzimas
como ser las hidrolasas y |as xiloglucan-endo-transglicosidasas sintetizan nuevos componentes de
pared y losintegran a medida que €l protoplasto aumenta de tamafio. Existen evidencias
genéticas y fisiolOgicas que sugieren que este Ultimo proceso es llevado a cabo mediante el
incremento de la entrada de agua ala vacuola. Las mutantes en €l gen DET3, que codifica para
una subunidad de una protén ATPasa, muestran una disminucién en €l largo del hipocotilo en

oscuridad, y esto podria estar asociado a un defecto en la entrada de agua ala célula, o que
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afectaria el crecimiento celular (Schumacher et al., 1999). Tanto las auxinas como los
brasinosteroides regulan positivamente la transcripcion de proteinas que participan en el
ablandamiento y expansion de las paredes, cono ser xiloglucan endo-transglicosiltransferasas,
hidrolsasas y expansinas, asi como de acuaporinas, indicando que este proceso es regulado por

hormonas (Friederchsen y Chory, 2001).

En plantulas, la fotomorfogénesis es la via por defecto tras la germinacion, y se mantiene
reprimida en oscuridad, principalmente, gracias a la actividad del complejo COP1 (Kimet al.,
2002). Recientemente, se ha observado que las plantulas de Arabidopsis que crecieron en
oscuridad y que poseen niveles reducidos de giberelinas poseen un fenotipo semeante al de las
plantulas salvajes desarrolladas en la luz, indicando que las giberelinas son represoras de la
fotomorfogénesis en oscuridad (Alabadiet al., 2004). Por lo tanto, las giberelinas y laluz pueden
actuar en el mismo sentido o de forma antagonica en la modulacién de los distintos procesos
fisiol6gicos, dependiendo del tipo de respuestay € tegjido en que ocurre esta interaccion. El rol
del ABA en lafotomorfogénesis no fue muy estudiado, pero existen evidencias que actlia en
forma antagonica con los fitocromos en la expresion de genes en respuesta a la luz (Weatherwax
et al., 1996). Este tema seratratado en € capitulo 1.

Giberelinasy écido abscisico

Como se ha mencionado recientemente, en semillas, las giberelinas y €l écido abscisico
(ABA) son importantes promotores e inhibidores de la germinacion, respectivamente. Asimismo,
en plantulas, estas hormonas regulan gran cantidad de procesos relacionados con €l crecimiento y
desarrollo. Las bases fisiologicas y moleculares de estas respuestas han sido ampliamente
estudiadas. Sin embargo, la capacidad de percepcion de estas hormonas por |os distintos tejidos
vegetales y su relacion con laluz no se conoce en detalle, siendo esta potencial mente importante

en las respuestas ala germinacion y desarrollo de plantulas en relacion con el ambiente.
En contraste con el extenso conocimiento sobre el metabolismo de las giberelinas

(Olszewski et al., 2002) y su regulacion por los fitocromos (Y amaguchi y Kamiya, 2000;

Y amaguchi y Kamiya, 2002) la cual seradiscutidaen €l capitulo |1 de estatesis, lainformacion
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sobre los componentes que median la percepcion de las giberelinas es escasa (Thomas 'y Sun,
2004). Laidentificacion de mutantes de respuesta a las giberelinas en distintas especies
constituye una buena metodol ogia para estudiar la sefiaizacion de las giberelinas en diversos
procesos filoldgicos (Olszewski et al., 2002). Por ejemplo en Arabidopsis se han identificado
numerosos mutantes que poseen alteraciones en la respuesta a las giberelinas, muchos de los
cuales han sido aidlados y secuenciados (Tabla | 1). Hasta el momento, los genes de la familia
DELLA, los cudes codifican para reguladores negativos de la sefializacién de las giberelinas,
fueron los mas estudiados en la promocién de la germinacion. En Arabidopsis, estafamilia
comprende a los genes GAI, RGA, RGL1, RGL2 y RGL3 (Peng et al., 1999; Dill y Sun, 2001;
Richards et al., 2001; Lee et al., 2002; Wen y Chang, 2002). Se ha comprobado que los genes
GAl y RGA participan como represores de la elongacion del tallo, cuya accién es anulada por las
giberelinas (Silverstone et al., 1998; Peng et al., 1999; Richards et al., 2001). En la germinacion,
se comprob6 que dentro de lafamiliaDELLA, e gen RGL2 es € principal regulador negativo de
la germinacion, ya que la germinacion de mutantes rgl2 es resistente a la presencia de inhibidores
de la biosintesis de giberelinas en e medio (Leeet al., 2002). Recientemente, estudios
biogquimicos comprobaron que las giberelinas promueven la elongacién del tallo, el desarrollo
flord y la germinacion aparentemente a través de el estimulo de la degradacién de las proteinas
RGA, GAIl y RGL2 por laviade proteasoma 26S (Silverstone et al., 2001; Fuet al., 2004), y
este efecto requiere de laacciéon de SLY (McGinnis et al., 2003; Dill et al., 2004; Fuet al.,
2004). Los otros componentes de sefiaizacion de las giberelinas fueron menos estudiados y
algunos seran discutidos en € Capitulo I1. En el momento de inicio de este trabajo de tesis se

desconocia la relacién entre estos y el estimulo de la germinacion por los fitocromos.
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Nombre | Fenotipo Dominancia | Rol del alelo Proteina
salvajeen la

sefalizacion de
las giberelinas

gai-1 Planta enana Dominanate Regulador negativo Regulador
insensible alas GAs transcripcional

gai-t6 Crecimiento Recesivo Regulador negativo Regulador
independiente ala transcripcional

accién delasGAs

gar2-1 Crecimiento Dominante No claro &?
independienteala
accion delas GAs

pkl Planta enana con Recesivo Regulador positivo Factor
respuestareducida a remodel ador de
las GAs cromatina CHD3

rga Crecimiento Recesivo Regulador negativo Regulador
independienteala transcripcional
accién delas GAs

rga- Planta enana Dominante Regulador negativo Regulador

deltal7 insensible delas transcripcional
GAs

shi Plantaenana Dominante Regulador negativo Proteina Ring
insensible delas finger
GAs

syl Plantaenana Recesivo Regulador positivo Proteina F-box

insensible alas GAs

spy Crecimiento Recesivo Regulador negativo OGT
independienteala
accién delas GAs

Tablal 1. Mutantes derespuesta de giberelinasde Arabidopsis. Adaptado de Thomasy Sun,
(2004).

La germinacion y crecimiento de la plantula, ademés, estéan ampliamente influenciados
por e ABA. De hecho, la mayoria de los mutantes de sefidizacion de ABA fueron aidadosy
caracterizados por sus diferentes comportamientos en la germinacion o en el desarrollo de la
plantula en presencia de ABA exdgeno (Koornneef et al., 1984; Finkelstein, 1994; Culter et al.,
1996). Por gemplo, los mutantes insensiblesa ABA abil, abi2, abi3, abi4, abi5 y abi8 fueron
aislados por su capacidad de germinar en concentraciones de ABA que inhibia la germinacion de

las semillas salvajes. Los genes ABI1 y ABI2 codifican para proteinas fosfatasas del tipo 2C
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(Leunget al., 1994; Meyer et al., 1994; Leunget al., 1997), y diversos estudios indicaron que
estos son reguladores negativos de la sefidizacion del ABA (Sheen, 1996; Leung et al., 1997,
Sheen, 1998). Por otro lado, ABI3, ABI4 y ABI5 codifican para diferentes tipos de factores de
transcripcion que regulan el desarrollo del embrion, la madruacion de la semillay su respuesta al
ABA (Giraudat et al., 1992; Finkelstein et al., 1998; Finkelstein y Lynch, 2000; LopezMolinay
Chua, 2000). Los estudios genéticosy bioguimicos indican que ABI5 es regulado positivamente
por ABI3, aparentemente a travées de de una interaccion directa entre estos dos factores (L opez
Molina et al., 2001). ABI8 estaria involucrado en la interaccién entre ABA y azlicares, y su
funcion biol dgica es hasta ahora, desconocida (Boccard-Gifford et al., 2004).

Los andlisis de mutantes hipersensibles a ABA también han aportado valiosa informacion
acerca de la manera en que esta hormona es percibida en las plantas. Por g emplo, el gen ERAL
codifica para una subunidad 3 de una farnesil-transferasa la cua es un regulador negativo de la
sefidizacion del ABA (Culter et al., 1996). Los estudios epistéticos indican que ERAL gjerce su
funcidn rio debajo de ABI1y ABI2, y rio arriba de ABI3, ABI4 y ABI5 (Brady et al., 2003).
Algunas de estas interacciones son descriptas en la Fig. | 11. Hasta el momento de readlizar esta
tesis, se desconocia las relaciones entre estos componentes de sefializacion y los fitocromos en la

germinacion y la des-etiolacion. _ o
Fig. | 11. Ruta de sefializacion del ABA

L ABA el propuestaen semillas. Las abreviaturas
{ ABIL ABI2Y, |, - IP; significan: AtPLC: fosfolipasa C de A.
\ ERAL thaliana, IP3: inositol fosfato, ABI:
RN I—Bajas concentraciones de azicar  ABSCISIC ACID INSENSITIVE; PKABA:
mwu proteina kinasa dependiente de ABA;
Altas concentraciones de azlcar aidada en cereales (Gémez-Cadenaset al .,
Altas conce'?l’t?rlélciones de sales 1999), GAMYB: factor de respuestaa
———PKABA \ giberelinas, identificado en cereales
L CAMD (Gubler et al., 1995). Las flechasindican
‘Movilzacion de reservas. efectos promotores, Ias barras efectos
Pérdida de tolerancia a la desecacion inhibitorios. Adaptado de Finkelstein et
al., (2002).
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OBJETIVOSDE LA TESIS

El objetivo general de estatesis es aportar elementos bésicos para el abordaje de la
variedad de problemas que ofrecen tanto el comportamiento de las semillas, asi como de las

plantas en relacion con su medio ambiente.

En particular, utilizando como sistema experimental semillas de Datura ferox se
estudiaron:

(a) Las bases fisiol6gicas bioquimicas y molecular es de loscambios en la sensibilidad a las
giberelinas en semillas asociados al estimulo de la germinacién por luz

Para ello, inicialmente se evalud la posibilidad que en D. ferox larespuestade la
germinacion alas giberelinas esté bgjo el control de una LFR de los fitocromos. Posteriormente
se estudio los sitios donde estos cambios tienen lugar (por gemplo, si ocurren en el embrion o
endosperma), y donde se originala sefial. Se evalud € posible rol de las citocininas como
componentes de la sefia luminica que promueve la respuesta a las giberelinas en las semillas.
Finalmente se analiz6 la relacion entre los cambios en |a respuesta a las giberelinas mediados por
luz y laexpresion de genes DfPHOR, DfSPYy DfMYB. Estos genes comparten alta homologia
con PHORL1, SPYy GAMYB los cuales son componentes de la sefidlizacion de las giberelinas en
plantas.

Utilizando semillas de Arabidopsis thaliana, se estudié la modulacion de larespuesta a las
giberelinas por laluz, en semillas de las accesiones C24 y Landsberg erecta de Arabidopsis. Con
el propdsito de estudiar € rol de las citocininas en € estimulo de la germinacion por los
fitocromos, se analizo € efecto de la luz sobre la sensibilidad a las giberelinasen semillas
transgénicas ipt161, que sobreexpresan € gen Isopentil-transferasa (1PT), una enzima que
participa en la biosintesis de citocininas. También se estudié la modulacién por luz de la
respuesta a las giberelinas ensemillas mutantes ckh1-1y ckh2-1, las cuales poseen la pérdida de
funcién de los alelos CKH1-1 y CKH2-1 respectivamente. Estos alelos regulan negativamente la
respuesta a las citocininas en cultivosin vitro. Por Ultimo se evalud larespuestaalaluz en la
germinacion de las semillas sobreexpresantes y mutantes, con € fin de establecer asociaciones

entre los cambios en la respuesta a las giberelinas de las semillas y el estimulo de la germinacion
por luz.
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(b) Los fotorreceptoresinvolucrados en la modulacion de larespuesta a las giberelinasen la
germinacion.

Utilizando semillas mutantes simples phyA, phyB, phyC, phyD y phyE, asi como dobles
mutantes phyB phyE, phyB phyD, phyD phyE y latriple phyB phyD phyE se estudiaron los

fotorreceptores involucrados en la respuesta a las giberelinas en la germinacion.

(c) Lainteraccion entre el acido abscisico, giberelinasy lascitocininas en la promocién de la
germinacion por luz en D. ferox, asi como la accion de distintos componentes de la
seflalizacion del acido abscisico, en la promocion de la germinacion por luzy la
fotomorfogénesis de plantulas.

Particularmente se evaluo € efecto de las citocininas y laluz R en lainhibicion de la
germinacion por acido abscisico. También se estudio la interaccion entre estos factores en los
cambios de la respuesta a las giberelinas en las células del embridn, y su relacion el estimulo de
la germinacion.

Utilizando semillas de Arabidopsis se anaizo lainfluencia de la pérdida de funcion de
moduladores negativos y positivos de larespuestaal ABA: ABI1, ABI3, ABI4, ABI5y ERAL enla
promocién de la germinacion por luz y la fotomorfogénesis. Se estudio la relacion entre la
expresion del gen ABI3 en las semillasy e nivel de dormicion de las mismas, asi como en la
promocion de la germinacion por una VLFR y una LFR de los fitocromos.

Finamente, se evalud la influencia del ambiente luminico experimentado por la semilla
sobre larespuesta alaluz de las plantulas. Se analizaron las caracteristicas de la sefid luminica
percibida por las semillas y transmitida a la plantula, asi como la posible accionde ABI3 en esta

comunicacion.
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INTRODUCCION

Las giberelinas son un nexo importante entre la luz percibida a través de | os fitocromos 'y
los procesos que controlan la germinacién (Casal y Sanchez, 1998; Kamiyay Garcia-Martinez,
1999). En lechuga (Lactuca sativa L. cv Grand Rapids), laformacién de Pfr produce un aumento
en la concentracién de giberelinas activas en las semillas (Toyomasu et al., 1993), y la aplicacién
de giberelinas exdgenas reemplazan € requerimiento de R en la promocién de la germinacion
(Khanet al., 1957). Este aumento en el contenido de giberelinas esta relacionado con la
modulacion por laluz R de la expresion de los genes de su biosintesis. La expresion del gen
Ls3h1, el cua codifica para una GA3[3-hidroxilasa, esta fuertemente promovida por una LFR de
los fitocromos (Toyomasuet al., 1994). Asimismo, en semillas de Arabidopsis thaliana, la
formacion de Pfr promueve la expresion de los genes GA4 y GA4H, los cuales también codifican
para dos enzimas GA3(3-hidroxilasas (Y amaguchi et al., 1998; Y amauchi et al., 2004). En Datura
ferox, la acumulacion de mensgjeros de una GA 3(3-hidroxilasa esta fuertemente promovida por R,
un efecto que se cancela cuando € R es seguido por un pulso deluz RL. El efecto de la luz sobre
los mensgjeros de GA313-hidroxilasa esta asociado con la promocion de la germinacion por una
LFR (Sanchez y Méella, 2004).

L os fitocromos no solo promueven la biosintesis de giberelinas en etapas previas ala
emergencia de la radicula, sino que, en algunas especies, también modulan la respuesta de las
semillas a estahormona.  Se ha demostrado que en Arabidopsis, laluz R aumenta la respuesta alas
giberelinas parala germinacion. A pesar de algunos intentos al respecto, |os fotorreceptores
involucrados en este proceso son desconocidos (Yang et al., 1995). Tampoco se conocen los sitios
de las semillas donde ocurren estos cambios o las bases fisiol6gicas, bioquimicas y moleculares de
la modulacion de esta respuesta. Por otro lado, en lechuga, la promocion de la germinacion por [uz
aparentemente no involucra cambios en la sensibilidad de las semillas a las giberelinas (Toyomasu
et al., 1998). Por lo tanto, larelacion entre los fitocromos y |as respuestas a las giberelinas en
semillas requiere mayor investigacion.

En e transcurso de la Ultima década, ocurrioé un gran avance en € aislamiento e
identificacion de genes que participan en la via de transduccion de las giberelinas. Diversos
autores han propuesto que algunos de estos genes participarian en la percepcion de las giberelinas

en semillas. Por gemplo, & gen SPINDLY (SPY) es un regulador negativo de la respuesta a las

30



Capitulo I1: Introduccion

giberelinas, y se ha demostrado que, en contraste con su genotipo salvaje, |os mutantes spy
germinan en presencia de inhibidores de la biosintesis de giberelinas (Jacobsenet al., 1996). Sin
embargo, no se conoce la relacion entre la expresion de SPY'y los cambios en la respuesta de las
semillas alas giberdlinas en lainduccion de la germinacion por luz. Por otro lado la expresion del
gen GAMYB, un regulador positivo de la sefidlizacion de las giberelinas, es inducida por esta
hormonaen cereales (Gocal et al., 1999). GAMYB esta involucrado en la promocion de la
actividad a-amilasa en la capa de aleurona de cereales (Gubler et al., 1995; Gubler et al., 2002).
También interviene en latransicién de la etapa vegetativa a la floracion en Lolium temulentum
(Gocal et al., 1999) y e desarrollo de anteras en cebada (Murray et al., 2003), 1o que sugiere que
GAMYB esta involucrado en diversos programas de crecimiento y desarrollo donde las giberelinas
gjercenalgunafuncion. Laaccion de las giberelinas en las células de la aleurona podria
compararse con su papel en € ablandamiento del endosperma, ya que en ambos casos, esta
hormona induce la expresion de enzimas que participan en la degradacion de polimeros de reserva,
entre ellos, de los polisacaridos de la pared. En Arabidopsis, se han identificado cuatro genes que
poseen una alta identidad de secuencia con € gen GAMYB de monocotiledoneas (Kranz et al.,
1998). Tresdeé€llos, (AtMYB33, AtMYB65 y AtMYB101) son capaces de activar in vitro
promotor de a-amilasa de cebada. Sin embargo, al contrario de o observado en ceredles, la
expresion de solo uno de estos genes (AtMYB33) esté promovida por giberelinas. Este Ultimo se
expresa en semillas durante lainduccion de la germinacion, y se ha propuesto que tanto AtMYB33
como AtMYB65 estarian involucrados en la percepcién de las giberelinas durante la induccion de la
germinacion (Gocal et al., 2001). Esta propuesta alln no ha sido evaluada. En papa la expresion
del gen PHOR1, un regulador positivo de la sefidizacion de las giberelinas, estd modulada por
fotoperiodo. Asimismo, luego de un periodo de incubacién de las plantas de papa en oscuridad, 1a
exposicion de estas ala luz promueve un inmediato aumento de |os niveles de transcriptos de
PHORL en hojas (Amador et al., 2001). En este caso, no se ha propuesto un rol para PHOR1 en la
germinacion mediada por luz. Sin embargo, larelacién entre laluz y sus cambios de expresion
hacen de este gen un interesante objeto de estudio para avanzar en el conocimiento larelacion
entre la modulacion de la respuesta a las giberelinas en semillas y los fitocromos. Por otro lado,
los genes DELLA son reguladores negativos de las respuestas a las giberelinas tanto en
monocotiledéneas como en dicotileddneas, y estudios realizados con Arabidopsis ponen en
evidencia la participacion de un subgrupo de estos genes en procesos vinculados con la

germinacion (Lee et al., 2002). Sin embargo, Bassel et al., (2004) no encontraron una asociacion
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directa entre la acumulacién de transcriptos de genes DELLA y lainduccion de la germinacion en
Arabidopsis, tomate y soja, argumentando que estos genes no estarian participando en eventos
relacionados con la promocién de la germinacion.  Es posible que los fitocromos modulen la
sensibilidad alas giberelinas en las semillas mediante cambios en la expresion de aguno de los
genes mencionados. Sin embargo, esta hipotesis no habia sido probada hasta e momento de
comenzar este trabgjo de tesis.

En Datura ferox (Sanchez y de Miguel, 1997) asi como en pimiento (Watkins et al., 1985)
y tomate (Groot y Karssen, 1987), las giberelinas juegan un rol central en el ablandamiento del
endosperma micropilar, un proceso indispensable parala germinacion en estas especies. En D.
ferox, laluz, mediante |os fitocromos, promueve la germinacion cuando las semillas se incuban en
temperaturas alternadas (Soriano et al., 1964). La dureza del endosperma, que implica una
resistencia mecanica que impide e crecimiento del embrion, esta relacionada con el contenido de
polimeros de manosa, un 3(1-4)manano. Después de laformacion de Pfr, pero antes de la
emergencia de la radicula, hay una disminucion sustancial del contenido de mananos de las
paredes del endosperma micropilar (Sanchezet al., 1990) y esta dismincion esta vinculada con €
aumento en la actividad de dos enzimas involucradas en la degradacién de mananos (endof3-
mananasay (3 manosidasa) (Sanchez y de Miguel, 1997). Laformacién de Pfr también estimula la
acumulacion de transcriptos de endof3- mananasa (DfMan) y de expansinas (DfExpal) (Mdlaet al.,
2004; Sanchez y Mélla, 2004), indicando que los fitocromos inducen la sintesis de mananasas y
expansinas en el endosperma micropilar.

Lapromocion del ablandamiento del endospermaen D. ferox requiere de sefia es provistas
por e embrion y de lasintesis de giberelinas. A diferencia de los endospermas en contacto con e
embrion, en los endospermas aislados no se observa un aumento de la actividad de las enzimas
gue participan en la degradacion de mananos cuando estos son irradiados con luz R. La aplicacion
de giberelinas promueve la actividad degradadora de mananos en la region micropilar en los
endospermas aislados, demostrando que el estimulo del ablandamiento del endosperma mediado
por Pfr involucra la produccion de un factor embrionario, probablemente una giberelina, que se
moviliza a endosperma donde estimula las actividades endol3- mananasa y 3 manosidasa (Sanchez
y de Miguel, 1997). Este esquema esta fuertemente apoyado por el hecho que, en D. ferox, la
formacion de Pfr promueve la acumulacion de mensgjeros del gen de DfGA3(3-hy solamente en €

embrion. Este gen codifica para una GA3(%-hidroxilasa, sugiriendo que laluz regulala
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concentracion de giberelinas en estas semillas (Sanchez y Mélla, 2004). Laacumulacion de
transcriptos de DfMan y DfExpal esta promovida por las giberelinas (Sanchez y Mella, 2004).

Por otro lado, € potencial de crecimiento del embrion es estimulado por laluz rojaen D.
ferox (de Miguel y Sanchez, 1992). El efecto de la luz sobre |la capacidad expansiva del embrion
fue ademés observado en semillas de lechugay, en este caso, las giberelinas promueven este
proceso (Carpitaet al., 1979; Carpitaet al., 1979). Hastael momento de redlizar estates's, este
era e Unico antecedente sobre larelacion entre las giberdlinas y € estimulo del potencia de
crecimiento en la promocion de la germinacion por luz.

En este capitulo se hainvestigado la posibilidad de que la promocion de la germinacion por
unaLFR en D. ferox no involucre solamente incrementos de la concentracion de giberelinas, sino
que también incluye cambios en la respuesta de las semillas a las giberelinas. Asimismo, se ha
estudiado la regulacion de la respuesta a las giberelinas por la luz en dos procesos clave parala
germinacion; el ablandamiento del endospermay la promocion de potencia de crecimiento del
embrion. Sobre la base de |os resultados obtenidos, se sugieren algunas de las bases bioquimicas
y moleculares de los cambios de las respuestas a las giberelinas en semillas, asi como un modelo
integrado que relaciona los cambios en esta respuesta con la promocién de la germinacién por luz.
Parte de | os resultados obtenidos se validaron genéticamente mediante experimentos con semillas
de A. thaliana, que poseen alteraciones en la expresién de algunos genes que estarian participando

en la sefiaizacion de los cambios en |as respuestas a las giberelinas mediados por luz.
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MATERIALESY METODOS

Semillas

Las semillas de D. ferox fueron cosechadas de plantas que invadian cultivos de sojaen
Monte, provincia de Buenos Aires. Las semillas fueron cosechadas a finales del otofio del afo
2001, y amacenadas en frascos oscuros de vidrio a temperatura ambiente por nueve meses
aproximadamente, hasta e momento en que comenzaron los experimentos. Las semillas mutantes
de Arabidopsis thaliana fueron obtenidas del banco de germoplasma de TAIR

(www.arabidopsis.org.ar), y reproducidas junto con los genotipos salvajes, en invernaculo a22 °C

durante los meses de mayo-septiembre de 2005. Las semillas luego fueron cosechadas y
almacenadas por 40 dias en recipientes cerrados que contenian silica gel, a temperatura ambiente
(postmaduracion). Luego de este periodo de postmaduracion las semillas fueron utilizadas en los
distintos experimentos, 0 almacenadas en seco, en recipientes cerrados que contenian silicagel, a
4°C hasta su uso. El amacenamiento en estas condiciones retrasa la pérdida de dormicion de las
semillas, o que permite obtener respuestas mas uniformes entre repeticiones y contar con una

ventana tempora mayor pararealizar estos experimentos.

Fuentes de luz

La fuente de luz R (15 pmol m? segt) estaba compuesta de tubos fluorescentes Philips 36-
W en combinacion con un filtro de acrilico rojo (Acrilicos Anbyn, Bs. As. Argentina). La fuente
de luz RL (40 pmol mi? seg?) constaba de un conjunto de |dmparas reflectoras incandescentes de
150 W en combinacion con un filtro de vidrio RG9 Schott (Mainz, Alemania) y un filtro de agua
de 10 cm. La proporcion calculada de Pfr/P (%) fue de 87 y 3 paralas fuentesde Ry RL,
respectivamente. Las fuentes de luz adicionales utilizadas para lograr |os distintos porcentajes de
fitocromo activo en las semillas fueron: Pfr/P (%) 61: |&mpara incandescente de 150 W (Phillips
R95) en combinacion con dos filtros de acetato rojo. Pfr/P (%) 33: |&mparaincandescente de 150
W (Phillips R95) en combinacion con dos filtros de acetato rojo y uno verde. Pfr/P (%) 20:
l&mpara incandescente de 150W (Phillips R95) en combinacién con dos filtros de acetato rojo y
dos filtros de acrilico azul (Paolini 2031, La Casadel Acetato, Bs. As). Pfr/P (%) 10: Lampara
incandescente de 150 W (Phillips R95) en combinacion con dos filtros de acetato rojo y seis filtros
de acrilico azul (Paolini 2031, La Casa ddl Acetato, Bs. AS).
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Condiciones generales de incubacion

Tratamiento de las semillas de Datura ferox. Pararealizar los distintos ensayos las semillas
fueron embebidas sobre algoddn saturado con agua destilada, en cajas de pléstico transparente,
envueltas en hojas de plastico negro e incubadas en oscuridad durante 24-48 h en ciclos de
temperaturas adternadas, 9 h 30 °Cy 15 ha 20 °C (20/30 °C). Las cubiertas de las semillas se
removieron bajo luz blanca, y las semillas se incubaron en agua o en soluciones que contenian
paclobutrazol 4 ppm (2RS, 3RS-1-(4 clorofenil)-4,4-dimetil-2-(1H1,2,4-Triazol- 1-il) pentan-3-al,
CRESTAR, SYNGENTA), o en paclobutrazol 4 ppm mas distintas soluciones de GA3 (SIGMA)
con o sin laadicién de zeatina 50 uM (SIGMA). Las semillas fueron inmediatamente tratadas con
un pulso de R o RL e incubadas en oscuridad a temperaturas aternadas (20/30 °C). Los
experimentos se realizan con semillas sin tegumento ya que estas son mas faciles de manipular.
Por otra parte, las semillas que no poseen tegumento presentan una germinacion mas uniforme, 1o
gue permite obtener una definicion temporal més precisa del momento de la emergencia de la
radicula a través del endosperma.

Tratamiento de las semillas de Arabiopsisthaliana. Las semillas fueron embebidas sobre
dos Iaminas de papel de filtro en cajas trasparentes, en soluciones de Paclobutrazol 4ppm (2RS,
3RS-1-(4 clorofenil)-4,4-dimetil-2-(1H1,2,4- Triazol- 1-il) pentan-3-ol, CRESTAR, SYNGENTA)
en combinacién con distintas concentraciones de GA4 (SIGMA). Los controles de germinacion
fueron embebidos sobre [&minas de papel de filtro conteniendo agua destilada. Debido a que las
semillas poseen una alta proporcion Pfr/P establecido durante su formacion en la planta madre, las
mismas fueron irradiadas por 25 min con luz RL. El tratamiento de luz fue aplicado una hora
después de la siembra, momento en que las semillas estan parcialmente embebidas y la
interconversion entre Pfry Pr es posible. De esta maneralos niveles de Pfr se reducen a 3% antes
del comienzo de la escarificacion, lo que permite luego observar respuestas alaluz claras e
uniformes en las semillas. Luego de este tratamiento con luz RL, las cgas fueron envueltas con
plésticos negros e incubadas a 4 °C por 48 h (estratificacion). Finalizado este tratamiento, las
semillas fueron irradiadas con luz R o0 RL, e incubadas a 25 °C en oscuridad por 3 dias hasta €
conteo de germinacion.

Ensayos de germinacion
La germinacion se midié alos 3 dias (A. thaliana) o 4 dias (D. ferox) luego de los tratamientos

luminicos. Se utilizé un total de 25 (A. thaliana) o 30 (D. ferox) semillas por muestra, en a menos
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cuatro repeticiones independientes. Los resultados se analizaron mediante la prueba de Andlisis de
laVarianza (ANVA), utilizando la transformacién angular de los porcentajes de germinacion
obtenidos en cada tratamiento. Los resultados significativos fueron determinados a valores de P

menores de 0.05.

Medida del potencial de crecimiento del embrién

Luego de los tratamientos luminicos, las semillas fueron incubadas en oscuridad por 44 h, a
temperaturas alternadas. Para ensayar el potencial de crecimiento del embrion, se disectd laregion
del endosperma micropilar bajo luz verde, de formata de remover € obstaculo ala expansién del
gje embrionario. Laregion del endosperma micropilar la definimos como la porcion de 0.5 mm de
longitud, de forma conica que incluye el extremo de laradicula (Fig. I 1). Ladiseccion sellevo a
cabo bgjo lupa binocular. Las células de esta porcion del endosperma son mas pequerias, presentan
paredes celulares més delgadas y contienen menos cuerpos de reserva gque las del resto del
endosperma, €l cual se denomina endosperma lateral. Las semillas despuntadas (sin la porcion
correspondiente al endosperma micropilar) fueron irradiadas con un pulso de RL, con €l objetivo
de eliminar € Pfr formado durante la diseccion. Lalongitud del € e embrionario que sobresalia del
endosperma fue medida luego de 24 h de incubar las semillas en oscuridad, a temperaturas
aternadas (Fig. |1 4A).
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Endosperma
micropilar

Endosperma
lateral

Fig. Il 1. Esquema de semilladeD. ferox.
La porcion micropilar del endosperma se indica en color negro, mientras que el endosperma
lateral y el embridn se encuentran sefialados en color grisy blanco, respectivamente: r: radicul a;

e: gje embrionario; y. yema; c: cotiledones.

Ensayos de la regulacion mediada por luz de la sensibilidad a las giberelinas en endosperma
micropilar

El protocolo general que se utilizd para estudiar lainfluencia de laluz en la sensibilidad del
endosperma micropilar al GA se encuentra descripto en laFig. 11 6A. Luego delaimbibicién en
agua, las semillas fueron peladas bajo luz blanca, incubadas en Paclobutrazol 4ppm e
inmediatamente tratadas con un pulso saturante de luz R o luz RL. Veinticuatro horas después de
laincubacion en oscuridad, 1as semillas fueron esterilizadas superficialmente con NaHCIO4 (5.5 g
Cl /1), lavadas con agua destiladas y cortadas con un bisturi, como seindicaen la Fig. || 6A. Las
porciones de semillas de 2 mm de largo (conteniendo el endosperma micropilar, parte del
endosperma lateral y la radicula mas hipocotilo de los embriones), fueron transferidas acajas con
algoddn saturado las siguientes soluciones: (a) Paclobutrazol 4ppm y distintas concentraciones de
GA3; (b) Paclobutrazol 4ppm, GA3 100 uM vy zeatina S50uM; (c) Paclobutrazol 4ppm y zeatina
50uM; (d) Paclubutrazol 4ppm, sin zeatina ni GAs. Estas semillas fueron re-irradiadas con un
pulso de luz R o RL e incubadas en oscuridad a temperaturas aternadas (20/30 °C). Las porciones
de semillas fueron expuestas en todo momento a paclobutrazol 4ppm, con € fin de inhibir la
sintesis de GA endogenas. Las actividades enziméticas y niveles de mensajeros fueron

determinados alas 16 0 6 h después de los tratamientos luminicos.
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Ensayos de la influencia del embrion en la sensibilidad a las giberelinas en e endosperma
micropilar

Luego de laimbibicion de las semillas en agua por 24h, estas fueron peladas bajo luz
blanca, esterilizadas en NaHCIO4 (5.5 g Cl /1), lavadas con agua destiladas e inmediatamente
cortadas, como seindicaen la Fig. Il 8A. Las porciones de semillas (tipo 1: porciones de
semillas con embrion y 2: porciones de semillas sin embrién) fueron expuestas aun pulso deR e
incubadas en oscuridad a temperaturas alternadas (20/30 °C) en un medio con distintas
concentraciones de GAz con o sin la adicién de zeatina 50uM. También se realizaron
incubacionessin GA3 ni zeatina o sdlo con zeatina como tratamientos control. En las porciones de
semillas tipo 2, €l embridn fue removido mediante la aplicacion de fuerza sobre €l extremo del
endosperma micropilar. Las porciones de semillas fueron expuestas en todo momento a
paclobutrazol 4ppm, con € fin de inhibir la sintesis de GA enddgenas. La medicion de actividades
enziméaticas y acumulacion de mensajeros se realizaron luego de 22 h de laincubacion en los

diferentes tratamientos hormonal es.

Extraccion y medicion de las actividades enzimaticas

L as extracciones fueron realizadas a4 °C. Cada muestra se encontraba compuesta por 20
porciones de endosperma micropilar. Las muestras fueron homogeneizadas en morteros pre-
enfriados, conteniendo 300 pl de buffer citrato 0.1 M pH 5,4. El extracto fue centrifugado 20 min a
27.000 g. Laactividad endof3- mananasa se ensay6 a partir del sobrenadante obtenido de la
centrifugacion El precipitado fue resuspendido en 1 ml de buffer citrato-fosfato 0.1 M pH 6, 1 M
NaCl, e incubado en un bafio de hielo durante 30 min. Luego de una centrifugacion de 20 min a
27.000 g, este segundo sobrenadante fue utilizado para ensayar la actividad (3- manosidasa.

La actividad de endo-3-mananasa fue determinada por cambios en la viscosidad de
soluciones de galactomanano purificado a partir de Ceratonia siliqua. La actividad de la (3
manosidasa fue ensayada usando p-nitrofenil- (3-D-manopirandsido, como se describe en Sanchez y
de Miguel, 1997.

Aislamiento, secuenciacion y analisis de fragmentos parciales de ADNc de DfPHOR, DfSPY'y
DfMYB
Con €l propésito de aislar secuencias parciales de ANDc de los genes PHOR1, SPYy

GAMYB en D. ferox, se procedio al disefio de un par de cebadores para cada uno de estos genes.
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El disefio de cebadores se realiz6 sobre la base de secuencias publicadas en € GenBank, mediante
el estudio de regiones de secuencias de aminoacidos conservadas entre especies. En el caso del
gen SPY se utilizaron secuencias de genes ortdlogos de petunia, tomate, y Arabidopsis,
esperandose amplificar un fragmento de aproximadamente 165 pb.

L os cebadores para amplificar mensagjeros de PHORL fueron disefiados a partir de la
secuencia del gen de papa solamente, dado que este gen solo fue aidlado y clonado en esta especie.
En este caso, se esperaba amplificar un fragmento arededor de las 180 pb. Para el disefio de estos
cebadores, se utilizo € programa Primer 3 (Whitehead Institute for Biomediacl Research,
http://frodo.wi.mit.edu/cqi- bin/primer3/primer3).

El disefio de cebadores parala amplificacion del gen GAMYB se llevé a cabo alineando las
secuencias publicadas en el GenBank de genes ortdlogos en Arabidopsis, arroz y cebada,
esperandose obtener un fragmento de 150 pb aproximadamente. La estructura de los cebadores
disefiados se evalud utilizando €l programa Vector NTI Version 3.0, InforMax, Inc.

Utilizando los distintos pares de cebadores disefiados (Tabla |l 1), se obtuvieron los
productos de RT-PCR del peso molecular esperado (Fig. |1 2), amplificados a partir de RNA total
extraido de embriones'y del endosperma micropilar, 24 y 46 h después del pulso de luz roja
inductor de lagerminaciéon.  El andlisis de secuencias de los fragmentos obtenidos demostré una
ataidentidad con sus respectivos genes ortélogos en otras especies (Fig. 11 10-11). Los
fragmentos con alta identidad con los genes PHORL, SPYy GAMYB fueron entonces |lamados
DfPHOR, DfSPYy DfMYB, respectivamente. Cabe destacar que no se detectaron diferencias de

secuencias entre |os fragmentos de cada gen amplificados de embrion y endosperma micropilar.

Transcripto Cebador superior Cebador inferior

aamplificar
DfPHOR AGCTCACCGGGATACACAAC ACTCACAATCGCATCACTCG
DfMYB GGGTAACTGGAATGCTGTG GCCATCTGTGCCCATTTATT

DfSPY CAGGTGACTTGGATTGGATACCC GCTTCAGGAGAGGGTGTATAAC

Tablall 1. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion de transcriptos de DfPHOR,
DfMYB y DfSPYen D. ferox. Las secuencias se encuentran indicadas desde su extremo 5'd 3.
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Laidentidad de los productos de PCR obtenidos con |os diferentes pares de cebadores fue
determinada por secuenciacién de |os fragmentos previamente clonados en pléasmidos pGEM-T
(pPGEM-T Easy Vector System, Promega). Las secuenciaciones fueron realizadas por la Unidad de
secuenciacion del Instituto Leloir, Universidad de Buenos Aires. Las secuencias obtenidas fueron
publicadas en el GenBank con los siguientes niUmeros de accesiones: DfPHOR: AY 706991 (secuencia
de embrién) y AY 729690 (secuencia de endosperma micropilar). DfSPY: AY 729691 y AY 729692
secuencias de embrion y endosperma micropylar, respectivamente. DfMYB: AY 729693 (embrion) y
AY 729694 (endosperma micropilar).
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Fig. 11 2. Puesta a punto delareaccion de PCR para e aisamiento de secuencias ortdlogas a los
genes PHOR1, GAMYBY SPY en semillasdeD. ferox.
(A) Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa de la puesta a punto de la temperatura de

DfMYB

DfSPY
57°C

hibridacion paralos distintos cebadores especificos en la reaccion de PCR. El nimero de ciclos
utilizados parala reaccion fue de 40, mientras que |as condiciones de reaccion y de electroforesis son
las descriptas en materidles y métodos. Las distintas temperaturas de hibridacion utilizedas se indican
en e margen superior de lafigura. Las flechas ala derecha de las fotografias indican la posicion de
corrida del fragmento de 217/160 pb del marcador molecular Movil 32 (Ingtituto Leloir). (B)
Fotografia de la éectroforesis de gel de agarosa de productos de PCR, obtenidos a partir reacciones
con distinto nimero de ciclos de amplificacion. Las reacciones se realizaron utilizando como molde
ADNCc de embriones, las temperaturas de hibridacion utilizadas son las indicadas debgjo del nombre
de cada producto de PCR. DfPHOR, DfSPY y DfMYB: fragmentos de PCR obtenidos a partir de
ADN o ADNCc de D. ferox, que presentan una ataidentidad |os genes PHORL, SPYy GAMYB

respectivamente.
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Extraccion de ARN y andlisis de la expresion de genes

Las extracciones de ARN fueron redlizadas a partir de muestras que contenian 30 partes de
endosperma micropilar o embriones, por el método de TRIZOL (Gibco). EI ARN provenientes de
las mismas fue resuspendido sempre en 50 pl de agua MiliQ.

Las reacciones de transcripcion reversa se llevaron a cabo utilizando un total de 3 pg de
RNA de embriones. El ARN obtenido a partir de endosperma micropilar no pudo ser cuantificado
debido ala bajisima cantidad extraida a partir de este tgjido, por 1o que se utiliz6 un volumen fijo
de 12 pl de muestra en las reacciones de transcripicion reversa. Las muestras fueron tratadas con
DNAsa (DNAse I, RNAse free, Boehringer) y convertidas a ADNc usando 300 U de M-MLV
Transcriptasa Reversa (Promega, M1705 WI, USA), 20 U RNAsin (RNAsin, Promega, N2511), 1
mM DDT, 10 mM dNTPs (Promega, U1330) y 3.3 uM oligo dT (Biodynamics, P100S), e
incubandose 10 min 20 °C y luego durante 1 h a 35 °C. La reaccion fue detenida por inactivacion
por calentamiento a 95 °C durante 5 min. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando la
enzima GoTaq (Promega) y 2 pl del ADNc como molde. Las temperaturas de hibridacion fueron
de: 40 °C (DfMan), 57 °C (actina, DIPHORY DfSPY), 60 °C (DfExpa) y 42 °C (DfMYB). Con el
objetivo de asegurar que las reacciones de PCR fueron realizadas dentro del rango lineal de
amplificacion, se llevaron a cabo curvas de calibracién con distintos nimeros de ciclos de PCR
para cada gen en cadategjido. El rango éptimo de nimeros de ciclos, y utilizado entonces en las
reacciones de PCR fue de: Actina: 20-23 ciclos (embriones); 23-25 ciclos (endosperma
micropilar), DfExpa: 25-28 ciclos, DIPHOR: 23-25 ciclos (embriones); 23-27 ciclos (endosperma
micropilar); DfSPY: 32-36 ciclos (embriones), 37-39 ciclos (endosperma micropilar), DfIMYB: 30-
32 ciclos (embriones); 32-34 ciclos (endosperma micropilar).

L os cebadores utilizados para la amplificacion del gen de mananasa fueron:
5 CGCGGATCCACAATTATGGCATGGGA 3y
5 CGCGGATCCATGGATAGTAGCAAAATC 3 cebador superior e inferior, respectivamente
(Burgin, 2001). Los cebadores utilizados para la amplificacion de DfExpal y actina fueron
descriptos previamente en Méella et al., (2004). Los utilizados parala amplificacion de DfMYB,
DfPHORY DfSPY fueron los mismos que se utilizaron para aislar estas secuencias a partir de
cDNA deD. ferox.

L os productos obtenidos asi por RT-PCR fueron separados por electroforesis en geles de
agarosa a 2 % (w/v) con bromuro de etidio, transferidos a una membrana de nylon (Hybond N,

Amersham) y fijados ala misma por horneado. Para generar |las sondas especificas, la
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amplificacién de los fragmentos fue realizada utilizando los distintos pares de cebadores,
descriptos sobre la base del ADNc amplificado a partir de endosperma micropilar, clonado en
plasmido pGEM-T (pGEM-T Easy Vector System, Promega) y secuenciado en e Ingtituto Leloir,
UBA. Posteriormente, estos fragmentos fueron marcados con [*2P]dCTP por la metodologia
random priming (Labeling System, Promega U1100). La pre-hibridacion y la hibridacién se
realizaron utilizando solucion de hibridacion UltraHyb (Ambion) a 60 °C. Los lavados de las
membranas se realizaron por duplicado, ala misma temperatura usando soluciones de SSC 2x, 0.1
% SDS, SSC 1x, 0.1 % SDSy unasolavez con SSC 0.1x, 0.1 % SDS. Las membranas fueron
entonces expuestas a una pantalla sensible a fosforo radioactivo a temperatura ambiente, por 4-24
h. Lasefia fue revelada utilizando € documentador Phosphorlmager Storm 840 (Molecular
Dynamics). Las intensidades de bandas fueron densitometradas utilizando e programa
ImageQuant 5.2 (Molecular Dynamics).

L os resultados se expresaron como larelacion DfExpa, DfMan, DFPHOR, DfMYB o DfSPY
/ actina para cada muestra, normalizados a 1 como se indica en las leyendas de las figuras. Los
resultados se analizaron mediante €l test det apareado, utilizando la transformacién angular de los
datos de densitometria de bandas. Los resultados significativos fueron determinados a valores de

P menores de 0.1 y medias con diferencias mayores a 2.

RESULTADOS

Laluzroja aumenta la respuesta a las giberelinas en la germinacion

Lapromocion de lagerminacion en D. ferox, A. thaliana y lechuga esta relacionada con un
aumento en los niveles de giberelinas (Toyomasuet al., 1993; Sanchez y de Miguel, 1997;
Yamaguchi et al., 1998; Y amauchi et al., 2004). Asimismo, en Arabidopsis, €l estimulo dela
germinacion por una LFR involucra cambios en la respuesta a esta hormona (Yang et al., 1995).
En esta seccion se investigé la posibilidad que, en D. ferox, la forma activa de los fitocromos
module también la respuesta de las semillas a las giberelinas para la germinacion.

La poblacion de semillas de Datura ferox utilizada en estos experimentos mostré una
respuesta aumentada a &cido giberélico (GA) cuando fueron tratadas con R, en comparacion a
aquellas tratadas con RL. En todos los casos, luego de la remocion de las cubiertas y antes de los

tratamientos hormonales y luminicos, la sintesis de giberelinas endégenas fue inhibida mediante la
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adicion de paclobutrazol a medio de incubacion. En estas condiciones experimentales, las
semillas tratadas con un pulso de R germinaron un 64.6% en respuesta al GA, mientras que
aquellas tratadas con un pulso de RL lo hicieron en un 43.3 %, indicando que los fitocromos,
mediante una LFR, estimulan la respuesta a giberelinas parala germinacion (Fig. |1 3).

La incubacién de semillas con zeatina (una citocinina) promovio fuertemente la respuesta
al GA parala germinacion en semillas tratadas con RL, demostrando que las citocininas
reemplazan los requerimientos de Pfr para la promocién de larespuestaa GA. Por otro lado,
cuando las semillas fueron tratadas con un pulso de luz R, la aplicacién de zeatina al medio de
incubacion no tuvo un efecto significativo enlarespuesta alas giberdlinas (Fig. |1 3). Estos
resultados muestran un efecto redundante entre las citocininas y laluz en la germinacion, y sugiere
que las citocininas son componentes rio debajo de la sefial luminica que estimula la respuesta al
GA.

Independientemente del tratamiento luminico, la adicién de zeatina al medio no tuvo
ningun efecto en la promocion de la germinacion cuando las semillas se incubaron en presencia de
paclobutrazol sin €l agregado de GA (Fig. |1 3), indicando que las citocininas promueven la
germinacion mediante la promocién de la sensibilidad a las giberelinas en las semillas.

Debido a su tamafio y estructura, las semillas de D. ferox ofrecen la oportunidad de estudiar
procesos vinculados a la germinacion separadamente endistintos tejidos u 6rganos con relativa
facilidad. Hasta el momento de redlizar esta tesis no existia informacién sobre la localizacion
espacial de los cambios en la respuesta a las giberelinas relacionados con la germinacion, por
giemplo, s estos ocurren en embriones, endosperma micropilar o en ambos sitios. Es por ello que
se estudié lainfluencia de la luz sobre la sensibilidad a esta hormona en células del embrion'y
endosperma micropilar, asi como € posible origen y naturaleza quimica de la sefia que promueve

el aumento de esta respuesta.
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Fig. 11 3. Losfitocromosregulan larespuesta a las giberelinas para la germinacion de semillas
deD. ferox.

(A) Protocolo experimental. Las semillas fueron embebidas durante 40 h, peladas e incubadas en
agua, Pc, Pc + GA con o sin € agregado de ZEA e inmediatamente tratadas con un pulso deluz R o
RL. Luego de los tratamientos luminicos las semillas fueron incubadas en oscuridad (20/30 °C)
hastael conteo de germinacion. (B) Porcentaje de germinacion medido 96 h después de los
tratamientos luminicos. Las barras de error muestran la desviacion esténdar de la media (D.E.M) de
datos obtenidos a partir de 4 experimentos independientes. El porcentsje de germinacion de los
controles (lineas punteadas) fue: RH,0: 84 + 5; R Pc GA ZEA: 61 + 8; RL H,0O: 5 + 3; RL Pc ZEA:
0; RPc ZEA: 0; R Pc: 0. Pc: paclobutrazol 4ppm, GA: GA; 100 uM, ZEA: zeatina50uM. Los
asteriscos muestran diferencias significativas entre tratamientos (ANVA, P < 0.05)
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El aumento del potencial de crecimiento del embridén mediado por R requiere de la biosintesis

de novo de giberelinas

Las semillas de D. ferox poseen dormicion impuesta por las cubiertas, y la germinacion
depende del balance entre la capacidad expansiva del embrion y |a resistencia mecanica que opone
el endosperma (de Miguel y Sanchez, 1992). Laluz R promueve €l aumento del potencial de
crecimiento del embrién (de Miguel y Sanchez, 1992), y en este caso, se desconocia el efecto de
las giberelinas sobre este proceso.

Como se observaen la Fig. 11 4, cuando las semillas son incubadas en un medio
conteniendo paclobutrazol, la luz R no tiene un efecto significativo en € potencia de crecimiento
del embridn, indicando que la accion del Pfr en este caso, también requiere de la sintesis de novo
de giberelinas. Esta observacion esta fuertemente apoyada por el hecho que e agregado de GA a
las semillas tratadas con luz R revierte €l efecto del paclobutrazol (Fig. |1 4).

Estos resultados indican que las giberelinas son componentes rio abajo de las sefides

luminicas que aumentan |a capacidad expansiva del embrion en D. ferox.
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Fig. Il 4. Lapromocién del potencial de crecimiento del embrion por unaLFR requieredela
biosintesis de giber élinas.

(A) Protocolo experimental. Las semillas fueron embebidas en oscuridad por 24 h (20/30 °C). A
continuacion fueron peladas e incubadas en agua o en soluciones conteniendo Pc con o sin €l
agregado de GA, como seindicaen B, tratadas con un pulso de luz R o RL e incubadas en oscuridad
por 48 h. Luego, se quitod la porcién micropilar del endosperma, y las semillas fueron transferidas a
aguay tratadas con un pulso deluz RL. Las semillas seincubaron en oscuridad (25 °C) por 24 h,
momento en que se midié lalongitud del embridn. (B) Frecuencia de distribucion del largo del
embridn luego de los distintos tratamientos luminicos y hormonales. Los datos corresponden a3
experimentos independientes, utilizando 25 embriones por muestra. Pc: paclobutrazol 4ppm, GA:
GA; 100 pM.
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La luz, mediante los fitocromos, modula la respuesta a las giberelinas en las células del

embrién

Como se menciono anteriormente, la luz R aumenta la sensibilidad a las giberelinasen la

germinacion (Fig. 11 3), y por otro lado, |as giberelinas estan implicadas en € aumento del

potencial de crecimiento del embrion (Fig. 1 4). Se estudio entonces lainfluenciade laluz en la

respuesta a las giberelinas en este tgjido.

El efecto del agregado de GA sobre € potencial de crecimiento del embrién fue

significativamente mayor en semillas tratadas con R a comparacion de aquellas tratadas con un

pulso de R seguido por RL, demostrando que la respuesta de las células del embrion a GA esta

controlada por losfitocromos, através de unaLFR (Fig. 1 5A).
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Fig. Il 5. Losfitocromos, atravésde
una LFR, promueven larespuesta a
las giberelinas en célulasdel embrion.
(A) y (B) Frecuenciade distribucion del
largo del embridn luego de los distintos
tratami entos luminicos y hormonales. El
protocolo experimental es similar a
indicado en laFig. Il 4, adiferenciaque
unavez peladas, las semillas fueron
incubadas en soluciones con H,O, Pco
Pc + GA con o sin € agregado de ZEA
como seindicaen los gréficos. Los datos
corresponden a 3 experimentos
independientes, utilizando 25 embriones
por muestra. El protocolo experimental
essmilar a descrito enlaFig. 11 4 A.
Pc: paclobutrazol 4ppm, GA: GA3; 100
MM, ZEA: zeatina 50uM.
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La incubacion de las semillas con zeatina promovio fuertemente la accion del GA sobre €
potencial de crecimiento del embrion de semillas tratadas con luz RL (Fig. |1 5A), sugiriendo que
las citocininas son componentes rio abajo de la sefia luminica que estimula larespuestaa GA en
células del embrion. Por otro lado, la adicion de zeatina a medio no tuvo efecto sobre el potencial
de crecimiento del embridn cuando las semillas fueron incubadas en ausenciade GA y la
biosintesis de giberelinas endégenas fue inhibida por e agregado de paclobutrazol (Fig. |1 5B).
Este resultado es independiente del tratamiento luminico, e indica que las citocininas no gercen un
efecto directo enla fuerza expansiva del embrion, sino que influyen en esta mediante el
incremento de la sensibilidad al GA.

Los fitocromos, atravésuna LFR, regulan la respuesta a las giberelinas del endosperma
micropilar

El estimulo de la germinacion requiere tarto del ablandamiento del endosperma como de
un aumento del potencial de crecimiento del embrion (de Miguel y Sanchez, 1992). Como se ha
demostrado anteriormente, la promocion de la germinacion por |os fitocromos involucra cambios
en lasensbilidad al GA en las semillas (Fig. |1 3), y las respuestas de las clulas del embrion al
GA son dependientesdelaluz (Fig. 11 5). Es por €ello que en esta seccién se investigo la
posibilidad que los fitocromos también modulen la respuesta a GA de las células del endosperma
micropilar.

Paradlo, se evalud d efecto de laluz R sobre la promocion por GA de la actividad endofl3-
mananasa, [3- manosidasay acumulacion de mensgjeros de expansinas (DfExpal) y mananasas
(DfMan) en el endosperma micropilar. Laexpresion y acumulacion de mensajeros de esos genes
est4 fuertemente promovida por las giberelinas en el endosperma micropilar de D. ferox (Sanchez
y de Miguel, 1997; Sanchez y Mella, 2004), y su medicion en respuesta al agregado de GA al
medio de incubacidn, cuando la biosintesis de esta hormona se encuentrainhibida, es un buen
indicador de la sensibilidad de este tgjido a GA.

Laluz R estimulala accion del GA en lapromocion de las actividades endo3-mananasay
[>-manosidasa en e endosperma micropilar (Fig. |1 6). Los experimentos de RT-PCR demuestran
gue la acumulacién de mensajeros de expansinas (DfExpal) y mananasa (DfMan) en endosperma
en respuestaal GA también esta modulada por los fitocromos, através de una LFR. El nivel de

transcriptos de estos genes es mucho mayor en endospermas de semillas que fueron irradiadas con



Capitulo I1: Metodologia y Resultados

luz R, en comparacioén de aguellos de semillas irradiadas con luz RL (Fig. I1 7). Asimismo, €
agregado de zeatina a las porciones de semillas tratadas con luz RL incrementa la respuesta al GA
en la promocion de las actividades endof3- mananasa y (3-manosidasa (Fig. |1 6), asi como la
acumulacién de mensgjeros DfMan y DfExpal (Fig. |1 7). No se haobservado efectos del
agregado de zeatina sobre la acumulacion de transcriptos de DfMany DfExpal en semillas
incubadas en ausencia de GA, cuando la biosintesis de giberelinas fue inhibida por € agregado de
paclobutrazol (Fig. |1 7), indicando que la zeatina no gjerce un efecto directo en la acumulacion de
transcriptos de estos genes, sino que actlia a través de la promocién de la sensibilidad al GA de las
células del endosperma micropilar.

En conjunto, estos resultados demuestran que las respuestas al GA del endosperma
micropilar esta regulada por los fitocromos a través de una LFR, y sugieren que las citocininas son

componentes de la sefidl luminica que promueve larespuestaal GA en este tgjido.
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Fig. Il 6. Losfitocromos, atravésdeuna
LFR, modulan larespuesta al GA parala
promocion de las actividades endo3-
mananasay [3-manosidasa en € endosperma
micropilar.
(A) Protocolo experimental. Las semillas
fueron embebidas en oscuridad por 24 h (20/30
°C), peladas 'y tratadas con un pulso deluz R o
RL. Luego de 24 h de incubacién en oscuridad
en Pc, sellevd acabo ladiseccion de semillasy
las porciones conteniendo el endosperma
micropilar, parte del endosperma latera y del
embrion se trandfirieron aun medio de
incubacion conteniendo Pc + GA cono sin
agregado de ZEA, y se trataron con un pulso de
RoORL. Las muestras de endosperma
micropilar se tomaron luego de 16 0 6 h de
incubacion en oscuridad, paralosandlisis de
actividad enzimética o la medicion de RNA
(Fig. 11 7), respectivamente. La biosintesis de
giberelinas fue inhibida por el agregado de Pc
luego de la remocion de las cubiertas seminaes
y hasta el momento de extraccion de muestras.
(B) Actividad endof3-mananasay (C) actividad
[3-manosidasa en funcion de la concentracion
de GA exdgeno. Las barras representan la
D.E.M. de a menos 3 repeticiones
independientes.

Pc: paclobutrazol 4ppm, GA: GA3, ZEA:
zeatina50 M. EM: endosperma micropilar, E:
embrion, EL: endosperma lateral
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Fig. Il 7. Larespuesta al GA del endosperma micropilar parala acumulacion de mensajeros

de DfMany DfExpal esta bajo control de los fitocr omos.

(A) El protocolo experimental es similar a descprito en laFig. I1 6A. Mediasy D.E.M. de las

densitometrias de bandas obtenidas a partir de 3 experimentos independientes de RT-PCR. Los

asteriscos muestran diferencias significativas con € tratamiento de R + GA (P < 0.05). (B)

Autorradiografia de los productos de RT-PCR, hibridados con las sondas especificas (DfMan,

DfExpal y actina).
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La sefial luminica que modula la respuesta al GA en el endosperma micropilar es percibida

por e embridn

Experimentos previos demuestran que la promocion del ablandamiento del endosperma
micropilar por una LFR esta mediada, al menos en parte, por la accion de las giberelinas
sintetizadas en las semillas en respuestalaluz R y que el embrién es el origen mas probable de
estas giberelinas, las cuales se moverian a endosperma micropilar promoviendo asi la degradacion
de las paredes celulares de este tejido (Sanchez y de Miguel, 1997).

Con €l propésito de evaluar la posibilidad de que €l embridn, ademas de ser origen de
giberelinas, es fuente de sefial es capaces de regular |as respuestas a esta hormona en e endosperma
micropilar, se midio la actividad endo-3-mananasay > manosidasa asi como la acumulacion de
mensgjeros de DfMan y DfExpal en respuesta a giberelinas en & endosperma micropilar de
porciones de semillas que incluyen, o no, una parte del embrion (el e embrionario y laradicula).
En los tratamientos que involucran porciones de semillas sin embrion, este fue removido antes de
realizar los tratamientos con GA. En todos los casos, una vez |levada a cabo la diseccion de las
semillas, se inhibid la sintesis de giberelinas endégenas mediante la incubacion con paclobutrazol
(Fig. 11 8A).

La actividad endo-3-mananasa en € endosperma micropilar en respuesta al GA esta4
fuertemente estimulada por el contacto del endosperma con el embrion. Larespuestaa GA parala
actividad endol3- mananasa en endospermas micropilares provenientes de porciones de semillas con
embrién es mucho mayor (2,5 veces) y se satura a concentraciones mas dtas de GA que en
endospermas de porciones de semillas sin embrion (Fig. |1 8B). Resultados similares se observan
en la promocién de la actividad 3-manosidasa (Fig. || 8C). Por otro lado, laluz no tuvo efectos en
laregulacion de la actividad endof3-mananasa por GA cuando los endospermas fueron incubados
sin embrion.

Estos resultados demuestran que factores provenientes del embrion aumentan la respuesta a

las giberelinas para la actividad degradadora de mananos.
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Con €l propésito de estudiar la posible naturaleza quimica de la sefial embrionaria que
promueve la sensibilidad al GA en e endosperma micropilar, se analizé € efecto las citocininas
en la promocién de la actividad endol3mananasa y 3 manosi dasa en endospermas provenientes de
porciones de semillas sin embrion. El agregado de zeatina promovi6 fuertemente la actividad

degradadora de mananos en respuesta a GA en endospermas sin embrién (Fig. 11 8), siendo estos
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valores ahora similares al de endospermas que fueron incubados sin zeatina pero en contacto con €
embrion (Fig. |1 8). Por otro lado, la presencia del embridn promueve fuertemente la acumulacion
de transcriptos de DfMan y DfExpal en respuesta al GA en endosperma micropilar (Fig. 11 9). El
agregado de zeatina a medio de incubacion produce un aumento dramético en la acumulacion de
mensgj eros de ambos genes en el endosperma micropilar de porciones de semillas sin embridn,
gjerciendo este efecto solo cuando son aplicadas en combinacion con giberelinas (Fig. 11 9).

En su conjunto, los resultados agqui expuestos demuestran que la sefial luminica que modula
larespuestaa GA en & endosperma micropilar es percibida por € embrion, y que las citocininas

serian componentes que median la comunicacion embrior-endosperma.

A Fig. Il 9. Sefiales provenientes

=
N
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Dfman DfExpal
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o
1
1
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S @
£
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Clonado y caracterizacion de fragmentos de genes que participan en la via de transduccion de
las giberelinas, en embrion y endosperma micropilar

Con €l propésito de estudiar las bases moleculares de los cambios en la sensibilidad alas
giberelinas mediadas por fitocromos en semillas de D. ferox, se disefiaron cebadores especificos
para amplificar, mediante RT-PCR, fragmentos de los genes SPINDLY (SPY) (Jacobsenet al.,
1996), PHORL (Amador et al., 2001) y GAMYB (Gubler et al., 1995) a partir de ADNCc total de
embrion y endosperma micropilar de D. ferox. Estos genes participan en la sefidizacion de las
giberelinas en plantas, y fueron elegidos porgue, como se indica en la introduccion, podrian estar
participando la sefidizacion de las giberelinas en la germinacion, como es el caso de los genes SPY
y GAMYB, o0 estaria interaccionando con vias de sefializacion de laluz como es €l caso del gen
PHORL. Los fragmentos obtenidos se denominaron DfSPY, DfMYB y DfPHOR, respectivamente.

La comparacion de las secuencias obtenidas con otras ya publicadas, mostré que DfPHOR
presenta un 90% de identidad, y tres deleciones, con la secuencia de ADN de papa, mientras que la
traduccion de este fragmento mostré unaidentidad de secuencia de aminoécidos del 93.17%. Por
otro lado, DfMYB present6 un 76% de identidad de nucledtidos con una region del gen GAmyb65
de Arabidopsis, y un 86% de identidad a nivel de proteina. DfSPY compartio un 95.1%, 94.48% y
74.3% de identidad de nucledtidos con una regién de estos genes ortdlogos en tomate, petuniay
Arabidopsis, respectivamente, mientras que la identidad de las secuencias aminoacidicas obtenidas
a partir de la traduccién del fragmento de ADN secuenciado fue del 98% para tomate, 98% con
petuniay 92% con Arabidopsis (Fig. I1 10-11).
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DFPHOR = -= s s mmmmmmmmm e oo e AGCTCACOGGGATACACAACGOCGTCTTCCTC 32
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Fig. 11 10. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas deDfPHOR, DfSPY y DIMYB de
semillas deD. ferox, con genes ortologos en otras especies. (A) DfPHOR fue alineada con
PHOR1 (Solanum tuberosum, N° de accesién en GenBank: AJ306423), (B) DfSPY fue alineada con
LsSPY (gen SPY de Lycopersicum esculentum N° accesidon en GenBank: AJ312094) y PhSPY (gen
SPY de Petunia hybrida, N° accesion en GenBank: Y 17720), (C) DfMYB fue alineada con AtMYB65
(gen MYBG65 de Arabidopsis thaliana, N° accesion en GenBank: AF048840). Los nucledtidos
idénticos en cada posicion se muestran debgjo del alineamiento con un asterisco y € nucledtido mas
cercano a poli A del mensgjero se encuentraindicado en el extremo derecho de cada secuencia.
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Fig. Il 11. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos deDfPHOR (A), DfSPY (B)
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y DfMYB (C) de semillas de D. ferox con genes ortdlogos en otras especies. Los

nombres de las secuencias asi como & nimero de accesién de estas en € GenBank estan
indicados en laFig. I 10. HVGAMYB, LmGAMYB, OsGAMYB : genes GAMYB aislados a

partir de Hordeum vulgare, Lolimum temulentumy Oriza sativa, respectivamente. Los

ndmeros de accesiones en la base de datos GenBank para ellos son: AY 008692, AF114162
y X98355, respectivamente. Los aminoécidos idénticos en cada posicion se muestran debgjo

del aineamiento con un asterisco, mientras que las sustituciones conservativas y

semiconservativas se indican con doble punto (: ) y punto ( . ) respectivamente. El
aminoaciodo mas cercano a extremo carboxilo termina se encuentraindicado en € extremo

derecho de cada secuencia
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Regulacioén por fitocromos de la expresion de genes que participan en la via de transduccion

delasgiberelinas durante lainduccion dela germinacion en D. ferox

Con €l propésito de estudiar las bases moleculares de la promocion de sensibilidad alas
giberelinas mediada por luz, se procedio a analizar la acumulacion de mensagjeros de los genes
DfPHOR DfSPYy DfMYB en embrién y endosperma micropilar en lainduccién de la germinacion
por los fitocromos. Para ello, se embebieron semillas sobre algodén saturado con agua destilada,
en oscuridad, a temperaturas alternadas durante 40 h. Luego las semillas fueron peladas y tratadas
con un pulso de luz R o R seguido por un pulso de RL y a continuacion se incubaron en oscuridad,
atemperaturas aternadas, hasta la extraccion de muestras.

Como se muestraen la Fig. |1 12, Laformacién de Pfr estimula la acumulacion de
transcriptos de DFPHOR y DfMYB en endosperma micropilar 6 h después del pulso deluz R. Este
efecto es anterior ala promocion de la actividad endof3- mananasa y > manosidasa en endosperma
micropilar. El efecto delaluz R sobre la acumulacion de DfPHORY DfMYB fue revertido cuando
este tratamiento fue inmediatamente seguido de un pulso de RL, mostrando una tipica respuesta
LFR delosfitocromos. En e caso de DfPHOR, ladiferenciaen los niveles de transcriptos fue
perceptible hasta las 44 h después de los tratamientos luminicos. Por otro lado, si bien se observa
un aumento de transcriptos de DIMYB 6 h luego del tratamiento de luz R, esta diferenciaya no es
evidente 24 h después de los tratamientos luminicos sugiriendo que los fitocromos inducen un
aumento transitorio de la expresion de este gen en el endosperma micropilar (Fig. 11 12). El
incremento de mensajeros de DfIMYB Yy DfPHOR ocurre poco tiempo después del pulso de luz R,
tratamiento que estimula la respuesta al GA en el endosperma micropilar y semilla entera,
sugiriendo que DfMYB y DfPHOR estan involucrados en el aumento de la respuesta al GA parala
germinacion. Por otro lado, € modo LFR de los fitocromos no regula la acumulacion de
transcriptos de DfSPY en endosperma micropilar (Fig. 11 12).

Los niveles de transcriptos de DfPHOR o DfMYB no cambiaron en embriones de semillas
tratadas con R o RL (Fig. I 13), sugiriendo que los factores que modulan la expresion de estos
genes son distintos en & embrion a comparacién del endosperma micropilar. En este caso, laluz
tampoco tiene efecto en la acumulacion de mensajeros de DfSPY (Fig. 11 13). Este Gltimo
resultado es coincidente con lo observado en e endosperma micropilar, y sugiere que la expresion

de DfSPY en semillas no se encuentra bajo control de laLFR de los fitocromos.
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Fig. Il 12. Losfitocromos, mediante una LFR, promueven la acumulacién de mensajeros de
DfPHOR y DfMYB en e endosper ma micropilar.

Mediasy D.E.M de las densitometria de bandas obtenidas a partir de @ menos 4 experimentos
independientes de RT-PCR. Las semillas fueron embebidas por 40 h en oscuridad (20/30 °C),
peladas irradiadas con luz R o RL e incubadas en agua, en oscuridad hasta e momento de la
extraccion de muestras. La porcion micropilar del endosperma de las semillas fue extraida 6, 24 'y
44 h después de los tratamientos luminicos. Los asteriscos muestran diferencias significativas con €
tratamiento de luz R (P < 0.1)
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Influencia del embrion sobre la acumulacién de mensajeros de DFPHOR, DfMYB y DfSPY en

endosperma micropilar

Teniendo en cuenta que la sefial luminica que aumenta larespuestaa GA en el endosperma
micropilar es percibida por € embrion, se estudio la posibilidad que los niveles de transcriptos de
DfPHOR y/o DfMYB estuvieran controlados por €l factor embrionario que aumenta larespuestaa
GA en e endospermamicropilar. Paraello, semidio € nivel de mensgjeros de estos genes en
endospermas provenientes de porciones de semillas con o sin embridn irradiadas con luz R, e
incubadas en presencia de distintas soluciones hormonales. Los niveles de mensajeros se midieron
6 h después de la incubacién de los endospermas en las distintas soluciones hormonales, teniendo
en cuenta que el efecto de laluz sobre los niveles de transcriptos de DfPHORyY DfMYB en
endosperma micropilar fue observado en ese lapso.

El contacto con el embridn no gerce influencias sobre la acumulacién de mensgjeros de
DfPHOR en endosperma micropilar; el nivel de mensgjeros de este gen no fue significativamente
distinto en los endospermas provenientes de porciones de semillas con embrion, a comparacion de
aquellos provenientes de porciones de semillas sin embrion (Fig. |1 14). Sin embargo, cuando la
biosintesis de giberelinas fue inhibida mediante la adicién de paclobutrazol, los niveles de
transcriptos de DfPHOR fueron significativamente menores en endospermas provenientes de
porciones de semillas incubadas sin GA, a comparacion de los de endospermas incubados en
presenciade GA (Fig. Il 14). Estos resultados indican que el GA promueve la acumulacion de
transcriptos de DfPHOR en endosperma micropilar, sugiriendo que los fitocromos estimulan la
acumulacion de DfPHOR en este tgjido (Fig. |1 12) através de cambios en los niveles de
giberelinas en el endosperma micropilar.

Por otro lado, la acumulacion de mensgjeros de DfMYB fue mucho mayor en endospermas
provenientes de porciones de semillas con embridn, a comparacion de aquellos provenientes de
porciones de semillas sin embrion (Fig. |1 14). El agregado de zeatina reemplazd €l contacto con
el embrionpara el estimulo de la expresion de DfMYB en el endosperma micropilar, y tanto €
efecto de la zeatina como del contacto con el embridn fue independiente de la presencia del GA en
el medio deincubacion (Fig. |1 14). Estos resultados demuestran que € contacto entre embrion y
endosperma promueve la acumul aciéon de mensagjeros de DfMYB en €l endosperma, y que la
zeatina reemplaza el requerimiento del embrion para esta promocién. En las condiciones
experimentales evaluadas, ni € embrion ni el agregado de GA o de zeatina a medio de incubacion

tuvieron un efecto significativo sobre los niveles de transcriptos de DfSPY en el endosperma
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micropilar (Fig. |1 14). Estos resultados son consistentes con la hipotesis que la expresion de
DfSPY en el endosperma micropilar es independiente de la accion de los fitocromos en las

semillas.
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Fig. Il 13. Estudio delaexpresiéon delos genesDfPHOR, DfSPY y DfFMYBen embrion, en

semillas estimuladas a germinar por una LFR.
Los gréficos muestran las mediasy D.E.M de |as densitometria de bandas obtenidas a partir de &
menos 4 experimentos independientes de RT-PCR. El protocolo experimental es similar a dela

Fig. Il 12. Losembriones fueron extraidos 6, 24 y 44 h después de los tratamientos luminicos.
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Fig. Il 14. El nivel de mensajerosde
DfMYB en e endosperma micropilar
esta controlado por sefiales provenientes
del embridén, mientrasquela
acumulacién de mensajeros deDfPHOR
esta promovida por e GA.

Mediasy D.E.M de las densitometria de
bandas obtenidas a partir de a menos 6
experimentos independientes de RT-PCR.
Las porciones de semillascono sin
embrion fueron incubadas en Pc con o Sin
el agregado de GA o0 ZEA, como seindica
en lafigura El protocolo experimental es
similar d indicado en laFig. Il 8, a
diferencia que la extraccién de muestras se
realizd 6 h después de laincubacién de las
porciones de semillas en las distintas
soluciones hormonales. Los asteriscos
muestran diferencias significativas con €
tratamiento con embrion + GA (P < 0.1).
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El aumento delos niveles de citocininas endogenas, por medio de la sobreexpresion del gen
isopentil-adenina trasferasa en Arabidopsis, aumentala sensiblidad a las giberelinas de en

semillas tratadas con un pulso de RL

L os resultados descriptos en secciones las anteriores utilizando semillas de D. ferox
demuestran que la respuesta de la germinacién al GA es promovida por unaLFR, y estd asociada a
cambios en la sensibilidad a esta hormona tanto en e embrién como en el endosperma micropilar.
Asimismo, estos datos sugieren fuertemente que las citocininas son componentes rio debagjo de la
sefia luminica que estimula la sensibilidad al GA en semillas. Con €l propdsito de avanzar en €l
conocimiento sobre las posibles interacciones entre citocininas 'y giberelinas en la germinacion, se
estudio la promocidn por los fitocromos de respuesta a las giberelinas (GA4+7) en la germinacién
de semillas de Arabidopsis thaliana sobreexpresantes del gen isopentil-adenina-transferasa (1PT).
Esta linea fue construida por Van der Graaf en 1996, mediante la transformacién de la accesion
C24 de Arabidopsis con e plasmido PCYT::IPT, y fue llamada entonces ipt161. Las plantas
transgénicas ipt161 poseen un contenido 10 veces mayor de zeatina a comparacion con
correspondiente genotipo salvaje, poseen tallos pequeriosy € crecimiento de raices reducido

(www.Arabidopsis.org).

Como se demuestraen la Fig. 1 15A, los fitocromos, mediante una LFR, modulan la
respuesta a las giberelinas en semillas de la accesion C24 de Arabidopsis; la germinacion en
respuesta a GA4+7 €s mucho mayor en semillas tratadas con un pulso de luz R, a comparacion de la
de semillas tratadas con luz RL. De forma contraria, no se observaron diferencias significativas
entre |os tratamientos luminicos para la sensibilidad a las giberelinas de las semillas ipt161 (P <
0.05). Si hien estas semillas poseen una respuesta a las giberelinas similar a de su genotipo
salvaje cuando son tratadas con R, la germinacion en respuesta a esta hormona es notablemente
mayor a comparacion del genotipo C24 cuando las semillas son tratadas con luz RL.  Estos
resultados demuestran que el aumento de citocininas enddgenas suprimen|os requerimientos de
Pfr para la promocion de la sensibilidad a las giberelinas en la germinacién. De manera coherente,
laincubacién con bencilaminopurina, promueve la respuesta a las giberelinas de semillas salvajes
irradiadas con luz RL (Fig. I1 15B).
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Fig. 11 15. Un incremento en los niveles endégenos de citoquininas promueve la respuesta al
GA .7 para el estimulo dela germinacion por RL de semillas de Arabidopsis.

(A) Respuesta a distintas concentraciones de GA 4, de C24 y e sobreproductor de citoquininas ipt 161
parala germinacion inducida por luz R o RL. Las semillas fueron sembradas en medios conteniendo
paclobutrazol 4ppm mas distintas concentraciones de GA 4.7, como seindicaen lafigura Unahora
después de lasiembra, las semillas fueron tratadas con un pulso de RL (Pfr/P = 3 %), e incubadas en
oscuridad a4 °C por 48 h. A continuacién, distintos grupos de semillas fueron irradiadas con pulsos
de luz que establecieron distintos porcentajes de fitocromo activo (Pfr), e incubadas en oscuridad a 25
°C por otras 48 h, momento en que se evalud € porcentge de germinacion. (B) Respuestad GA 4.7 de
semillas de Arabidopsis tratadas con luz RL. El protocolo experimenta es similar a descrito en (A),
con la diferencia que las semillas se incubaron en paclobutrazol 4ppmy GA 4.7 20 UM cono sin €
agregado de BAP 0.05 uM. El gréfico muestralamedia y D.E.M obtenidos a partir de 3 experimentos
independientes, cada uno conteniendo 3 réplicas por tratamiento. Germinacion en R GA 20 uM, Pc
dppm: Ler: 66 +4; C24:85+ 6. GA20: GA 20 uM, Pc: paclobutrazol 4ppm; BAP 0.05:
bencilaminopurina 0,05 uM. L os asteriscos muestran diferencias signifcativas entre |os tratamientos
luminicos (A) o GA20 Pc 4ppm y GA20 Pc 4ppm BAP 0.05 (B) para cada ecotipo (P < 0.05).
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Larespuestaalaluz de las semillas ipt161 es significativamente mayor que la del genotipo
salvge para los tratamientos luminicos que establecen porcentajes de Pfr/P entre 3y 22 % (Fig. ||
16), indicando que un aumento en los contenidos de citocininas enddgenas promueve la respuesta

de lagerminaciénalaluz. Estas diferencias no fueron observadas en porcentgjes de Pfr cercanos a
los niveles de saturacion.

100
S 751
S
% 50_ *
c
£ .
5 297 —A—ipt 161
o
—e—C24
0_
0 25 50 75 100

Pfr (%)
Fig. 11 16. Un incremento en los niveles endogenos de citoquininas promueve la respuesta de
la germinacion alaluz en semillas deArabidopss.
Germinacién en respuesta a distintos porcentagjes de Pfr/P. Las semillas fueron sembradas en agar-
agua, tratadas con un pulso de RL como se describié en laFig. 11 15 e incubadas a4 °C por 48 h.
Luego cada grupo de semillas recibié un pulso de luz que establecio, en cada caso, un 3, 10, 22,
33, 66 u 87 % de Pfr/P 0 se mantuvieron en oscuridad (control). Luego de esos tratamientos las
semillas se incubaron a 25 °C en oscuridad completa por otras 48 h, momento en e cua se evaluo
el porcentgje de germinacion. Germinacion en oscuridad completa: C24: 0%, ipt161 0%. Los
asteriscos muestran diferencias significativas entre lalineaipt161 y € C24 (P < 0.05)
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La pérdida de funcion delosalelos CKH1-1y CKH2-1, los cuales regulan negativamente la
accion de las citocininas en cultivosin vitro, promueve la respuestade la germinacion alas
giberelinas

Los genotipos ckhl-1y ckh2-1 fueron obtenidos por Kubo y Kakimoto (2000) a partir de
mutagénesis quimica con etil- metano-sulfonato sobre la accesidn Landsberg erecta (Ler). Los
mutantes se aislaron por su mayor respuesta a las citocininas para la proliferacion de callos y
desarrollo de cloroplastos in vitro. Losloci CKH1-1y CKH2-1 se localizan en los cromosomas 1
y 2, respectivamente, y se propone que sus productos regulan negativamente la sefializacion de
citocininas. Si bien estas mutantes tienen una mayor respuesta a citocininas en cultivo in vitro, los
niveles de esta hormona son similares a de su genotipo salvaje.

Una LFR promueve la respuesta a las giberelinas de la accesion Ler de Arabidopsis (Fig. 11
17y Yang et al., 1995). Tanto en los tratamientos con R como con RL las semillas ckhl-1 poseen
unarespuesta mayor que lade Ler d GA4.7,y lamisma no es modulada por los fitocromos por los
mutantes(Fig. |1 17A; Tablall 2). Laelevadarespuesta alas giberelinas en el tratamiento de RL
no se debe auna VLFR, ya que esta es similar ala respuesta en oscuridad (Fig. 11 17B). Esta
mayor respuesta al GA4+7 en ckhl-1 estuvo asociada con una mayor sensibilidad alaluz en
fotoequilibrios que establecen relaciones Pir/P del 22y 66 % (Fig. |1 17C). Esto sugiere que la
mayor respuesta a las giberelinas en esta mutante tiene repercusion tanto en las respuestas VLFR
como LFR de lagerminacion. Por otro lado, las semillas ckh2-1 poseen una mayor respuesta al
GA 4.7 tanto para los tratamientos de luz R como de luz RL, en comparacion con su control (Fig. 11
18A). Esinteresante notar que en Ler, laregulacidn de la respuesta al GAs.+7 por los fitocromos es
clara para concentraciones que rondan los 10uM, mientras que en ckh2-1, larespuesta a 10 uM de
GA4+7 Se encuentra cercana a la saturacion y no presenta diferencias entre los tratamientos de R y
RL. Sinembargo, en ckh2-1, los fitocromos modulan la respuesta las giberelinas para la
germinaciona concentracionesde 1y 0.1 uM. En este rango de concentraciones, la respuesta a
GA4+7 deLer es cas nula, y no presenta diferencias entre los tratamientos de luz y oscuridad (Fig.
Il 18A). Lagerminacion de ckh2-1 fue mayor alade control bajo fotoequilibrios que
establecieron porcentajes de Pfr/P de 66 y 87, indicando € incremento en larespuesta a las
giberelinas esta asociada a una mayor respuesta alaluz en € rango de fotoequilibrios que inducen
una LFR.

En conjunto, estos resultados demuestran que la pérdida de funcion de los aelos CKH1-1y

CKH2-1, la cua confiere una elevada respuesta a | as citocininas en tejidos vegetales (Kubo y
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Kakimoto, 2000), reducen los requerimientos de luz para la promocion la sensibilidad a las

giberelinas en las semillas. La pérdida de funcion de estos alel os también estéa asociada a una

mayor respuesta a laluz en la germinacion.

1000

A
1004 Ler *
;\c? —@—R
< 807 A&—RL
c *
‘0
‘o 604
I
£
£ 40
@
O 204
0 f T T
0.01 0.1 1 10 100
B
100- —¥—Ler Osc
— —— LerRL
X
<~ 801 ¥ ckhl-1Osc
S A ckh1-1RL
‘c 604
<
=
€ 404
@
O 9
G T T T T
0.01 0.1 1 10 100
GA (M)

1000

1004 ckhi1-1
—m— R
807 _a RL
60
40
20+
0.01 0.1 1 10 100 1000
GA (uM)
C
100
—A— Ler
S | = cknia x
c
©
& 50
£ *
£
[3) -
3 25
Lery ckhl-1 Osc
0
0 20 40 60 80 100

Pfr (%)

Fig.11 17. Lapédidadefuncion del aledo CKH1-1, la cual estareacionada con una

elevada sensibilidad a las citoquininas, promueve larespuesta alasgiberelinasy alaluz
paralagerminacion. (A) y (B) Respuesta distintas concentracionesde GA 4., enLery €
mutante ckh1-1 para lagerminacion inducida por R, RL u oscuridad (Osc). El protocolo
experimental es mismo que € descritoen Il. 15 A. (C) Germinacion de semillas Ler o ckhl-1

enrespuestaalaluz. El protocolo experimental es similar a descrito en |1 16. L os asteriscos

muestran diferencias significativas en los porcentajes de germinacion entre los tratamientos

luminicos en cada ecotipo (A) o paralarespuesta de lagerminacion alaluz entre Ler y ckh1-1
(©) (P <0.05).
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Germinacién (%)

w

Germinacion (%)

Genotipo Tratamiento luminico

RL R
Ler 0 0
ckhl-1 0 8,125 + 4,323678

Tablall 2. Germinacion de semillas ckhl-1 en presencia de paclobutrazol 4 ppm, sin e
agregado de GA 4.7 d medio
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elevada sensibilidad alas citoquininas,
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distintas concentraciones de GA .- enLery
el mutante ckh2-1 para lagerminacion
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protocolo experimental es mismo que €
descrito enlaFig. 1. 15 A. (B) Germinacion
de semillasLer o ckh2-1 enrespuestaala
luz. El protocolo experimenta es similar a

descrito en laFig. 11 16.
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DISCUSION

Respuesta de las semillasde D. ferox alasgiberelinas, y su relacién con € estimulo luminico dela
germinacion

En semillas que poseen dormicion impuesta por las cubiertas, lainduccion de la
germinacion através de los fitocromos involucra cambios coordinados en €l embrién y laregion
micropilar del endosperma, que permiten a embrion sobreponerse a las restricciones fisicas para
su crecimiento (Carpitaet al., 1979; Psaraset al., 1981; Sanchez y de Miguel, 1985; de Miguel y
Sanchez, 1992; Bewley y Black, 1994). Estos cambios son de vital relevancia para que ocurra
germinacion en D. ferox, ya que la misma depende del balance entre la capacidad expansiva del
embrién y la resistencia mecanica que gjerce € tejido que lo rodea (endosperma micropilar).

En Datura ferox los fitocromos, mediante una LFR, regulan la expresién de genes que
participan en la biosintesis de giberelinas. Esta regulacién ocurre en células del embrién, y sugiere
fuertemente que & estimulo de la germinacion mediado por la luz involucra un aumento en los
niveles de giberelinas en semillas (Melaet al., 2004).

En este capitulo de tesis se muestra que en semillas de D. ferox una LFR de los fitocromos
modula la respuesta de la germinacion a las giberelinas (Fig. |1 3), indicando que el Pfr no solo
promoveria la biosintesis de giberelinas, sino que también aumenta la respuesta de las semillas a
esta hormona. Estos resultados concuerdan con estudios en Arabidopsis, donde la luz roja
promueve larespuesta a las giberelinas en lagerminacion (Yang et a., 1995). En D. ferox, la
incubacidn de semillas con citocininas reemplaza el requerimiento de luz en esta promocion (Fig.
Il 3). Losresultados descriptos sugieren que las citocininas son parte de la sefial luminica que
aumentan la respuesta a las giberelinas, y no participa de una via diferente, ya que su adicion d
medio de incubacién no gerce un efecto significativo en la germinacion en ausencia de GA
ex0geno, cuando la biosintesis de giberelinas enddgenas en las semillas es inhibida con
paclobutrazol. Entonces, el aumento en la senshbilidad a las giberelinas através de los fitocromos
involucraria laliberacién o cambios en la sensibilidad alas citocininasen la semilla. Sin embargo
no puede descartase que € efecto de la alteracion de los niveles o sensibilidad a las citocininas esté
asociado a modificaciones en las semillas durante su desarrollo, 1o que podriainfluenciar su

respuesta posterior alas sefiales ambientales o enddgenas.
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L as observaciones descriptas en este capitulo sobre € rol de las citoquininas en la
promocion de la germinacion por luz estén fuertemente apoyadas por |os experimentos realizados
con semillas de Arabidopsis con niveles o sensibilidad a citocininas aterados (Fig. |1 17-18), asi
como por estudios realizados en otras especies. Por g emplo, en apio, laluz R promueve la
germinacion de semillas con un alto nivel de dormicion, y los requerimientos de luz en estas
semillas son reemplazados por la aplicacion de giberelinas mas citocininas en el medio de
incubacion (Thomas et al., 1975). Por otro lado, en semillas de Pino silvestre, laluz R promueve
lagerminacidn, y este evento esta asociado con un dramético y transitorio aumento en la
concentracion de citocininas en las semillas (Qamaruddin y Tillberg, 1989).

En D. ferox la modulacion de la respuesta a las giberelinas para la germinacion esta
asociada con cambios en la sensibilidad al GA en las células del embrion y endosperma micropilar.
El GA estimula el potencial de crecimiento del embridn, y la accién de laluz Rsobre el potencial
de crecimiento requiere de la biosintesis de giberelinas (Fig. |1 4). Esto sugiere que e estimulo de
la capacidad expansiva del embrion mediado por los fitocromos puede involucrar un incremento en
los contenidos de giberelinas en este drgano. Asimismo, |os resultados descriptos demuestran por
primera vez que los fitocromos, mediante una LFR promueven larespuesta a GA de las células
del embridn (Fig. 11 5), y esto indica un doble control por parte del R sobre la expansion
embrionaria. Por un lado, los fitocromos inducirian un aumento en la cantidad de giberelinas
activas en este 6rgano, y por € otro, también promoverian la capacidad de percepcion de
giberelinas en las células del embrion.

Es interesante notar que si bien es reconocido € rol de las giberelinas en otros procesos
fisiol6gicos relacionados con la germinacidn, como ser el ablandamiento del endosperma (Groot y
Karssen, 1987; Bewley et al., 1997; Chen y Bradfrod, 2000), todavia es discutida la accion de esta
hormona sobre el potencial de crecimiento del embrién (Mo y Bewley, 2003). Los resultados
descriptos en esta tesis sobre la accion de las giberelinas sobre e potencia de crecimiento del
embrién estan en acuerdo con estudios realizados en lechuga por Carpita et al. (1979b), los cuales
indican una efecto positivo de esta hormona sobre la capacidad expansiva del embrién mediada
por R. Por otro lado, estudios realizados en mutantes de tomate gib-1 (Groot y Karssen, 1987) y
ga-1 de Arabidopsis (Debeaujon y Koornneef, 2000), en los cuales la biosintesis de giberelinas
esta fuertemente afectada, demuestran que la falta de giberelinas no impide el crecimiento del
embridn cuando este es liberado de la resistencia mecénica que le ofrecen las cubiertas. Sin

embargo, los embriones gib-1 poseen una tasa de crecimiento menor que su genotipo salvaje
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(Groot y Karssen, 1987), indicando que las giberelinas estimulan el crecimiento del embrion. Es
probable que | as giberelinas entonces contribuyan a potencial de crecimiento del embridn de
manera que le permitan a este sobreponerse a las resistencias internas para su crecimiento, por
gjemplo, mediante e aumento de la extensibilidad de sus paredes celulares (Chenet al., 2001,
Méela et al., 2004), facilitando asi su emergencia atraves de los tgjidos que |o rodean.

L os resultados agqui expuestos sugieren fuertemente que |as citocininas son componentes rio
debajo de la sefid luminica que promueve la sensibilidad a las giberelinas en las cdlulas del
embrién. Sobre este tema no hay antecedentes bibliograficos en otras especies. Estos resultados
son coincidentes con |os obtenidos en la respuesta a las giberelinas en semillas enteras,

evidenciando un importante papel de las citocininas en la germinacion mediada por luz.

L os fitocromos ademés estimulan la respuesta a las giberelinas de las células del
endosperma micropilar (Fig. 11 6-7). En este caso, |os resultados nuevamente apuntan a las
citocininas como componentes rio debajo de la sefial luminica que estimula la respuesta a las
giberelinas en este tejido. En combinacion con las observaciones sobre los cambios en la
sensibilidad a GA en e embridn (Fig. 11 5), estos resultados constituyen la primera evidencia de
un control, mediado por luz, sobre la respuesta a las giberelinas en dos procesos indispensables en
la promocion de la germinacion de semillas con dormicion impuesta por las cubiertas; el
ablandamiento del endospermayy el incremento de la capacidad expansiva del embrién. Lasefid
que promueve la sensibilidad a las giberelinas en embriones y endosperma micropilar es originada
en el embrion (Fig. 11 8-9), € sitio donde se percibe € estimulo luminico. Esta sefial entonces
tiene un efecto local; sobre las mismas células del embrién (Fig. |1 5) y también difunde a
endosperma, promoviendo la respuesta las giberelinas (Fig. |1 8-9). Este factor embrionario
promueve fuertemente € estimulo por e GA de la actividad degradadora de mananosy la
acumul acion de transcriptos de DfMan y DfExpal. En cebada, las células de la aleurona
proximales a embridn poseen una respuesta mayor a las giberelinas para la vacuolizacién,
induccion de actividad a-amilasa'y secrecion de 3-glucanasas, a comparacion de las distales
(Ritchie et al., 1999). Estarespuesta diferencia sugiere la produccion, por parte del embrion, de
un factor que difundiria a través de la aleurona estableciendo un gradiente a través de la misma,
mas concentrado en la zona proximal. Asimismo, en tomate, €l contacto del endosperma con el
embrion aumenta la respuesta a las giberelinas para el estimulo de la actividad endof3-mananasa

(Moy Bewley, 2003). Esto sugiere que lainfluencia del contacto con el embrion sobre la
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respuesta del endosperma alas giberelinas es un efecto conservado entre especies. Sin embargo,
en tomate se desconoce si laluz gjerce algun rol en esta regulacion.

Los datos aqui presentados sugieren ademas que € factor difusible que mediala
comunicacion entre e embrion y € endosperma micropilar es una citocinina. Esto se evidenciaen
el hecho que la adicion de zeatina a medio de incubacion mimetiza el contacto con el embrion

para la promocion de las respuestas del endosperma micropilar alas giberelinas (Fig. |1 8-9).

Bases moleculares de la modulacion por fitocromos de la respuesta a las giberelinas en

semillas

El estimulo de la germinacion por los fitocromos esté asociado con un incremento de los
niveles de transcriptos de DfMYBy DfPHOR en endosperma micropilar (Fig. |1 12). Estos
transcriptos presentan una alta similitud de secuencia con los genes AtMYB65 y PHOR1, los cuales
son reguladores positivos de la sefiaizacion de las giberelinas (Amador et al., 2001; Gocal et al .,
2001). Seis horas después del tratamiento con luz R, es posible observar un incremento en la
acumulacion de mensgjeros de DIMYBy DfPHOR en endosperma micropilar, en comparacion con
los controles tratados con luz RL. En ese entonces, aun no se observan cambios estructurales en
las células del endosperma micropilar (Mella et al., 1994), y € efecto de laluz R sobre la actividad
degradadora de mananos en este tegjido aln no es detectable (Sanchez y de Miguel, 1997). Estos
resultados constituyen la primera evidencia sobre una asociacion entre la alteracién en la expresion
de componentes de la sefializacion de giberelinas y la accién de los fitocromos en semillas, y
sugieren que genes relacionados a GAMYB y PHORL estan involucrados en la accion de las
giberelinas sobre el ablandamiento del endosperma micropilar. En este sentido, aunque laluz R
estimula la acumulacién de transcriptos de DFPHORY DfMYB, el efecto es mediado por distintas
vias de regulacion para cada gen. La acumulacion de transcriptos de DfPHOR es dependiente de
las giberelinas (Fig. |1 14), sugiriendo que la expresion de DfPHOR en endosperma micropilar es
estimulada por los fitocromos a través del incremento de giberelinas activas en este tgjido. Esta
sugerencia esta apoyada por el hecho que los niveles de transcriptos de DfPHORen € endosperma
micropilar son altos siempre que el GA esta presente en el medio, independientemente del contacto
endosperma-embrion o del agregado de zeatina.  Estos resultados concuerdan con |os estudios
realizados en papa, donde |as giberelinas promueven un aumento en los niveles de trascriptos de
PHORL en raices (Amador et al., 2001). Por otra parte, la expresion de DfMYB podria ser
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estimulada por laliberacién de citocininas de parte del embrion en respuestaa pulso de R,
teniendo en cuenta que &l contacto con el embridn o la incubacion con zeatina de las porciones de
semillas sin embrion promueven un aumento en los niveles de mensgjeros de DfMYB en €l
endosperma micropilar (Fig. |1 14). Estos resultados sugieren que, si bien DfPHOR podria estar
participando en la sefializacion de las giberelinas, su expresion estaria relacionada a la accion de
las giberelinas en el endosperma micropilar. Por otro lado, los cambios en la expresion de DfMYB
depende de una sefia del embridn con caracteristicas ssimilares ala que regula la respuesta a GA,
y por lo tanto la modulacion de la sensibilidad al GA por la luz involucraria cambios en la
expresion de DfMYB.

Por otra parte, no se observé ningun efecto de laluz, del contacto con € embrién o del
agregado de zeatina a medio sobre la acumulacién de transcriptos de DfSPY (Fig. |1 12y 14).
Estos resultados son coherentes con observaciones en Arabidopsis, donde no se detect6é una
interaccion entre las citocininas y la expresion de SPY en la germinacién (Greenboim-Wainberg et
al., 2005).

L os fitocromos tanbién modulan larespuesta al GA en las células del embriédn (Fig. |1 5).
Sin embargo, este efecto no esta relacionado con cambios en 10s niveles de transcriptos de
DfPHOR, DfSPY o DfMYB (Fig. Il 13). No se observan diferencias en la acumulacion de
transcriptos de estos genes 6 h después del pulso de R, momento en el cual las diferencias en los
niveles de mensgjeros de DfPHORY DfMYB son evidentes en el endosperma micropilar. Tampoco
se observan cambios en los niveles de transcriptos en embriones 24 y 44 hdespués de los
tratamientos luminicos (Fig. 11 13). Si bien no deben descartarse posibles cambios
postransduccionales, es probable que en el embrion la regulacion de la respuesta a las giberelinas
esté mediada por genes diferentes a DFPHOR, DfMYBy DfSPY. LaFig. I 19 muestra un modelo
parala percepcion de las giberelinas en D. ferox en la promocién de la germinacion por luz.

73



Capitulo I1: Discusion y Conclusiones
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Fig. 11 19. Modelo propuesto paralos cambiosen larespuesta alasgiber elinas en semillas
deD. ferox.

Lasflechasindican efectos promotores. GAs: giberelinas. CIT: citoquininas.
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Relacion entre giberelinasyy citocininas en la promocion de la germinacion por los fitocromos

en semillas de Arabidopsis

La germinacion de semillas de Arabidopsis thaliana es estimulada tanto por una LFR
(Shinomuraet al., 1994; Botto et al., 1995) como por unaVLFR (Botto et al., 1996) de los
fitocromos. Estas semillas poseen dormicidn impuesta por las cubiertas, y se ha demostrado que
en este caso |la testa ofrece una considerabl e resistencia mecanica para el crecimiento del embrién
(Debeaujon y Koornneef, 2000). Como se menciond anteriormente, una LFR de los fitocromos
promueven la respuesta a las giberelinas de estas semillas (Yang et al., 1995), y se sabe que las
caracteristicas de latestay los niveles de acido abscisico en embriones determinan los
requerimientos de giberelinas parala germinacion (Debeaujon y Koornneef, 2000). La
secuenciacion completa del genoma de Arabidopsis asi como su gran disponibilidad de genotipos
mutantes, proveen la posibilidad de explorar enprofundidad las bases genéticas de los procesos
fisiolégicos en plantas. Es por ello que, mediante experimentos realizados con genotipos de
Arabidopsis que exhiben alteraciones en los niveles o respuestas a las citocininas, se estudi6 con
mayor profundidad |as bases genéticas que median |as interacciones entre citocininas y giberelinas
en € estimulo de la germinacion mediado por luz.

Un aumento en los niveles enddgenos de zeatina, mediante la sobreexpresion del gen
isopentil- adenina transferasa, estimula la respuesta a las giberelinas de semillas tratadas con luz
RL (Fig. Il 15A). Esinteresante notar que, cuando la germinacion es inducida por un pulso
saturante de luz R, la respuesta a las giberelinas en iptl61 es similar alade su control. Este
resultado es coherente con la propuesta que | as citocininas son componentes rio debajo de la sefia
luminica que promueve la sensibilidad a las giberelinas. En ese modelo, laluz R promoveria un
incremento de citocininas activas en las semillas salvages, y la respuesta a las giberelinas aumenta
aniveles comparables alade ipt161, € cua posee laviade sintesis de citocininas
constitutivamente activa. El hecho que no se observen diferencias significativas en larespuestaa
las giberelinas de semillas ipt 161 irradiadas con luz RL a comparacion de semillas C24 irradiadas
con R avala esta propuesta. Asimismo, al igua que en D. ferox (Fig. |1 3), en Arabidopsisia
adicion de citocininas al medio de incubacidn promueve la respuesta a las giberelinas en semillas
tratadas con luz RL (Fig. 11 15 B).

Por otro lado, la respuesta alaluz de las semillas ipt161 es mayor que su control. Esta
diferencia es observada en fotoequilibrios que establecen porcentagjes de Pfr entre 10y 22 (Fig. 11

16). Es probable que enestas condiciones, €l contenido de giberelinasy citocininasen semillas

75



Capitulo I1: Discusion y Conclusiones

control sean menores a |os establecidos luego de un pulso saturante de luz R. L os contenidos de
giberelinasen ipt161 serian similares alos del control, pero € nivel de citocininas en estas semillas
es mayor, debido a la sobreexpresion del gen IPT. Esto promoveria en mayor grado la respuesta a
las giberelinas en ipt161 en porcentajes intermedios de Pfr, y en consecuencia, un mayor
porcentaje de germinacion que € control. Esta propuesta es coherente con el hecho que en el

rango de Pfr/P entre 66 y 87 %, los cuales establecerian cantidades mayores de giberelinas y
citocininas en C24, y de giberelinas en ipt161, ambos genotipos germinan en un 100% (Fig. |1 16).

Un trabajo publicado recientemente muestra que dobles o triples mutantes de pérdida de
funcién de alelos AHK2, AHK3 y CRE1/AHK4 de Arabidopsis los cuaes codifican para histidina-
kinasas que participan en la percepcion de citocininas, esta asociada con un menor regquerimiento
de luz parala germinacion, a comparacion con el control (Reifler et al., 2006). Esto indicaria que
la percepcion de citocininas inhibe la germinacion, y es opuesto a los resultados de este capitulo de
tesis asi como a observaciones de numerosos autores (Miller, 1956; Khan, 1971; Thomaset al.,
1975; Qamaruddin y Tillberg, 1989). Los niveles de citocininas estan fuertemente incrementados
en estos mutantes y, a diferencia con lo observado por Werner et al., (2003), donde la reduccién de
los contenidos de citocininas esta asociada con la detencién del crecimiento del meristema apical
de las plantulas, los mutantes dobles y triples poseen un meristema alin funcional. Reifel y
colaboradores proponen entorces que la percepcion de citocininas no ocurriria exclusivamente a
través de AHK2, AHK3y CREL/AHK4 y que otras vias, alln desconocidas, deben estar
participando en el proceso. En este sentido, es probable que otros receptores participen en la
percepcion de citocininas en la germinacion, y que e incremento en los niveles de citocininasde
los mutantes, promuevan la germinacidn por esas vias alternativas.

El papel de las citocininas como promotoras de la germinacion es fuertemente avalado por
el hallazgo que, la pérdida de funcién de los alelos CKH1-1y CKH2-1, la cua esta relacionada
con una hipersensibilidad a las citocininas en cultivosin vitro, promueven la respuesta a las
giberelinas en las semillas en luz Ry RL, a comparacion con su control (Fig. |1 17-18). Este
resultado aporta la primera evidencia que los alelos CKH1-1y CKH2-1 participan en la
modulacion de la sensibilidad a las giberelinas en la germinacion.

La mayor respuesta a las giberelinas en los mutantes ckh1-1y ckh2-1 esta asociada con el
incremento de la sensibilidad alaluz de las semillas(Fig. |1 17y 18). Entonces, los alelos CKH1-
1y CKH2-1 modulan la sensibilidad a la luz parala germinacion y este efecto estaria mediado, a

menos en parte, através de la regulacion de larepuesta a las giberelinas de las semillas.
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Cao et al., (2005) demostro que RGL2 es el principa represor de la germinacion en
Arabidopsis, y su accién es estimulada por otras proteinas DELLA como ser GAI, RGAy RGL1.
De forma contraria con lo observado para el mutante rgl2 gal-3, los cuales poseen la pérdida de
funcién de RGL2 y no son capaces de sintetizar giberelinas, la germinacion de las cuadruple
mutante rgl2 rga gai gal-3 es independiente de laluz. En base a estos resultados, |osautores
sugieren que laluz podria g ercer un control independiente a de los contenidos de las giberelinas
sobre |a desestabilizacion de los alelos RGA y GAI. Por lo tanto, estos genes también serian puntos
de convergencia entre la sefia luminicay la via de accidn de las giberelinas en la germinacion

En base atodo lo aqui discutido, es interesante preguntar; ¢qué relacion existe entre los
genes MYB, PHOR, CKH1-1y CKH2-1y de lafamilia DELLA en €l control de larespuestaalas
giberelinas por los fitocromos? ¢Serén las citocininas componentes de la sefial luminica que media
lainactivacion de RGA Yy GAI en lasemilla? Los fitocromos, ademés de inducir e aumento en los
contenidos de citocininas aqui propuesto, ¢estaran también mediando cambios en larespuesta alas
citocininas de semillas? Si esos cambios ocurren, jestarael alelo CKH1-1 involucrado en ellos?
¢Qué componentes de la sefializacion de las giberdinas tendran un efecto importante la respuesta a
esta en embriones? En la Fig. 11 20 se muestra un modelo genera explicando posibles relaciones
entre componentes de la sefidizacién de giberelinas y citocininas en la germinacién regulada por
luz. La contestacion de estas preguntas brindard importantes avances en € estudio de latransicion
de la dormicion ala germinacién mediada por factores ambientales, asi como en € estudio de las
redes bioquimicas y moleculares que subyacen a las diversas respuestas de los organismos a
medio donde habitan.

77



Capitulo I1: Discusion y Conclusiones
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Fig. 11 20. Modelo integral propuesto paraloscambiosen larespuestaalasgiberdinasen la
germinacion estimulada por luz. Lasflechasindican efectos promotores. Las barras
perpendiculares indican efectos inhibitorios. Mientras que las lineas llenas indican propuestas en
base a estudios de esta tesis, |os componentes rel acionados con lineas de punto fueron agregados a

partir de busquedas bibliogréficas sobre datos obtenidos por otros laboratorios. GAs: giberelinas,
CIT: citocininas

CONCLUSIONES

En las semillas cuyo embridn estd completamente rodeado por el endosperma como en el
caso de las solanaceas, |as compuestas y otras familias, la germinacion depende de procesos que
cambian el balance entre la resistencia mecanica del endospermay la capacidad de expansion del
embrion, favoreciendo €l crecimiento del e embrionario através del endosperma. La promocion
de la germinacion por laluz incluye @ estimulo del potencia de crecimiento del embriény €l

ablandamiento de laregion micropilar del endosperma. Esos cambios coordinados en €l embriony

78



Capitulo I1: Discusion y Conclusiones

el endosperma dependen de procesos iniciados en el embridn, que es donde se percibe |a sefial
luminica. Se sabia que en ambos procesos las giberelinas juegan un papel importante en este
efecto delaluz. Cuando se activan los fitocromos aumenta el contenido de giberelinas activas, en
buena medida mediante el estimulo la trascripcion de genes que codificanpara 3- 3-hidroxilasas
(enzimas clave en laregulacion de la biosintesis de giberelinas activas). Tanto € incremento en el
potencial de crecimiento del embrion como el ablandamiento del endosperma dependen de esa
sintesis de giberelinas. El gen de 3-3-hidroxilasa se expresa solamente en el embrion por lo que
la fuente de giberelinas para ambos tgjidos es la misma: e embrion, 1o que implica que las
giberelinas, ademas de estimular la expansion del embrion, se mueven del embrion a endosperma
y ali promueven la expresion de genes vinculados con e ablandamiento del endosperma. Los
resultados descriptos en este capitulo demuestran por primera vez que: (a) en el embrion se
produce, ademés de la sintesis de giberelinas, una sefial dependiente del fitocromo que aumenta la
sensibilidad alas giberelinas en e embrion y en el endosperma micropilar (b) una citocinina
puede reemplazar a esa sefial dependiente del fitocromo con lo que se abre la posibilidad de que las
citocininas formen parte de la sefial embrionariay (c) € fitocromo regula la expresiéon en €
endosperma micropilar de DFPHORY DfMYB, genes con ata similitud a componentes que
intervienen en la sefidlizacion de las giberelinas en otros érganos. (d) mientras la expresion de
DfPHOR aparentemente esta regulada de forma indirecta por los fitocromos por medio de un
incremento en los contenidos de giberelinas en semillas, la expresion de DfMYB esta regulado por
un factor embrionario, que posee varias caracteristicas en comin con el que regulala sensibilidad a
las giberelinas en embridn y endosperma micropilar. Esta regulacion permite proponer la
vinculacion de DFMYB con la modulacién de la sensibilidad de las semillas alas giberelinas. La
participacion de estos dos genes en el control de la germinacion habia sido, hasta ahora, ignorada.
(e) Tanto un aumento de los niveles de citocininas enddgenas como de la sensibilidad aestas en
semillas, promueve la respuesta a las giberelinas parala germinacion. Los alelos CKH1-1y
CKH2-1 estén involucrados en la percepcion del estimulo de la respuesta a las giberelinas asi como
en lamodulacion de larespuesta alaluz en lagerminacion. El papel de estos genesen la

induccion de la germinacion por luz habia sido hasta é momento ignorado.
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INTRODUCCION

La aparicion de digtintos genes de la familia de los fitocromos y su divergenciaalo largo
de laevolucién de las plantas terrestres ha originado un sistema de percepcion y discriminacion
de sefides luminicas en un rango extraordinariamente amplio de intensidades y duracion. Las
numerosas sefial es provenientes del ambiente pueden activar a méas de un fitocromo en un
momento determinado, y un determinado proceso fisioldgico puede estar controlado por mas de
un fitocromo. Por giemplo, los mutantes de Arabidopsis deficientesen PHY A poseen un
fenotipo préacticamente indistinguible del tipo salvaje en luz blanca (Whitelamet al., 1993). Esos
fenotipos demuestran que multiples fitocromos regulan la morfologia de la planta madura en
parte en formaredundante. Sin embargo, se ha demostrado que existe una jerarquia entre los
fitocromos en la modulacion de los distintos procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas.
En ella, el PHYB gerce roles en todos |os estadiosdel ciclo de vida del vegetal, mientras que el
PHYA, PHYD y PHYE gercen sus funciones mas evidentes en estadios selectos del desarrollo
(Smith, 2000). A su vez, los fotorreceptores no actdian de forma independiente entre si sino que
son parte de una red compleja de interacciones que involucra la accién de otros miembros de su
familia, asi como de la familia de los criptocromos (Neff et al., 2000). Por gemplo, varios
trabajos demuestran una accion sinérgicadel PHY A con el PHY B en plantulas (Casal, 1995;
Henning et al., 1999; Neff et al., 2000). Por otro lado, se ha demostrado que € PHYB es
necesario paralafuncién de PHY C en la des-etiolacion (Monte et al., 2003). Por otro lado, se
han reportado interacciones inhibitorias entre fotorreceptores, por ejemplo, la sobreexpresion de
PHY B disminuye lainhibicién del dargamiento del hipocotilo en luz RL por el PHY A (Wagner
et al., 1996).

En semillas de Arabidopsis, se ha determinado que el PHY A es el fotorreceptor que
estimulala germinacion en respuestaa RL (Botto et al., 1996; Shinomura et al., 1996) mientras
gue € principa fitocromo que media el estimulo de la germinacion por unaLFR es el PHYB
(Botto et al., 1995). Més tarde se demostré que aparte de PHY A y PHY B otros fotorreceptores
de la familia de los fitocromos son capaces de modular la respuesta alaluz en la germinacion.
Por giemplo, se ha observado que laluz R estimula la germinacion de los dobles mutantes phyA

phyB, y que este efecto es cancelado cuando € pulso de luz R es seguido por un pulso de luz RL,
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indicando que otros fotorreceptores, distintos al PHY B participan en € estimulo por una LFR de
lagerminacion (Poppey Shéfer, 1997).

En los Ultimos afios se ha demostrado que tanto PHY D como PHY E modulan la
germinacion de Arabidopsis Por jemplo, se ha demostrado que le PHY E media la LFR cuando
las semillas son expuestas por periodos prolongados alaluz R (Henning et al., 2002) y su accion
es requerida para €l estimulo de la germinacion bajo luz RL continua, atravésde PHYA. Esta
interaccion entre PHY A 'y PHY E parece no ser comin en todos los estadios de desarrollo, ya que
la mutacion phyE no afecta la inhibicion del alargamiento del hipocotilo y la induccién de la
apertura de cotiledones de las plantulas bajo luz RL (Henning et al., 2002). Lapérdidade
funcion de PHYD o de PHY B estimulala germinacién en luz RL, indicando que estos fitocromos
interfieren con laiinduccién de la germinacion por PHY A. Este efecto también es observado en
los dobles mutantes phyB phyD e indica que tanto € PHYB como el PHYD interfieren con la
induccién de la germinacién por una VLFR (Henning et al., 2001).  En conjunto, estos
resultados demuestran que la regulacion de la germinacion por luz comprende la accion de
numerosos miembros de la familia de los fitocromos, |os cuales interaccionan entre si en forma
complgja, estableciendo relaciones sinérgicas 0 antagdnicas de acuerdo a las caracteristicas del
estado fisiolégico de la semillay del ambiente luminico a que estas se exponen.

Como se describi6 en e capitulo anterior, lainduccion de la germinacion por los
fitocromos involucra la modulacion de la respuesta a las giberelinas en € embrién y endosperma
micropilar de D. ferox. Tanto en D. ferox como en Arabidopsis, las citocininas serian
componentes de esta sefial luminica que estimula la respuesta a las giberelinas en la germinacion.

En cuanto a la identificacion de los fotorreceptores que regulan la respuesta a las
giberelinas en las semillas, alin no existe informacidn concreta sobre estetema. Yang et a.,
(1995) fueron los primeros en observar que la respuesta a las giberelinas estaba controlada por
una LFR de los fitocromos en Arabidopsis. Estos autores estudiaron la regulacion por laluz de la
respuesta a distintos tipos de giberelinas, entre ellos, GAg, GA2, GA1 Yy GA4, y encontraron que
laLFR modula la respuesta a todos estos tipos de giberelinas. Sin embargo, en las condiciones
experimentales utilizadas, no observaron diferencias en la regulacion de la sensibilidad a las
giberelinas por la LFR entre los mutantes simples phyB, phyA o en & doble phyA phyBy su
control. Esto indicaria, en un principio, que la percepcion de las giberelinas no estaria regulada,
a menos solamente, por los PHY A o PHYB. El hecho que laregulacion de larespuestaalaluz

en la germinacion involucra la accién de multiples fotorreceptores conduce a pensar que la
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respuesta a las giberelinas de las semillas es mediada por relaciones complejas entre 1os mismos,
y que mas de un fotorreceptor puede estar involucrado en laregulacion. En ese caso, € estudio
de larespuesta a las giberelinas de dobles y triples mutantes de distintos fitocromos constituye
una estrategia interesante para avanzar en €l conocimiento de las interacciones entre laluz y las
giberelinas en la germinacion.

En este capitulo de tesis se estudio la reqpuesta a las giberelinas en la germinacion de los
mutantes fondo genético Columbia, phyA, phyB, phyC, phyE y phyD, asi como de distintas
combinaciones de mutantes doblesy del triple phyB phyE phyD.
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MATERIALESY METODOS

Origen de las semillas y condiciones de incubacion

Las semillas de Arabidopsis thaliana fueron obtenidas mediante una colaboracion con el
Dr. Pablo Cerdan (Fundacién Leloir). Luego de su cosechay unavez secas, las semillas se
almacenaron a 4°C en oscuridad hasta el momento de los experimentos, los cuales se llevaron a
cabo dos meses después de la cosecha.

Para los experimentos de germinacion, las semillas fueron embebidas sobre dos laminas de
papel de filtro en cgjas trasparentes, en soluciones de Paclobutrazol 4ppm (2RS, 3RS-1-(4
clorofenil)-4,4-dimetil-2-(1H1,2,4-Triazol- 1-il) pentan3-ol, CRESTAR, SYNGENTA) en
combinacion con distintas concentraciones de GA4 (SIGMA). Los controles de germinacion
fueron embebidos sobre |dminas de papel de filtro conteniendo agua destilada. Debido a que las
semillas poseen una alta proporcion Pfr/P establecido durante su formacion en la planta madre, las
mismas fueron irradiadas por 25 min con luz RL, como seindicaen & Capitulo I1. Luego de este
tratamiento con luz RL, las cajas fueron envueltas con plasticos negros e incubadas a 4 °C por 48 h
(estratificacion). Finalizado este tratamiento, las semillas fueron irradiadas con pulsos horarios de
3mindeluz R o RL por 24 h, e incubadas a 25 °C en oscuridad por 3 dias hasta €l conteo de
germinacion. Los resultados se analizaron mediante la prueba de Andlisis de la Varianza (ANVA),
utilizando la transformacion angular de los porcentajes de germinaci én obtenidos en cada

tratamiento. Los resultados significativos fueron determinados a valores de P menores de 0.05.

Fuentes de luz

La fuente de luz R (120 umol mi? seg!) estaba compuesta por diodos de luz R (emisién
méximaa 660 nm). La fuente de luz RL (40 umol m? seg?) constaba de un conjunto de
|&mparas reflectoras incandescentes de 150 W en combinacién con un filtro de vidrio RG9 Schott
(Mainz, Alemania) y un filtro de agua de 10 cm. La proporcion calculada de Pfr/P fue de 0.87 y

0.03 paralas fuentes de R y RL, respectivamente.
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RESULTADOS

LosPHYB y PHYE participan en la promocion de la respuesta a las giberelinasen la

germinacion de semillas de Arabidopsis

En forma coherente con o observado para semillas de Arabidopsis de |os ecotipos
Landsberg erectay C24 (Fig. Il 15, 17y 18), larespuesta alas giberelinas del ecotipo Columbia
es controlada por una LFR de los fitocromos. Los pulsos horarios de tres minutos de luz R
promueven fuertemente la respuesta a GA4 a comparacion de los pulsos horariosde luz RL. En
los tres tratamientos realizados: luz R, luz RL y oscuridad esta respuesta es saturada con 10 uM
de GA47 Y, larespuestaen RL es similar alade oscuridad (Fig. 111 1A). Por otro lado, la
respuesta del mutante phyB a GA 4.7 en luz R es significativamente menor que su control (Fig.
I11 1B). Este efecto es particularmente notable a concentraciones de giberelinas menores a 10
MM indicando que, en las condiciones experimentes utilizadas para estos ensayos, la regulacion
de larespuesta de las semillas alas bajas concentraciones de giberelinas es mediada
mayoritariamente por e PHY B. Esinteresante notar que esta mutante conserva el control por
una LFR de la respuesta a concentraciones altas de giberelinas, indicando que ademas de PHY B,
otros fitocromos regulan la sensibilidad a esta hormona en la germinacién. Larespuestaalas
giberelinas en luz R disminuye alin en mayor medida en la doble mutante phyB phyE, y no
presenta diferencias con larespuesta en RL, indicando que el PHY E también contribuye ala
regulacion de larespuesta a las giberelinas en la germinacion (Fig. 111 1 C). Lagerminacion en
las distintas concentraciones de GA4+7 del smple mutante phyE no difirio significativamente con
su control (Fig. 111 1D), indicando que €l efecto de la pérdida de funcién de PHYE es evidente
cuando € PHYB no es activo en las semillas. Esto indica que existe una jerarquia entre
fotorreceptores en la respuesta a las giberelinas, y que esta respuesta esté regulada, al menos en
parte, por PHYB y PHYE.
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La respuesta a las giberelinas del mutante triple phyB phyE phyD est& bajo el control delos
fitocromos

L os resultados descriptos hasta el momento indican que PHYB y PHY E promueven la
respuesta a las giberelinas en la germinacion, ya que los dobles mutantes phyB phyE pierden por
completo la diferenciaentre laluz Ry RL en laregulacion de la respuesta a las giberelinas (Fig.
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11 1C). Sin embargo, esta diferencia se reestablece en la triple mutante phyB phyE phyD (Fig.
11 2). En particular, la pérdida de funcion de PHY D promueve la respuesta a las giberelinas bajo
luz R en e fondo genético phyB phyE; y este efecto es notable en la concentracion de GA4.7 de
10puM (comparacion Fig. 111 1C y Fig. I11 2), lo que sugiere que e PHY D es un regulador
negativo de la respuesta a las giberelinas en la germinacion. Sin embargo, la respuesta alas
giberelinas del mutante simple phyD es similar a de su control (Fig. 11 3B), indicando que en
las condiciones de estos ensayos, €l efecto de este fitocromo sobre esta respuesta es evidente
cuando PHYB y PHYE no son funcionales.

1004 PhyBDE

—¥— Osc
—4—RL

_G_R

80

60

407

Germinacion (%)

20

001 01 1 10 100 1000
GA (M)

Fig. Il 2. Lapérdidadefuncion de PHYD restaura la regulacion por luz delarespuesta alas
giberelinas del doble mutante phyB phyE.

El protocolo experimental de los ensayos es similar a utilizado en laFig. 11 15. Los datos
corresponden alamediay D.E.M provenientes de ad menos 3 experimentos independieres. Osc:
Oscuridad, RL: pulsos horarios de luz RL por 24h, R: Pulsos horarios de luz R por 24h.

El hecho que la triple mutante phyB phyE phyD muestre diferencias en la respuesta a las
giberelinas entre los tratamientos de luz R y RL indicaria, de formaimplicita, un rol parae
PHY C en laregulacion de la sensibilidad alas giberelinas en semillas, debido a que este es €
unico fitocromo que permanece activo en la triple mutante que podria mediar una respuesta del
tipo LFR. Lagerminacién de la mutante simple phyC es similar asu control (Fig. I11 3C),

indicando que € efecto de este fotorreceptor seria notado en ausenciade PHYB, PHYE yPHYD.
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Fig. 11l 3. Respuestaalasgiberdinasde
mutantessimples phyD y phyCy su
control Columbia.

(A), (B) y (C); germinacion en respuesta a
concentraciones crecientes de GA 4.; de
Columbia, phyD y phyC, respectivamente.
El disefio experimental essimilar a dela
Fig. Il 1. Losdatos corresponden ala
mediay D.E.M provenientes de a menos 3
experimentos independieres El gréfico de
Columbiafue repetido delaFig. | con €
proposito de facilitar su comparacion. Osc:
Oscuridad, RL: pulsos horarios de luz RL
por 24h, R: Pulsos horarios de luz R por
24h.

La pérdida de funcion de PHYD estimula la respuesta a las giberelinas bajo RL en mutantes

phyB y en RL y oscuridad en las mutantes phyE

L os resultados descriptos en la seccion anterior indican que, mientras PHYB y PHY E son

promotores de la respuesta a las giberelinas en la germinacién, e PHY D podria gjercer una

accion inhibitoria en este proceso. Sin embargo, la mutante simple phyD no mostré diferencias

en esta respuesta a comparacion con su control (Fig. 111 3B). Con € propdsito de analizar en

maés detalle e efecto de phyD en la modulacidn de |as respuestas a las giberelinas en semillas, se

88



Capitulo I11: Metodologia y Resultados

estudio € efecto de lamutacion phyB phyD o phyE phyD en el proceso.

Larespuestaalas

giberelinas bgjo luz R de la doble mutante phyB phyD no difiere significativamente de la

respuesta de phyB. Sin embargo, cuando las semillas son irradiadas con pulsos de RL, esta
respuesta es mayor en la doble mutante a comparacion de phyB (P < 0.05) (Fig. 111 4) indicando

que, en & fondo genético phyB, la pérdida de funcion de PHY D estimula la sensibilidad alas
giberdlinas bgo RL. Asimismo, la pérdida de funcién de PHY D estimula la respuesta alas

giberelinas en tanto en oscuridad como en RL de la mutante phyE. En respuestaa 1uM de

GA4+7; lagerminacién en oscuridad o en luz RL de phyD phyE es significativamente mayor ala

de phyE (P < 0.05) (Fig. 111 5).
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Fig. Il 4. La pérdida de funcion de
PHYD promueve la respuesta a las
giberelinas bajo luz RL en las mutantes
phyB.

(A) y (B); germinacion en respuesta a
concentraciones crecientes de GA 4.7 de
phyB y phyB phyD, respectivamente. El
disefio experimental essimilar d delaFig.
[11 1. Losdatos corresponden alamediay
D.E.M provenientes de al menos 3
experimentos independieres El gréafico de
la mutante phyB fue repetido de la Fig. |
con € propésito de facilitar su
comparacion. Osc: Oscuridad, RL: pulsos
horarios de luz RL por 24 h, R: Pulsos
horarios de luz R por 24 h.

Por otro lado, en luz R, lamedia del porcentaje de germinacién a 0.1 uM de GA4.+7 €s

mayor en phyE phyD a comparacion con phyD, pero estas diferencias son marginalmente
significativas (P = 0.068), indicando que en este fondo genético, la pérdida de funcion de PHY D

afecta principalmente la sensibilidad a las giberelinasen RL (Fig. |11 5).

En conjunto, estos resultados indican que PHY D gjerce un efecto supresor en la respuesta

alas giberelinas de las semillas.
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Respuesta a las giberelinas en oscuridad

En Columbia, € porcentaje de germinacién en respuesta a giberelinas en oscuridad es
smilar d deRL (Fig. I11 1). Sin embargo, la respuesta a las giberelinas bajo pulsos de RL de
los mutantes doblesy triples, a excepcion de PHY A y PHY B es mayor que en oscuridad (Fig. 111
1, 2,4,5). Con €l fin de estudiar la posibilidad que estas diferencias se deban a un efecto del
PHY A, se analiz0 la respuesta a las giberelinas de la mutante ssmple de este fotorreceptor bagjo
luz R, RL y oscuridad.

Como se muestraen la Fig. |11 6, la germinacion de este mutante no difirid significativamente
con su control Col. Entonces, el PHY A no gerceriaun rol principa en laregulacion de la
respuesta a las giberelinas parala germinacion a menos cuando €l resto de los fitocromos estan
presentes en las semillas.

Es interesante notar que la respuesta a las giberelinas en completa oscuridad para los
mutantes simples 'y dobles, a excepcion de phyA, phyBy phyD phyE es menor que en Col (Fig.
1,2, 4).
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Respuesta a la luz de los mutantes de fitocromo

En las condiciones experimentales utilizadas, l1aluz R estimul6 la germinacién de
aproximadamente un 94 % de la poblacion de semillas Columbia, mientras la germinacion en
respuesta a pulsos de RL fue del 12%, mostrando una tipica respuesta del tipo LFR de los
fitocromos (Fig. Il 7). En contraste, la germinacion en respuesta a la luz Rdel mutante smple
phyB, los dobles phyB phyD y phyB phyE y d triple phyB phyD phyE fue significativamente
menor alade Columbia. En estos mutantes, la germinacion en respuesta a pulsos de luz RL no
difirio significativamente con €l control (Fig. I11 7).
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Fig. Il 7. Respuesta alaluz delos mutantes phyB, phyB phyD, phyB phyE, phyB phyD
phyEy e control Columbia.

Las semillas fueron sembradas en agar y luego de laimbibicién fueron tratadas durante 20 min
conun pulso de RL. A continuacion las semillas fueron incubadas a 4°C en oscuridad por 48 h,
tratadas luego por 24 h con pulsos horariosde luz R o RL. Los controles se mantuvieron en
oscuridad, hasta e momento de contar la germinacion. El gréfico muestralamediay D.E.M de
a menos 3 experimentos independientes. Porcentaje de germinacion en oscuridad: Coal: 0,
phyB: 1 + 1, phyB/D: 0, phyB/E: O, phyB/D/E: 0.

El andlisis de la germinacion de mutantes simples phyA, phyE, phyC y phyD mostré que

la pérdida de funcién de cada uno de estos genes cuando |os otros fotorreceptores estaban

presentes no tuvo un efecto significativo en larespuestaaluz R o RL paralagerminacion. Sin

embargo, la mutante doble phyD phyE mostré un dramético aumento de la germinacién en RL en

comparacion con Columbia (Fig. 111 8). Este incremento es coherente con la observacion que

la

pérdida simultanea de funcion de PHYD y PHY E promueve la respuesta a las giberelinas en RL,

acomparacion con su control (Fig. 111 5).
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Fig. Il 8. Respuesta alaluz delos mutantes phyD, phyE, phyD phyE phyD, phyC y phyA.

El protocolo y disefio experimental es similar a delaFig. 11l 7. Los datos corresponden ala
mediay D.E.M provenientes de a menos 3 experimentos independieres. El control Columbia
ese mismo delaFig. Il 7,y fue agregado al grafico para facilitar su comparacion.
Porcentaje de germinacion en oscuridad: Col: 0, phyD: O, phyE: 0, phyD/E: 3.33 + 3, phyC: 0,
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DISCUSION

En las primeras etapas de la investigacion de los fitocromos, se creyo en la existencia de
un unico fotorreceptor que mediaba las multiples respuestas de las plantas alaluz. Més adelante,
alrededor de 1980 los estudios espectrof otométricos indicaron que existian a menos dos grupos
distintos de fitocromos, los de tipo | o foto-1ahiles, y los de tipo |1, que son estables alaluz (Neff
et al., 2000). El clonado de mdiltiples genes de los fitocromos ha demostrado que existen
multiples fotorreceptores de esta familia (Sharrock y Quail, 1989). El andlisis de mutantes que
carecen en una 0 més funciones de estos fotorreceptores constituyen una buena estrategia para la
atribucion de los roles especificos de cada uno en el desarrollo de las plantas. Los andlisis de
sobreexpresantes 0 mutantes dobles y triples de fitocromos han sido dirigidos a estudio de la
interaccion entre fotorreceptores en la des-etiolacion, floracion, desarrollo de lahojay
germinacion. Estos trabajos han demostrado que existen interacciones complejasy en algunos
casos redundantes entre |os fotorreceptores (Qin et al., 1997; Henning et al., 2001; Henning et
al., 2002; Franklin et al., 2003; Monte et al., 2003). Hasta el momento de redlizar estatesis, no
existia informacion sobre |os fitocromos especificos que participan en la modulacion de la
sensibilidad a las giberelinas en semillas.

L os experimentos descriptos en este capitulo de tesis demuestran que €l PHYB ese€l
principal regulador de las respuestas a la giberelinas en lagerminacion (Fig. 111 1). Este
resultado es distinto al observado por Yang et a., (1995), y esto puede estar relacionado con la
diferenciaen el fondo genético de las semillas, ya que los autores llevaron a cabo los estudios con
semillas del ecotipo Landsberg erecta. Asimismo, puede ser una consecuencia de la existencia
de diferencias en e estado fisiol6gico de las semillas utilizadas en cada caso. Por giemplo, no es
claro e tiempo de post- maduracion de |las semillas utilizadas por estos autores, y en
consecuencia, € nivel de dormicién y envejecimiento de las mismas. Las semillas de
Arabidopsis que poseen dormicion requieren de un periodo de estratificacion pararesponder ala
luz y alin asi, en genera la germinacién en oscuridad ocurre en un bajo porcentaje de la
poblacion. Por gjemplo, €l porcentaje de germinacion en oscuridad de las semillas utilizadas en
los experimentos de esta tesis no super6 e 2% luego de la estratificacion. En forma contraria, la
germinacion de las semillas utilizadas por Yang y colaboradores fue de un 95 % en luz Ry un 36

% en oscuridad luego de 2 h de imbibicién a temperatura ambiente (sin periodo de
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estratificacion). Estos datos sugieren que € nivel de dormicién de esas semillas era muy
reducido. En ese caso, es posible que, a medida que ocurre la post- maduraciony € nivel de
dormicién de las semillas disminuye, la respuesta a | as giberelinas se independice de la accion del
PHYB, y otros PHY regulen estarespuesta. En este sentido, nuestros datos indican que otros
fotorreceptores, ademés del PHY B estan participando enlaregulacion alas giberelinas (Fig. 111
1-2).

En comparacién con € control, l1a pérdida de funcion de PHY B afecta la promocion de la
respuesta alas giberelinas por luz R, y este efecto es particularmente visible a bgjas
concentraciones de GA4. El rol de PHY B en esta regulacion esta fuertemente apoyado por el
hecho que la sensibilidad a esta hormona en luz R es menor a de la del control siempre que la
mutacion phyB esta presente (Fig. |11 1C, 2y 4). Los experimentos descriptos indicanque el
PHY E también regula la respuesta a las giberelinas en la germinaciéon (Fig 111 1C). Sin embargo,
laausencia de diferencias en la germinacidn en respuesta a las giberelinas entre la mutante smple
phyE y Columbiabagjo Ry RL (Fig. I11 1) indica que existe una relacion jerarquica entre estos
fotorreceptores, donde el PHYB es € principal fotorreceptor que estimula esta respuesta. Esto es
coherente con & hecho que las curvas de respuesta a las giberelinas en R y RL de todos |os otros
mutantes simples phyA, phyCy phyD son similares a control (Fig. 111 3y 6).

En plantulas, las mutantes phyB muestran una marcada insensibilidad a la inhibicion del
alargamiento del hipocotilo, la promocién de la expansion de cotiledones y la sintesis de
antocianinas bajo tratamientos prolongados de luz R (Devlin et al., 1992; Reed et al., 1993)
demostrando que en este estadio de desarrollo el PHY B también gjerce e rol principal en la
respuestaalaluz R. Los mutantes de phyE no poseen diferencias con el control en la expansion
de los cotiledones bajo luz R. Sin embargo, € area de los cotiledones del doble mutante phyB
phyE es menor alade phyB, indicando que €l PHY E también participa en este proceso, y su
efecto estaria enmascarado, en la planta salvaje, por laaccion del PHYB (Franklin et al., 2003).
Esto se asemeja a las relaciones observadas entre PHYB y PHY E en la regulacion de la respuesta

alas giberelinas en las semillas aqui descriptas (Fig. |11 1).

La pérdida de funcién de PHY D estimula la sensibilidad a las giberelinasen RL en €
fondo genético phyB (Fig. 111 4), sugiriendo que e PHY D regula de forma negativa la respuesta
alas giberelinas de las semillas. Esta propuesta es coherente con la observacion que la pérdida

de funcion de PHY D también estimul 6 la respuesta a las giberelinas en el fondo genético phyE
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(Fig. 111 5). Lagerminacion de phyD phyE, ademas, es extraordinariamente sensiblea RL (Fig.
[11 8). Esprobable que, en este caso, si hay formacién de pequefias cantidades de giberelinas
bajo € tratamiento de RL, estas mutantes sean capaces de responder alas mismasy germinar en
alta proporcion bajo este tratamiento. Esta sensibilidad alaluz RL de phyE phyD es perdidaen
la triple mutante phyB phyE phyD (Fig. 11 8), indicando que € Pfr del fitocromo B promoveria
la respuesta en la mutante doble phyE phyD (Fig. [11 7).

El rol de PHYD como regulador negativo de la respuesta a las giberelinas es ademas
evidenciado por € hecho que mientras en phyB phyE |la respuesta a esta hormona bgo luz R es
bagjay similar alade RL, esta se incrementa en la triple phyB phyE phyD, indicando que €
PHY D modularia negativamente la sensibilidad a las giberelinas en luz R (Fig. 111 2). También
es interesante notar que en phyB phyE phyD esta respuesta es mayor en R que en RL sugiriendo,
de forma indirecta, un rol parael PHY C en laregulacion de la respuesta alas giberelinas en las

semillas.

En Columbia, larespuesta alas giberelinas bgjo luz RL es similar ala de oscuridad (Fig.
11 1A). Sin embargo, en la mayoria de los mutantes a excepcion de phyA, phyBy phyD, la
germinacion en RL es significativamente mayor que en oscuridad (Fig. 111 1-4). Esto sugiere un
rol parael PHY A en laregulacion de larespuesta a las giberelinas, € cual seria anulado cuando
otros fotorreceptores estan presentes en las semillas (Fig. 111 6). Como segunda opcion, es
posible que el 3% de Pfr de otros fotorreceptores distintos a PHY A formado durante el
tratamiento con luz RL esté mediando la respuesta a las giberelinas. Son necesarios més estudios
del rol del PHYA y PHY C para avanzar en el entendimiento de estaregulacion. Larespuestaa
las giberelinas en total oscuridad es distinta entre los mutantes y su control, a excepcion de phyA
y phyD (Fig. I11 1-6). Estadiferencia podria estar originada por €l establecimiento de distintos
niveles de dormicion en las semillas debido a la falta de algunos de estos fotorreceptores durante

su desarrollo en la planta madre.

En Arabidopsis, se ha demostrado que la induccién de la germinacion por R involucra el
aumento de la expresion de dos genes que codifican para GA3(3-hidroxilasas: GA4 y GA4H.
Mientras que la expresion de GA4H no es inducida por R en mutantes de phyB, la expresion de
GA4 aln lo es, indicando que € efecto de laluz sobre la expresiéon de estos genes involucra la

accion de distintos fotorreceptores (Y amaguchi et al., 1998). Este capitulo de tesis aporta por
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primera vez informacion sobre € rol de los distintos fitocromos en la regulacion de la
sensibilidad alas giberelinas en las semillas, siendo el PHYB 6l principal modulador de esta
respuesta bgjo luz R. Esto es coherente con la observacién que las mutantes phyB poseen una
respuesta reducida a la luz R para la germinacién, en comparacién con su control (Fig. I11 7). En
este contexto, el PHY B entonces controlaria dos procesos claves en lainduccion de la
germinacion; la biosintesis de giberelinas activas y la promocién de la sensibilidad de las semillas
alas giberelinas. En concentraciones atas de giberelinas, las cuales saturan la respuesta a la
germinacion en € genotipo salvaje, la relacién entre los fotorreceptores en € control de la
respuesta a las giberelinas es méas complegja, siendo ademés, PHYE y aparentemente PHY C
reguladores positivos, y PHY D un regulador negativo en lamisma. Enla Fig. 111 10 se propone
un esquema gque describe la accion de los distintos fotorreceptores sobre la sensibilidad a las

giberelinas en la promocion de la germinacién por luz.

PHYB

PHYE

Respuesta a las
giberelinasen la
germinacion

Fig. 111 10. Modelo propuesto parala modulacion delarespuestaalasgiberelinasen la
germinacion por losdistintos PHY. Las flechasindican efectos promotores, y las barras indican
efectos inhibitorios. Lajerarquia de cada fotorreceptor en la modulacién de la respuesta es
indicada por los distintos tamafios de los simbolos.
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CONCLUSIONES

La promocion de la germinacion por luz involucra una compleja interaccion entre
distintos fitocromos. En las especies estudiadas, estas son Datura ferox y Arabidopsis thaliana,
los fitocromos regulan la respuesta a | as giberelinas en la germinacion, y hasta el momento no se
conocian los fotorreceptores involucrados. En estates's, se demuestra por primera vez que 1)
Existe una jerarquia entre |los fotorreceptores que controla la respuesta a las giberelinas en la
germinacion, siendo el PHY B el principal modulador de la misma 2) El PHY E y, aparentemente
el PHY C estimulan la respuesta a las giberelinas. 3) EI PHY D es un modulador negativo de la
respuesta a las giberelinas en la germinacion. 4) La promocién de la germinacién por luz en los
distintos mutantes de los fitocromos esta asociada a su capacidad de respuesta a | as giberelinas de

las semillas.
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INTRODUCCION

En las plantas superiores, numerosos procesos modulados por los fitocromos tales como
el alargamiento del coleoptilo (Kutscheray Schopfer, 1986), del e embrionario durante la
germinacion (Sanchez y Mella, 2004), laabscision (Craker y Zhao, 1987), y los movimientos
estomaéticos (Holmes y Klein, 1985) son también controlados por € acido abscisico (ABA) (Taiz
y Zeiger, 1998). Laluz podria mediar estos procesos al menos en parte através de la
modificacion de niveles o de larespuestaa ABA delostgjidos. Por g emplo, un aumento en los
contenidos o sensibilidad a ABA promueve la dormicion en semillas de numerosas especies
(Koornneef et al., 1982; Koornneef et al., 1984; Grappin et al., 2000; Thompsomet al., 2000;
Qiny Zeevaart, 2002; Ali- Rachedi et al., 2004) y, en ciertos casos, € estimulo de la germinacion
por luz R estd asociado a la disminucion de los contenidos de esta hormona antes de la
emergenciade laradicula En Nicotiana plumbaginifolia, laluz R promueve la germinacion, y
estudios con mutantes abal y pewl, deficientes en ABA y fitocromos respectivamente, revelan
gue los fitocromos promueven la disminucion de los contenidos de ABA en semillas (Kraepidl et
al., 1994). Asimismo, en Pinus silvestris la ruptura de la dormicién por los fitocromos esta
asociada a la disminucion de los contenidos de ABA de las semillas (Tillberg, 1992; Tillberg y
Bjorkman, 1993) y las temperaturas altas, las cuales inhiben la germinacion en lechuga, suprimen
lareduccion en los contenidos de ABA asociados a estimulo de la germinacion por luz
(Yoshiokaet al., 1998). Si bien todos estos resultados demuestran que en estas especies |0s
fitocromos controlan los niveles de ABA en semillas, € antagonismo ABA-fitocromos en la
germinacion podria también involucrar € control de la sensibilidad de las semillas a esta
hormona. Hasta e momento, esta posibilidad no ha sido explorada.

La germinacion del cultivar Grand Rapids de lechuga es dependiente de los fitocromos, y
el agregado de cumarinay zeaxantina, dos inhibidores naturales de la germinacion, tiene efectos
antagonicos alos de laluz. El efecto de estos inhibidores no es revertido por la adicion de
giberelinas a medio de incubacion, pero si por la aplicacion de citocininas junto con €
tratamiento de luz R, indicando un antagonismo entre la curmarina o zeaxantina con las
citocininas en la germinacion mediada por luz (Khan y Tolbert, 1965). El papel de las citocininas
exogenas como supresoras de la accién de inhibidores de la germinacion fue demostrada en

numerosas especies y hallevado a Khan, en 1971, a proponer un modelo donde las citocininas

100



Capitulo IV: Introduccion

promueven indirectamente la germinacion, mediante la supresion de la accién inhibitoria del
ABA en las semillas. Segun este modelo, que todavia no ha sido completamente comprobado,
las citocininas se requeririan para desblogquear la accion del ABA, y la germinacion ocurriria
siempre y cuando las giberelinas g erzan su efecto promotor en el este proceso.

En Datura ferox, e ABA inhibe la promocion de la germinacion por los fitocromos, y
existe una correlacion entre la disminucién de inhibidores de naturaleza acida en semillasy €
aumento de la sensibilidad de estas alaluz (de Miguel, 1980). En esta especie el ABA afecta
mayoritariamente la accién de los fitocromos sobre e potencia de crecimiento del embridn,
mientras que el ablandamiento del endosperma practicamente no es influenciado por esta
hormona (de Miguel et al., 1999). El agregado de giberelinas en combinacion con luz R no
contrarresta el efecto inhibitorio del ABA en la germinacion (de Miguel, comunicacion personal).
Una posibilidad en la que se puede pensar es que e ABA actle sobre la sensibilidad alas
giberelinas de las células del embrion, y que las citocininas antagonicen este efecto. Sin
embargo, esta hipotesis alin no ha sido explorada.

Unavez ocurridala germinacién, un periodo prolongado de crecimiento de las plantulas
en oscuridad promueve e estado de quiescencia, caracterizado por el detenimiento de ladivision
celular en el meristema apical. El estado de quiescencia aporta ala plantula una mayor
resistencia a condiciones ambientales adversas, en comparacion a estado de activo crecimiento, y
el mismo es rapidamente superado cuando las caracteristicas ambientales se tornan favorables
parael desarrollo. Este estado de quiescencia establecido en oscuridad esta asociado a unafuerte
expresion del gen ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3); un modulador positivo de las
respuestas al ABA, y de las proteinas de reserva de semillas 2Sy VSP (Rohde et al., 1999) en e
meristema apical de las plantulas. Es probable que € desarrollo de plantulas en oscuridad
promueva las respuestas al ABA, y que las sefia es que promueven la fotomorfogénesis supriman
en cierto grado las respuestas a esta hormona.  En este sentido, en Lemna gibba, la expresiéon de
los genes NPR1 y NPR2 la cual esinducida por ABA, es negativamente regulada por los
fitocromos a través de la disminucion de los contenidos de esta hormona (Williams et al., 1994;
Weatherwax et al., 1998). Entomate, sojay Lemna, la acumulacion de mensgjeros de las de
proteinas fotosintéticas Lhch y rbcS en presenciade luz R, es suprimida por laincubacién con
ABA (Bartholomew et al., 1991; Chang y Walling, 1991; Weatherwax et al., 1996), mientras la
luz R inhibe la induccion por ABA de la expresion del gen Em (Weatherwax et al., 1996).
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Ha sido observado en plantulas, y alln mas frecuentemente en semillas, que las
condiciones ambientales experimentadas durante una etapa del desarrollo condicionan las
respuestas al ambiente en etapas posteriores (Revisado por Fenner, 1991; Wulff, 1995).
Asimismo, muchas especies requieren un periodo de exposicion a frio para florecer
(vernalizacion), y en algunos casos, como ser en Hyoscyamus niger, la vernalizacion solo es
inductiva de la floracién cuando es seguida por dias largos. Esta sefia, inducida por la
vernalizacion, es mantenida durante muchas rondas de divisiones celulares, y se sugiere que €l
tratamiento de frio causa cambios en €l patron de la expresion de genes (Taiz y Zeiger, 1998).
Sin embargo, las bases bioguimicas y moleculares involucradas en la percepcion de cambios en €
ambiente y su transmision entre distintos estadios de desarrollo aun no son claras. En
Arabidopsis, la expresion de un nimero importante de genes que contienen e dominio RY cis, €l
cual es un sitio de unién del factor de transcripcion ABI3, esta fuertemente promovida en
plantulas mutantes phyB, a comparacion con su genotipo salvaje (Mazzellaet al., 2005). Esto
abre la posibilidad quelaaccién del PHY B en la supresion de este conjunto de genes podria
estar mediada, a menos en parte, por cambios en la expresion de ABI3. Las diferenciasen la
expresion de genes entre mutantes phyB y su genotipo salvaje son observadas alin en plantulas
desarrolladas en completa oscuridad, indicando que esta regulacion no implicaria la accion de los
fitocromos presentes en las plantulas sino que estaria mediada por la percepcion del ambiente
luminico, através del fitocromo B, en estadios de desarrollo anteriores. Por ello, se considero
apropiado estudiar la influencia del ambiente luminico experimentado por la semilla, através de
los fitocromos, sobre la expresion de genes'y respuesta ala luz de las plantul as derivadas de
estas.

En este capitulo se ha estudiado la interaccion entre el ABA, las citocininasy las
giberelinas en la promocién de la germinacion por fitocromos en D. ferox, asi como lainteraccion
de los fitocromos y componentes de la via de sefidizacion del ABA en lagerminacion y
fotomorfogénesis de Arabidopsis. También se ha evaluado la posibilidad que, € ambiente

luminico experimentado por las semillas condicionen la sensibilidad alaluz de las plantulas.
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MATERIALESY METODOS

Origen de las semillas

Las semillas de Arabidopsis thaliana utilizadas en estos ensayos fueron gentilmente
cedidas por los Doctores Eiji Nambara (abi3-6), Francoise Parcy (lineas 35S::ABI3; las cuales
fueron llamadas ABI3-OX4 y ABI3-OX6), Julian Shroeder (abil-1y eral-2) y Jorge Casa (abi4-
1, abi5-1, det3, columbia, C24 y WS).

Fuentes de luz

Laluz R (30 pmol.m?.st) estaba compuesta por tubos fluorescentes rojos, mientras que la
fuente de luz RL (40 pmol.m?.s}) consisti6é en |amparas incandescentes |as cuales se
interpusieron con un filtro de agua en combinacion con filtros plasticos amarillos, naranjasy
azules en digtintas relaciones, con e proposito de establecer un fotoequilibrio de Pfr/Pr de 0.1y
0.3. Lasfuentes de luz utilizadas para lograr los distintos porcentgjes de fitocromo activo en las

semillas son similares a las descriptas en el Capitulo 11.

Medicion del largo del hipocotilo y de la apertura entre cotiledones

Las semillas se sembraron en cajas trasparentes que contenian agar-agua 1% p/v (15
semillas por cgja) y fueron incubadas durante 3 dias a5°C en oscuridad (tratamiento de
estratificacion). Luego de la estratificacion, las semillas fueron expuestas a 25 minutos de luz R
(induccion de la germinacion) e incubadas 24 hs en oscuridad absoluta. Las semillas entonces
fueron expuestas a tres tratamientos luminicos: pulsos horarios de 3 minutos de RL (RLp), pulsos
horarios de 3 minutos de luz R (Rp) o0 aluz RL continua (RLc) por 3 dias. El largo del hipocotilo
fue medido con una regla con division minima de 0.5 mm en las 10 plantulas mas largas de cada
caja (esto eliminalaincorporacion de datos de plantas defectuosas). El angulo entre cotiledones
fue medido con un transportador, en las mismas 10 pléantulas utilizadas en las mediciones de
largo del hipocotilo. Los experimentos se realizaron por triplicado tomandose 3 datos por

experimento. Cada dato corresponde al promedio de la medicién de 10 plantulas por caja.
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Estudio del ambiente luminico percibido por las semillasy su relacién con la expresion del gen
ABI3 en plantulas

Las semillas de plantas transgéni cas portadoras de la construccion ABI3:: GUSfueron
sembradas en agar-agua 1% plv, irradiadas con un pulso de 25 min de RL, con € proposito de
eliminar lamayor cantidad posible de fitocromos activos en las semillas, eincubadasa5 °Cen
oscuridad por 5 dias. Luego de la estratificacion en frio, las semillas fueron incubadas en
oscuridad a 22 °C (promocion de la germinacion en oscuridad) o irradiadas con luz R por 8 hy
luego incubadas 22 °C, en oscuridad. Las muestras para medicién de la actividad GUS fueron
cosechadas 4 d después de la induccion de la germinacion, y en el caso de latincion de la
plantula, se cosecharon muestras losdias 1, 2, 3y 4 luego de lainduccion de la germinacion.
Para |os experimentos donde se estudia la posibilidad que la sefial que se transmite de la semillaa
la plantula sea la forma activadel PHY B, las semillas y plantulas fueron expuestas a los mismos
tratamientos descriptos anteriormente, con la diferencia que | as plantulas fueron tratadas con un
pulso de luz RL 24 h después de la induccion de la germinacion.

Para estudiar €l tipo de respuesta que originala sefia en la semilla, estas fueron
estratificadas en frio como se describi6 anteriormente y luego fueron sometidas a (1) pulsos
horarios de 3 min de luz R durante 8 h, (2) pulsos horarios de 3 min de luz R seguidos por 15 min
de luz RL, (3) Pulsos horarios de 18 min de luz RL, (4) Oscuridad. Luego, las semillas fueron
incubadas en oscuridad a 22 °C por 48h, momento en que se realizaron las tinciones

histoquimicas.

Medicion de la actividad del promotor ABI3
Para medir la actividad del promotor ABI3 en plantulas, las muestras cosechadas se molieron en
tubos eppendorf con 50 pl de buffer de extraccion GUS (Buffer fosfato 50mM, 3-mercaptoetanol
10mM; EDTA pH8 10mM, SDS 0,1%, Triton 0,1%). Luego las muestras fueron centrifugadas a
4 °C por 10 min amaxima velocidad, y |os sobrenadantes se guardaron a -80 °C por un tiempo
méaximo de 1 semana, donde se midio la actividad GUS utilizando € reactivo 4- metilumeliferlil-
[3-glucuronido (SIGMA) como sustrato. Las curvas estandar se prepararoncon €l reactivo 4-
metilumbeliferona (SIGMA). El protocolo utilizado se encuentra descripto en Cerdan et al.,
(2000).

Latincién in vivo de actividad GUS fue realizada segun Blézquez et al., (1999). Las

plantas transgénicas se incubaron a 37 °C entre 45 miny 1 h 15 min en la solucion de tincion
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(2mM 5-bromo-4cloro-3-indolil3-glucurénido, 2mM de ferrocianida en buffer fosfato de sodio
50 mM). Las plantulas tefiidas se fijaron por 30 minutos en etanol 20% y se transfirieron luego a

etanol 35%, donde fueron inmediatamente analizadas y fotografiadas.

RESULTADOS

El ABA inhibe la germinacion mediada por luzen D. ferox, y €l agregado de zeatina

antagoniza este efecto

Con € propdsito de estudiar posibles interacciones entre el ABA y las citocininas en el
estimulo de la germinacion por luz, las semillas de D. ferox fueron preincubadas en temperaturas
alternadas, peladas, e incubadas en soluciones que contenian ABA, zeatina, 0 una combinacion
de ambas. Las semillas fueron irradiadas entonces con un pulso de luz R o RL, e incubadas en
completa oscuridad, a temperaturas aternadas, hasta evaluar el porcentaje de germinacion (Fig.
VI 1A).

Mientras que la germinacién del control y luz R fue del 100 %, ninguna semilla germind
luego del tratamiento con luz RL, indicando que en estas condiciones experimentales, la
germinacion de las semillas de D. ferox fue promovida por una LFR. El agregado de ABA al
medio de incubacion inhibio e estimulo de la germinacion por R, y € efecto del ABA fue
reducido por € agregado de zeatina (P < 0.001) (Fig. 1V 1B).
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A remocion de
Imbibicion CDIeEs conteode  Fig. |V 1. La zedinareduce el efecto del ABA
(40h) germinacion

I ! I en lainhibicién de la germinacion deD. ferox.

5 5 — (A) Protocolo experimental. Las semillas fueron
preincubadas en agua, peladas e incubadas en
ABA 100 uM con o sin & agregado de zeatina 50

754 MM, mientras que los controles se mantuvieron
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en agua. Las semillas fueron entonces
. inmediatamente tratadas con un pulso deluz R o
251 RL y luego incubadas en oscuridad (20/30 °C)
0 hasta el conteo de germinacién. (B) Porcentaje
& <<; §":}v yqu égy de ger.mi nacion médido 7 dias de.spués de I.os
& tratamientos luminicos. ABA: &cido abscisico
100 pM, ZEA: zeatina 50uM.

Germinacion (%)

El ABA disminuye la respuesta de las células del embrion al GA, y el agregado de zeatina
suprime este efecto

Laaccién inhibitoriadel ABA en lagerminacién de D. ferox esté asociada principamente
alasupresion del potencial de crecimiento del embrion mediado por laluz R (de Miguel et al.,
1999). El efecto del ABA sobre € potencial de crecimiento del embrion es mas pronunciado
cuanto mayor es la concentracion de esta hormona en e medio de incubacion (Fig. 1V 2A).
Debido aque el estimulo del potencial de crecimiento por una LFR requiere de la biosintesis de
giberelinas (Fig. |1 4), y que laluz aumenta la respuesta a las giberelinas en de las células del
embrion (Fig. |1 5), se estudié la posibilidad gue lainhibicién del potencial de crecimiento del
embrién por ABA esté mediada a menos en parte, por un efecto de esta hormona sobre la
sensibilidad a GA delas células del embrion. Paraello, se midio € estimulo del potencial de
crecimiento por una LFR, en semillas incubadas sdlo con GA o con ABA y GA y alas cuaes se
les inhibio la biosintesis de giberelinas activas.

Laincubacién con ABA disminuy6 larespuesta al GA para el estimulo del potencia de
crecimiento, observandose una relacion inversa entre el aumento de la concentracion de ABA en
el medio y larespuestaa GA de los embriones (Fig. 1V 2B). Debido a que la zedtina estimula la
respuesta al GA delas células del embrion (Fig. 11 5) y revierte significativamente el efecto del
ABA como inhibidor de lagerminacion (Fig. 1V 1), se estudié la posibilidad que la zeatina
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suprima el efecto del ABA en larespuestaa GA del embrion. En las condiciones experimentales

utilizadas, la zeatina suprimi6 el efecto del ABA en larespuestaa GA de las células del embrion,

cuando las semillas fueron irradiadas con luz R. Este efecto fue evidente para concentraciones de

ABA de 10y de 100 uM (Fig. IV 3A-B). En conjunto, estos resultados indican que la supresion

del efecto de R por ABA involucra una disminucion de larespuesta las giberelinas de las células

del embrion. Es probable que en presencia de luz R, las citocininas contrarresten |os efectos del

ABA enlagerminacion (Fig. 1V 1) mediante €l re-establecimiento de la respuesta a las

giberelinas para el estimulo del potencial de crecimiento del embrion.
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Fig. IV 2. ElI ABA disminuyelarespuesta al GA
delascdulasde embrion.

(A) y (B) Frecuenciade distribucion del largo del
embridn luego de los distintos tratamientos
luminicosy hormonales. Los datos corresponden a
3 experimentos independientes, utilizando 25
embriones por muestra. El protocolo experimental
essmilar a descrito en laFig. 1l 4, con la
diferencia que los tratamientos hormonales
consistieron en incubaciones con: ABA 10uM
(rectangulos verdes), ABA 100 uM (rectangulos
grises), paclobutrazol y GA ; (circulos rojos),
paclobutrazol GA; y ABA 10 uM (rombos verdes)
0 paclobutrazol, GA; y ABA 100 uM (rombos
negros). Los controles fueron incubados en agua e
irradiados con luz R (tridngulos rojos) o RL
(tridngulos azules). Pc: paclobutrazol 4ppm, GA:
GA; 100 pM, ABA 10: &cido abscisico 10 M, ABA
100: &cido abscisico 100 uM ZEA: zeatina 50uM.
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I nteracciones entre las vias de sefializacion del ABA y los fitocromos en el estimulo dela

germinacion mediada por luz de Arabidopsis

L os experimentos realizados en D. ferox demuestran que el ABA inhibe € estimulo de la
germinacion mediada por los fitocromos (de Miguel et al., 1999; Fig. 1V 1). Con € proposito de
estudiar algunos de los componentes de la sefidizacion del ABA involucrados en esta inhibicion,
se caracterizd la germinacién inducida por luz en mutantes abi3-6, abi4-1y eral-2 de
Arabidopsis. Tanto abi3-6 como abi4-1 poseen una menor sensibilidad al ABA que su genotipo
salvaje Columbia (Koornneef et al., 1984; Finkelstein, 1994). De forma contraria, larespuesta a
ABA en de la mutante eral-2 es mayor que en su control Columbia (Culter et al., 1996).

Como se demuestraen la Fig. IV 4A, mientras que abi4-1, eral-2 y Columbiarequieren
luz para germinar, la germinacion de abi4-1 en fotoequilibrios que establecen Pfr/P de 66 % es
significativamente mayor que su control. Por otro lado, la mutante eral-2 mostré una respuesta
menor alaluz que e control. Estos resultados indican que el antagonismo entre e Pfr y ABA
aparentemente involucra la accién de los genes ABI4 y ERAL.

Por otro lado, la germinacion de semillas abi3-6 en oscuridad compl eta fue notablemente
mayor gque lade Columbia, y las caracteristicas de la curva de germinacion en respuesta a laluz
son similares en ambos casos; no hubo diferencias entre la germinacion en oscuridad y en luz en
el rango de fotoequilibrios de 0.03 a 0.66, mientras que esta fue promovida, con respecto ala
oscuridad, en fotoequilibrios de 0.87 (Fig. 1V 4B). Estos resultados sugieren que si bien el gen
ABI3 regulala dormicién de las semillas (K oornneef et al., 1984), no participaria en la regulacion
de la accién de los fitocromos en la germinacion.

Con € propdsito de estudiar con mayor profundidad la relacion entre nivel de dormicidn
de semillasy la expresion de ABI3, seandizo la actividad del promotor de este gen durante
tratamientos de estratificaciony de induccion de la germinacion tanto por una VLFR como por
una LFR de los fitocromos. Para ello se utilizaron semillas transgénicas que contenian € gen
reportero GUS bajo el promotor de ABI3 (Parcy et al., 1994), midiéndose la actividad GUS en
dos grupos de semillas; uno [lamado 1.1, cuya germinacion es promovida por una LFR, y otro
denominado 29, cuyo nivel de dormicion es relativamente menor, ya que una VLFR estimulala
germinacion en un 60 % de las semillas (Fig. IV 5A). Estos dos grupos de semillas se obtuvieron
apartir delalinea ABI3::GUS original, y € distinto grado de dormicién de las semillas fue

logrado a someter a los grupos a distintos tiempos de postmaduracion.
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Independientemente del nivel de dormicién inicial de las semillas, la actividad del

promotor ABI3 fue similar en ambos casos, y practicamente no fue modificada por laincubacion

de las semillas embebidas en frio. La actividad de este promotor tampoco estuvo relacionada con

lainduccion de la germinacion por una LFR o una VLFR; ya que en ambas lineas no se

detectaron diferencias significativas en las mediciones GUS luego del pulso deluz R, RL u

oscuridad, y entre semillas que germinaron en comparacion con agquellas que no (Fig. IV 5B-C).

Estos resultados indican que la actividad del promotor ABI3, no esté asociada con la promocion

de la germinacién por una VLFR o una LFR, y estédn en concordancia con o observado en la Fig.

1V 4.
A
50
¢ RPcGA
* R Pc GAABALO

© 401 |e R PcGAZABALO
S = RL Pc GA ZEA ABA10
c -
$ 30
=}
3
L 207

10

0

0 7
B Largo del embrién
50
e RPcGA

2o ¢ R Pc GA ABA 100
© ®* |= RPcGAZEA ABA100
3 * RL Pc GA ZEA ABA100
c -
g 30 . .
=
3 .
2 207 V’

0 1 2 3 4 5 6
Largo del embrién

Fig. IV 3. El tratamiento simultaneo de las
semillas con zeatinay luz R suprimela
inhibicion del potencial de crecimiento del
embrién por ABA.

(A)y (B) Frecuenciade distribucion del largo del
embrion luego de los distintos tratamientos
luminicosy hormonales. Los datos corresponden a
3 experimentos independientes, utilizando 25
embriones por muestra. El protocolo experimental
essmilar d descripto en laFig. 1l 4, con la
diferencia que | os tratamientos hormonales
consistieron en incubaciones con paclobutrazol y
GA; (circulos rojos), paclobutrazol GA; y ABA 10
UM (rombos verdes), paclobutrazol GA 3, zedtinay
ABA 10 uM (circulos violetas), paclobutrazol GA s,
zeatinay ABA 100 puM (rombos celestes). Pc:
paclobutrazol 4ppm, GA: GA; 100 uM, ABA 10:
acido abscisico 10 uM, ABA 100: &cido abscisico
100 uM ZEA: zegtina 50uM.
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Fig. IV 4. Germinacion en respuesta a la luz de mutantes eral-2, abi4-1y abi3-6 de Arabidopsis.
Germinacion de mutantes eral-2 y abi4-1 (A) y abi3-6 (B) en funcion de porcentajes crecientes de Pfr.
Las semillas fueron sembradas sobre agar, irradiadas con RL e incubadas en frio por 48 h. Luego, las
semillas recibieron distintos pulsos de luz que establecieron fotoequilibrios de 0.03, 0.1, 0.22, 0.33, 0.66
0 0.87 (Pfr/P) y luego se incubaron en oscuridad a 25 °C por 72 h, momento en que se midié €
porcentgje de germinacion. Germinacion en oscuridad (%): Col: 0, era 1-2: 0, abi4-1: 0, abi3-6: 58, 3 +
8.
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Fig. IV 5. Actividad del promotor ABI3 en semillas deArabidopsis.

(A) Germinacion en respuesta alaluz de dos subpoblaciones de semillas con distinto nivel de
dormicién. (B)y (C) actividad del promotor ABI3 en semillas 1.1y 29, respectivamente, en funcién
del tiempo de incubacion. El gréfico muestralas mediasy D.E.M obtenidos a partir de 3

experimentos independientes, con 5 réplicas por tratamiento.
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I nteracciones entre las vias de sefializacion del ABA y los fitocromos en la desetiolacion

L os resultados obtenidos utilizando semillas de D. ferox y Arabidopsisindican que existe
una interaccion negativa entre la accion del ABA 'y los fitocromos en la germinacion, y que esta
eventualmente involucraria la accion de ABI4 y ERA, pero no aABI3. Con €l proposito de
estudiar s esta interaccion tiene lugar exclusivamente en relacion con la germinacion o también
alcanza a otros estadios de desarrollo, se analiz6 larespuesta alaluz en plantulas mutantes de
distintos componentes de sefidlizacion del ABA en Arabidopsis. Paradllo, se analizé la
inhibicion del alargamiento del hipocotilo mediada por una VLFR, LFR y HIR en plantulas
mutantes abil-1, abi3-6, abi4-1y abi5-1 las cuales poseen la sensibilidad a ABA reducida con
respecto a sus genotipos salvajes (Finkelstein et al., 2002). También se analizaron estas
respuestas en plantulas eral-2 la cual posee una mayor respuesta a esta hormona a comparacion
con su genotipo salvaje Columbia (Culter et al., 1996), y det3, una mutante de una subunidad de
una protonATPasa relacionada con € cierre de estomas y elongacion celular (Schumacher et al.,
1999; Allenet al., 2000).

En comparacién con Columbia, lainhibicion del aargamiento del hipocotilo y apertura de
cotiledones en respuesta a pulsos de RL fue mayor en los mutantes abi3-6 y abi4-1, y menor en
eral-2. Por otro lado, la mutante abi5-1 mostré una mayor respuesta ala luz que su control en
pulsos de R, mientras que la respuesta de det3 fue menor. Larespuestaalaluz de la mutante
abil-1 fue similar a su control, bajo todos los tratamientos luminicos (Fig. 1V 6). Estos
resultados indican que mientras los genes ABI3 y ABI4 modulan la accion del PHYA enlaVLFR,
los genes ABI5 y DET3 estan implicados en e control de la accion de los fitocromos que
participan en laLFR. Esinteresante notar que &l efecto de la mutacion eral-2 sobre la respuesta
alaluz de las plantulas no fue exclusivamente para un modo de accién particular, sino que aterd
todas las respuestas de los fitocromos, inclusive la respuesta ala luz azul, la cual estd mediada
mayoritariamente por los criptocromos (Fig. 1V 6). Estos experimentos demuestran una
interaccion negativa entre la via de sefidizacion del ABA y delaluz en pléantulas.
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Fig. IV 6. Respuesta a laluz de plantulas con alter aciones en secuencias de componentes
reguladoresdelarespuesta al ABA.

(A) Protocolo experimental. Las semillas fueron incubadas en frio, luego tratadas con un pulso de luz R
(induccidn de la germinacion), e incubadas 24 h en oscuridad a 22°C. Las semillas luego fueron
transferidas a una camara de pulsos horarios de luz R o RL hasta e momento de las mediciones. Los
controles fueron mantenidos en oscuridad. (B) Porcentgje de inhibicion del dargamiento del hipocotilo
relativo alos controles mantenidos en oscuridad. Los gréficos muestran las mediasy D.E.M obtenidos a
partir de 10 réplicas (100 plantul as totales) medidas en tres experimentos independientes. Largo de
hipocotilos en oscuridad (mm): Col: 11.150+0.353; eral-2: 86 + 0,3; Ler-0: 11.478+0.186; abil-1:
11.284+0.158, Col: 11.150+0.353; abi4-1: 10.502+0.756; WS: 1.455 +0.854; ahi5-1: 8.752+1.122;C24:
11,1+ 0,4, det3: 8.056+0.792.
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Fig. IV 7. Respuesta alaluz de plantulas del mutanteeral-2.

(A) Protocolo experimental. Las semillas fueron incubadas en frio, luego tratadas con un pulso de luz
R (induccion de la germinacion), e incubadas 24 hs en oscuridad a 22°C. Las semillas luego fueron
transferidas a una camara de pulsos horarios de luz R, RL o0 en luz RLc hasta e momento de las
mediciones. Los controles fueron mantenidos en oscuridad hasta el momento de las mediciones. (B)
Porcentgje de inhibicién del alargamiento del hipocotilo relativo alos controles mantenidos en
oscuridad. (C) Apertura de cotiledones en los distintos tratamientos luminicos. Los graficos muestran
lasmediasy D.E.M obtenidos a partir de 10 réplicas (100 plantulas totales) medidas en tres
experimentos independientes. Largo de hipocotilos en oscuridad (mm): Col: 11.150 + 0.353; eral-2:
8,6+ 03.
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En conjunto, |os resultados demuestran antagonismos entre algunos elementos de la

sefializacion del ABA 'y laaccion de los fitocromos en semillasy plantulas.

Laluz, percibida por losfitocromos en las semillas, controla la expresion del gen ABI3 en las

plantulas derivadas de estas

En comparacion con las plantulas salvajes, las mutantes phyB poseen un incremento en la

expresion de genes que poseen € dominio RY en sus promotores, el cual es un sitio de union a

factor ABI3. Esto es coherente con los resultados descriptos hasta e momento en este capitul o.

Estas diferencias son detectadas alin cuando las plantulas se desarrollaron en oscuridad completa.

Se ha observado que la pérdidade funcion de PHY B, o € establecimiento de bajos niveles de Pfr

en las semillas salvajes, promueven la expresion de genes de proteinas de reservay LEAS, las

cuales serian reguladas positivamente por ABI3 (Fig. IV 8). Entonces, €l establecimiento de

bajos niveles de fitocromo activo en las semillas, promoveriala accién de ABI3 en las plantulas.

A

Col  phyB
aagzeszo |
Actina
r -
Actina

Osc R&h

Fig. 1V 8. El ambiente luminico experimentado por las
semillasatravésde PHYB modula la expresién de genes en
las plantulas derivadas de estas.

(A) Luego de ser incubadas en frio, las semillas Columbiay phyB
fueron tratadas con 8 h de luz R, y luego mantenidas en oscuridad
completa por 3 dias, momento en que las plantulas se cosecharon
para determinar los niveles relativos de los mensgjeros de actinay
de los genes de una proteina de reserva'y una dehidrina,
At4g28520 y At2g21490, respectivamente (B) Luego de ser
incubadas en frio, las semillas fueron transferidas a8h de luz R o
a oscuridad completa, las plantul as fueron cosechadas 3 dias
después para la determinacion de los niveles relativos de
mensgjeros de actinay de los genes: At4g28520 (proteina de
reserva), At1g14950 (proteinalatex) y At2g21490 (dehidrina).
Las extracciones de RNA y andlisis de RT-PCR fueron realizados
por laDra. AgustinaMazzella (INGEBI-UBA)
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Entonces, se exploro lainfluencia de la percepcion de laluz por la semilla sobre la
regulacion de la expresion de ABI3 y de la respuesta ala luz de las plantulas originadas a partir de
estas semillas. Para este proposito, se utilizaron semillas transgénicas ABI3::GUS (Parcy et al .,
1994), y se midi6 la actividad del promotor ABI3 en plantulas de 4 dias, provenientes de semillas
gue germinaron después de ser expuestas por 8 h en luz R o que fueron mantenidas en oscuridad
(Fig. 1V 9A).

L os resultados demuestran que las plantulas provenientes de semillas que fueron
expuestas alaluz R poseen una actividad del promotor ABI3 significativamente menor a las que
germinaron en completa oscuridad (Fig. IV 9B). Lalocalizacion de la expresion del promotor
ABI3 en pléntulas provenientes de semillas que germinaron en absoluta oscuridad se centraen la
base de los cotiledones y parte superior del hipocotilo (Fig. 111 9C). Con €l propésito de
investigar en mayor detalle la expresion del promotor ABI3 en plantulas se estudié su cinética 'y
localizacionutilizando el protocolo descripto en laFig. 111 10A.

Un dia después de | os tratamientos luminicos, no se observarondiferencias en latincion
GUS entre los tratamientos de luz y oscuridad dados a las semillas, sendo esta intensa en los
cotiledones de todas las plantulas. Al segundo dia, solo el 8% de las plantulas derivadas de
semillas irradiadas con luz R retuvieron la tincion en los cotiledones, mientras que latincion
GUS fue observada en un 86% de las plantulas derivadas de las semillas mantenidas en total
oscuridad (P < 10'%°). Por otro lado, independientemente del tratamiento luminico que recibieron
las semillas, latincion GUS no fue visible en las plantulas cuando estas fueron mantenidas por 3
dias en oscuridad, y reaparecio a cuarto diaen un 73 % de las plantul as originadas de semillas
mantenidas en oscuridad, y sdlo en un 22 % de las plantulas derivadas de semillas tratadas con
luz R (P < 10 ) (Fig. I11 10). Estos resultados demuestran que el ambiente luminico percibido
por lasemillaregulalaactividad del promotor ABI3 en plantulas.
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Fig. IV 9. Expresién deABI3 en plantulas derivadas de semillas madur as, tratadas con 8 h de
R o mantenidas en completa oscuridad.

(A) Las samillas fueron incubadas en frio, y luego tratadas por 8 h con luz R o mantenidas en
completa oscuridad. A continuacion las semillas fueron incubadas en oscuridad por 4 dias,
momento en que se extrgjeron muestras para las mediciones de actividad GUS (B) o su deteccion
por tincién histoquimica (C). Las mediasy desvios estandar en (B) corresponden alos valores de
actividad GUS detectados en 3 experimentos independientes, conteniendo 10 réplicas por
tratamiento. (C) Fotografias representativas de lalocalizacion de la actividad GUS en plantulas
(aumento 60 X).
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Fig. 1V 10. Cinética dela actividad del promotor ABI3 en plantulas.

(A) Las semillas fueron incubadas en frio, luego expuestas a 8 h de luz R o mantenidas en oscuridad
(induccién de la germinacidn) e incubadas a 22°C hasta € momento de las tinciones. (B)
Locdizacion de laactividad GUS. Las fotografias muestran un individuo representativo de cada
tratamiento (aumento: 15 X en dia2 o0 60 X).

La respuesta que controla la actividad del promotor ABI3 en plantulasesdel tipo LFR, y su
intensidad es dependiente del tiempo de exposicion dela semillaalaluzR

Con €l propésito de estudiar las caracteristicas de la sefid luminica que modula la
expresion de ABI 3 en plantulas, las semillas fueron sometidas por 8 h alos siguientes
tratamientos: (1) pulsos horarios de 3 min de luz R seguidos por 15 min de luz RL, (2) pulsos
horarios de 18 min de luz RL (3) Pulsos horarios de 3 min de luz Ry (4) Oscuridad. Luego, las
semillas fueron incubadas en oscuridad a 22 °C por 48 h, momento en que se redlizaron las
tinciones histoquimicas.

Como seobservaen la Fig. [11 11A-B, € tratamiento de las semillas durante 8 h con
pulsos horarios de luz R redujo significativamente la tincion en las plantulas de dos dias

desarrolladas en oscuridad completa, y este efecto fue revertido cuando los pulsos de luz R
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fueron seguidos por luz RL, mostrando una tipica respuesta LFR de los fitocromos. Por otro
lado, la exposicion de las semillas a pulsos horarios de luz RL tuvo efectos pequefios pero
significativos sobre la actividad del promotor ABI3, en comparacion con |os tratamientos en
oscuridad. Este resultado también fue observado en |os experimentos de microarreglos
mencionados en laintroduccion y descriptos en Mazzella et a., (2005), indicando una
contribucion de la forma activa del fitocromo A establecida en las semillas en la modulacion de
laexpresion de ABI3 en plantulas. Asimismo, el porcentgje de plantulas con tincion GUS a
segundo dia disminuy6 conforme aumentd la duracién del tratamiento de las semillas con luz R
(Fig. 111 11C).

Estos resultados indican que la actividad del promotor ABI3 en la plantula es controlada, a

través de una LFR, por laluz percibida por la semilla que la origina
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La sefial proveniente de las semillas que controla la expresion de ABI 3 en plantulasno esla
forma activa del fitocromo

Como se muestraen las Fig. 1V 9-11, laluz R percibida por las semillas modifica,
mediante una LFR, la expresion del gen ABI3 en plantulas. Si la sefial que se transmite de la
semillaala plantula fuera la forma activa de los fitocromos, un pulso de luz RL luego de la
germinacion deberia anular e efecto inhibitorio de laluz R sobre la expresionde ABI3 en las
plantulas.

Como se observé anteriormente, € tratamiento por 8 h de las semillas con luz R
disminuy6 dramaéticamente la actividad del promotor ABI3 en plantulas de dos dias, en
comparacion con aguellas provenientes de semillas mantenidas en oscuridad (Fig. IV 10-11).
Mientras que la inmediata aplicacion de un pulso de luz RL alas semillas tratadas con R revirtio
el efecto delas 8 h de luz sobre la expresion de ABI3, e RL no tuvo un efecto significativo
cuando fue aplicado 16 h después delaluz R (Fig. 1V 12). Estapérdidade reversibilidad por RL
fue también observada en la medicién de actividad GUS a cuarto dia luego de lainduccién de la
germinacion (Fig. 12 1V C). En conjunto, estos resultados indican que €l efecto delaluz R se
escapa de lareversibilidad por RL durante las primeras 16 h de incubacion, y que la sefia que se
transmite de la semilla ala plantulaimplicada en la regulacién de la expresion de ABI3 no es la

forma activa de los fitocromos.

Larespuesta a la luz de las plantulas esta inversamente asociada a la intensidad de expresion
de ABI3

Teniendo en cuenta que la pérdida de funcion de ABI3 promueve la respuesta de las
plantulasaRLp (Fig. IV 6) seinvestigd en mayor detalle € efecto de ABI3 sobre las respuestas
VLFR delas plantulas. Para€llo, se estudi6 lainhibicion del crecimiento del hipocotilo y la
expansion de cotiledones mediada por uz en dos lineas transgénicas sobreexpresantes de ABI 3,
denominadas ABI3-OX4y ABI3-OX6 (Parcy et al., 1994). Paraevaluar larespuestaalaluz de
estas liness, las semillas se expusieron sdlo 15 min aluz R con € fin de promover su
germinacion, sin reprimir draméticamente la expresion de ABI3 en las plantulas debido a
tratamientos prolongados de las semillas con luz R (Fig. IV 11C). En estas condiciones
experimentales, |os mutantes abi3-6 mostraron una mayor respuesta a los pulsos de RL parala

inhibicion de la elongacion del hipocotilo y 1a apertura de los cotiledones. Asimismo, la
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sobreexpresion de ABI3 en las lineas ABI3-0OX4 y ABI3-OX6 estuvo asociada a una menor
respuesta alos pulsos de luz RL a comparacion de C24 (Fig. IV 11). Por otro lado, la respuesta a
los pulsos de luz R o atratamientos con luz RLc de abi3-6 y las lineas ABI3-OX fue similar ala
de sus genotipos salvaes (datos no mostrados). Debido a que los pulsos de RL median
especificamente la activacion del fitocromo A en la plantula (Y anovsky et al., 1997), los
resultados aqui descriptos sugieren que, en laplantula, € gen ABI3 interacciona especificamente

con laviade accién dd fitocromo A.
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Fig. 1V 13. Respuesta a pulsos de luz RL de plantulas con alter aciones en la expresion
del gen ABI3.

(A) Largo del hipocotilo de plantulas desarrolladas en completa oscuridad. (B) Inhibicion
dd aargamiento del hipocotiloy (C) angulo entre cotiledones en la linea mutante abi3-6 y
dos lineas sobreexpresantes: ABI3-OX4 y ABI3-OX6, en respuesta a pulsos horarios de luz
RL. El protocolo experimental essimilar a delaFig. IV 6. Los gréficos muestran las
mediasy D.E.M obtenidos a partir de 10 réplicas (100 pléantulas totales) medidas en tres
experimentos independientes.
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El ambiente luminico percibido por la semilla modula las respuestas a la luz de las plantulas

La forma activa de los fitocromos de las semillas afecta la expresion de ABI3 en pléantulas
(Fig. IV 9-12) y ABI3 modula larespuesta ala luz de las plantulas (Fig. IV6 y IV 13). Estos
resultados sugieren que el ambiente luminico experimentado por las semillas podria afectar,
mediante cambios en la expresion de ABI 3, la respuesta mediada por los fitocromos en plantul as.
Con € propésito de investigar esta hipétesis, las semillas Columbia, abi3-6, C24 'y
sobreexpresantes ABI3-0OX4 se expusieron a8 h de luz R o0 se mantuvieron en oscuridad, y 16 h
después se transfirieron a pulsos horarios de luz RL, evaludndose a fina del tercer diala
inhibicién del alargamiento del hipocotilo (Fig. IV 14A). Las plantulas Columbia provenientes
de semillas tratadas con luz R mostraron una mayor respuesta ala inhibicion del largo del
hipocotilo por pulsos de RL que aquellas provenientes de semillas mantenidas en oscuridad (Fig.
IV 14B). Por otro lado, las plantulas abi3-6 mostraron una mayor respuesta alaluz que
Columbia cuando ambas lineas germinaron en oscuridad, y esta respuesta no fue estimulada por
laexposicion de las semillasa8 h deluz R (Fig. 1V 14B). Asimismo, las mutantes dobles
phyA/abi3-6 no mostraron respuesta a los pulsos de RL, indicando una relacién epistética entre €l
PHYA y ABI3, donde ABI3 modula la respuesta ala luz por la misma via que € fitocromo A,
pero aguas debajo de este gen. Por otro lado, |as plantulas ABI3-OX derivadas de semillas
tratadas con luz R mostraron una mayor respuestaalaluz que aquellas provenientes de semillas
mantenidas entotal oscuridad (Fig. IV 14B). Esto ultimo sugiere que la luz podria estar
actuando en la degradacién de ABI 3, o que pueden existir otros puntos de control en el proceso,

mediados otros componentes distintos a ABI 3.
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Fig. IV 14. El ambiente luminico percibido por las semillas afecta las respuestas mediadas por

losfitocromos en las plantulas derivadas de estas.

(A) Protocolo experimental. Luego de laincubacion en frio, las semillas fueron tratadas por 8 h con

luz R 0 mantenidas en oscuridad. Las semillas fueron mantenidas luego por 16 h en oscuridad a 25

°C. Unavez finalizado este lapso, las semillas se transfirieron a pulsos horarios de luz RL, o se
mantuvieron en completa oscuridad (control). (B) Inhibicién del alargamiento del hipocotilo por

pulsos de luz RL. Los gréficos muestran las mediasy D.E.M. obtenidos a partir de 10 réplicas (100

plantulas totales) medidas en tres experimentos independientes.
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DISCUSION

Relaciones entre el ABA y la promocion de la germinacion por |os fitocromos

El ABA bloquea la promocion de la germinacion por los fitocromos en D. ferox,
principalmente a través de lainhibicion del potencial de crecimiento del embridn (de Miguel et
al., 1999). El efecto inhibitorio del ABA en la germinacion es revertido significativamente
cuando las semillas son incubadas con zeatina (Fig. IV 1). En este caso, lareversion por zeatina
fue parcial, y esto puede deberse a que tal vez la zeatina no sea la citocinina enddgena
involucrada en esta reversién. Por otro lado, laincubacion solo con zeatina no influy6 la
respuesta ala luz de las semillas cuando € ABA no estuvo presente en el medio (Fig. 111 1),
indicando que las citocininas, en este caso, g ercen un efecto vinculado conlareversion de la
inhibicion por ABA de la germinacion. El antagonismo ABA-citocininas en la germinacion ha
sido documentado en distintas especies. Por g emplo, en semillas de lechuga, cebada, Xanthium
y Acer, lainhibicion de la germinacién por ABA es revertida por la aplicacion de una u otra
citocinina; como ser cinetina, benciladenina o zeatina (Khan, 1967; Khan, 1968; Khan y
Downing, 1968; Webb y Wareing, 1972). Por otro lado, en semillas fotoblasticas de lechuga, las
giberelinas promueven la germinacion en oscuridad, y esta promocion es revertida por ABA. El
aumento de la concentracion de las giberelinas en € medio no contrarrestala accion del ABA, sin
embargo, esta puede ser revertida por la incubacién con cinetina (Khan, 1968).

En Datura ferox, € estimulo del potencial de crecimiento por luz R requiere de la
biosintesis de giberelinas (Fig. 11 4), y los fitocromos, a través de una LFR, estimulan la
respuestaa GA en e embrion (Fig. |1 5). Los resultados expuestos en esta tesis aportan fuertes
evidencias que lainhibicion del estimulo de la germinacion por ABA est4 asociada con una
disminucion de larespuestaa GA de las células del embrion (Fig. 1V 1-2). Es probable entonces
gue e ABA inhibala promocion del potencial de crecimiento en luz R principa mente afectando
la sensibilidad alas giberelinas de las células del embrion, sin afectar en gran medida los
contenidos de giberelinas y que la respuesta a las giberelinas de las células del embrién seael
punto donde &l antagonismo ABA-citocininas tiene lugar. Esta propuesta tiene un fuerte apoyo
experimental, ya que 1) la aplicacién de ABA no afecta e nivel de los transcriptos de enzimas de
labiosintesis de giberelinas, indicando que € ABA no afecta la sintesis de giberelinasen €

embrion (Burgin, 2001). 2) Laaplicacion de ABA tampoco inhibe la movilizacion de mananos
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en & endosperma micropilar, un procesos dependiente de las giberelinas (Sanchez y de Migud,
1997; Sanchez y Mella, 2004), por lo que el ABA tampoco promoveria lainactivacion de las
giberelinas de las semillas. 3) La zeatina, estimulalas respuestas al GA de las células del
embrion (Fig. |1 5) y revierte laaccion inhibitoriadel ABA sobre e estimulo del potencia de
crecimiento y lagerminacion, en luz R (Fig. 1V 3). Lainteraccion ABA-giberelinasfue
demostrada a nivel molecular en cereales, donde la proteina PKABA, unakinasa que es inducida
por ABA, estimula la degradacion de GAMYB en la aeurona, bloqueando la promocion de la
actividad a-amilasa por giberelinas (Cadenas et al., 2001).

Estos resultados ponen en evidencia la existencia de relaciones entre las citocininas, GAS,
ABA vy fitocromos no descriptas hasta e momento, generando nuevas preguntas sobre estos
procesos, por gjemplo, ¢adisminucion de larespuesta a las giberelinas en € embrion estara
mediada por un efecto del ABA en los contenidos de citocininas en estas células? O ¢el estimulo
del potencial de crecimiento mediado por una LFR involucrara la degradacion del ABA en €
embrion?. El abordaje tanto fisioldgico como molecular de estas cuestiones aportara importantes

avances en lainteraccion entre el ABA, giberelinas citocininas y luz en la germinacion.

En forma general, la accién del ABA en laregulacién de la dormicion de las semillas
puede involucrar cambios en su biosintesis, catabolismo, transporte o respuesta de los tejidos a
esta hormona. Si bien alin falta mucho por conocer sobre los genes que participan en la
degradacion y transporte del ABA, han ocurrido importantes avances en el aislamiento y
caracterizacion de genes involucrados en su biosintesis y sefializacion, los cuales abrieron un
nuevo campo de investigacion en la fisiologia de semillas (Nambaray MarionPoll, 2003). Por
gjemplo, se ha detectado que varios mutantes de Arabidopsis con ateraciones en larespuesta al
ABA poseen también alteraciones en otros sistemas de sefializacion, por gjemplo en aguellos
involucrados en la percepcion de etileno y azlcares (Leung y Giraudat, 1998; Gazzarinin y
McCourt, 2001; Finkelstein y Gibson, 2002). Estos hallazgos abren la posibilidad de estudiar las
interacciones entre diferentes rutas de sefializacioninvolucradas en € desarrollo de las plantas

La pérdida de funcion de los genes ABI3 y ABI4, los cuales regulan positivamente la
respuesta al ABA, confieren alas semillas abi3-6 y abi4-1 |a capacidad de germinar a
concentraciones de ABA que inhiben la germinacién de las semillas salvajes (Finkelstein, 1994;
Nambaraet al., 1994), mientras que la pérdida de funcion del alelo ERAL, una farnesiltransferasa

gue regula negativamente |la sefializacion de ABA, otorga a las semillas eral-2, una mayor
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sensibilidad al ABA en la germinacion, a comparacion del genotipo salvagje (Culter et al., 1996) .
Tanto las mutantes abi4-1 como eral-2 requieren luz para germinar, sin embargo, mientras que
lasensibilidad alaluz de abi4-1 es mayor que la de su control Columbia, larespuestaalaluz de
eral-2 esmenor (Fig. 1V 4A). Estos resultados constituyen la primera evidencia de una
interaccion entre ABI4, ERA1 y los fitocromos en las semillas. En forma contraria con o
observado para ABl4 y ERAL, larespuesta ala luz parala germinacién del mutante abi3-6 es
similar alade su control (Fig. 1V 4B), indicando que ABI3 no modula,  menos en forma
evidente, la accién de los fitocromos en la germinacion  Esto esté apoyado por € hecho que no
se observan cambios en la actividad del promotor ABI3 en lainduccion de la germinacidn por una
VLFR o unaLFR. En estos casos, la actividad del promotor fue similar en semillas tratadas con
luz R, RL u oscuridad, independientemente que ocurragerminacion (Fig. 1V 5).

Estudios recientes en tomate y Arabidopsis demostraron gue la acumulacion de
transcriptos de ABI3 en semillas no esta rel acionada con la promocion de la germinacion (Bassel
et al., 2006), apoyando los resultados aqui descriptos. La acumulacion de mensajeros de ABI3 en
semillas tampoco esta asociada a nivel de dormicidn primaria (Baumbuschet al., 2004). Sin
embargo, es posible que la regulacion de la germinacion esté asociada directamente con cambios
en los niveles de proteinas ABI 3, y no con la acumulacion de transcriptos.  En este sentido, en
Arabidopsis, la proteina ABI3-interacting protein (AlP2) media la poliubiquitinacién de ABI 3,
sugiriendo que la abundancia de esta proteina estaria regulada por €l proteasoma (Zhang et al.,
2005). Los autores aportan fuertes evidencias que Al P2 regula negativamente la sefializacion por
ABA y dormicién de semillas através de la destruccion post-transducciorael de ABI3. Los
estudios fisiol6gicos aqui presentados indican que la promocion de la germinacién por los
fitocromos no involucra mayoritariamente la accion de ABI3 (Fig. 111 1V 4), y, en este caso, los
valores que reflgjan la actividad de su promotor estédn en concordancia con este resultado.

Es interesante notar que S bien larespuesta alaluz en la germinacion de abi3-6 es similar
alade su control, la germinacion en oscuridad de las mutantes es significativamente mayor (Fig.
IV 4B). Esto sugiere que este gen estaria vinculado con procesos que tienen lugar en las semillas
anteriores la induccion de la germinacion por luz. Por g emplo, estos mutantes no requieren de
un periodo de estratificacion para germinar (Nambara et al., 1994) y en este sentido, ¢€l gen ABI3
modulara la expresién de proteinas relacionadas con la disminucion de la dormicién durante la
imbibicion o estratificacion? ¢O la pérdida de dormicion de las mutantes abi3-6 estara

relacionada con procesos que tienen lugar durante el desarrollo de la semilla en la planta madre?
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Lainvestigacion de estas cuestiones aportara rel evante informacion para €l entendimiento de las

bases genéticas del establecimiento y modulacion de la dormicion de semillas.
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Fig. 1V 15. Modelo de trabajo propuesto para la germinacion mediada por luz.

Las flechas indican efectos promotores, mientras que las barras indican efectos represivos.
Las lineas punteadas indican hipétesis de trabajo que surgen a partir de los datos
descriptos. CIT: dtoquininas.

Relaciones entre componentes de sefializacion del ABA y las respuestas mediadas por los

fitocromos en plantulas

El antagonismo entre componentes de la via de sefidizacion del ABA y la accion de los
fitocromos también fue observada en plantulas (Fig. IV 6-7). Las mutaciones en los genes ABI3
y ABI4 afectaron principalmente las respuestas a la luz mediadas por €l fitocromo A, através de
una VLFR, mientras que las mutaciones en ABI5y DET3 afectaron |as respuestas mediadas por
los fotorreceptores involucrados en laLFR (Fig. IV 6), indicando por primera vez la existencia
de interacciones especificas entre estos elementos y los fitocromos en plantulas. Por otro lado, la
pérdida de funcion del gen ERAL afectd la respuesta ala luz en las plantulas bajo todos |os modos
de accion de los fitocromos, e inclusive la respuesta a laluz azul, la cua es mediada por los
criptocromos (Fig. 1V 7). El rol de ERAL ha sido demostrado en la sefializacion del ABA tanto
parala activacion de canales anionicos de estomas, como en la germinacién (Culter et al., 1996;
Pei et al., 1998), indicando que esta proteina es un componente comun de la sefializacion del

ABA en ditintos tipos celulares. Sin embargo, el estudio detallado de las mutantes eral-2 revela
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numerosas anormalidades en su desarrollo, que pueden ser explicadas solo parcialmente por su
fenotipo hipersensible al ABA. Por gemplo, se ha demostrado que la accién del gen ERAL es
indispensable para la correcta funcién de proteinas que regulan €l tamafio y diferenciacion de
meristemas (Y alovsky et al., 2000). El hecho que la mutacion en ERAL afecte larespuesta ala
luz de las plantulas bajo todos |os modos de accion de los fitocromos e inclusive la de los
criptocromos (Fig. 1V 7), y que este gen esté involucrado en procesos del crecimiento y
desarrollo que aparentemente no estarian regulados por el ABA (Y alovsky et al., 2000), generaa
menos dos hipétesis distintas para la modulacion de la respuesta ala luz por ERAL. Por un lado,
ERA1 podria actuar en la sefidlizacion del ABA, rio arriba de los componentes ABI3, ABI4 y
ABI5, entre otros, y entonces su mutacion afectaria las respuestas ala luz controladas por todos
estos componentes de sefializacion. En este sentido, Finkelstein et al., (2002) propone que ERAL
actuariajunto con ABI1 y ABI2 en |as etapas tempranas de la sefidizacion del ABA en semillas,
rio arriba de la accion de ABI3, ABI4y ABI5 (Fig. | 11). Esposible que esta arquitecturade la
ruta de sefializacion del ABA esté conservada en otros estadios de desarrollo, como ser en las
plantulas. La segunda posibilidad implica que en € proceso de des-etiolacion, la actividad de
algin componente comun en la via de sefializacion de los distintos fotorreceptores esté
directamente modulada por ERAL, através de su farnesilacion. Sobre esta segunda propuesta, no
hay antecedentes bibliogréficos. El modelo para la interaccion entre componentes de la

sefiaizacion del ABA y la accidn de los fitocromos en plantas se resume en laFig. |V 16.
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Fig. IV 16. Modelo propuesto para lasinter acciones entre componentes de la sefializacion del
ABA y la accion de los fitocromos en la des-etiolacion.
Las flechas indican efectos promotores, mientras que las barras indican efectos represivos.

El hallazgo que en Arabidopsis, la expresion de un nimero importante de genes
potencia mente regulados por ABI3 esta fuertemente promovida en plantulas phyB desarrolladas
en completa oscuridad (Mazzella et al., 2005) refuerza la observacion de la existencia de un
antagonismo entre componentes de la sefializacion del ABA 'y la accidn de los fitocromos
recientemente mencionada. Ademés, da origen ala hipétesis que la expresion de genes
relacionados con la accion del ABA en plantulas estaria mediada por la percepcion del ambiente
luminico, através del PHY B, en estadios de desarrollo anteriores, por gemplo, durante la

formacién de la semilla en la planta madre o la exposicion ala luz de las semillas embebidas.
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Una LFR de los fitocromos presentes en las semillas disminuye sustancialmente la
expresion de ABI3 en plantulas mantenidas en oscuridad (Fig. 1V 9-12). LaLFR percibida por la
semillaregula la expresion de ABI3 en las plantulas derivadas de estas (Fig. IV 10-12), y la
localizacion de la expresion de ABI 3 es coincidente con o observado por Rohde et al., (1999). El
tratamiento de las semillas con luz R impide la acumulacion de mensgjeros de ABI3 en plantulas
salvajes, pero este efecto no es observado en los mutantes phyB (Mazzella et al., 2005).

Entonces, los cambios en la expresion de ABI3 en las plantulas estarian mediados por la
percepcion de luz R en la semillaatravés del PHYB. Se ha comprobado que el tratamiento de
las semillas con luz R también inhibe la expresién de proteinas LEAs y dereserva (Fig. IV 8) y
promueve la actividad del promotor Lhcb1*2 en luz RL en las plantulas, tres dias después del R
(Mazzellaet al., 2005). Estos cambios estén asociados con la primera etapa de la regulacion de
laexpresion de ABI3, 1o que indica que ABI3 esté involucrado en la modulacion, mediada por la
luz percibida en las semillas, de la expresion de estos genes en las plantulas.

Laintensidad del efecto del R, medida como la pérdida de actividad del promotor ABI3 en
plantulas de dos dias, es dependiente del tiempo de exposicion de las semillasalaluz (Fig. IV
11). Estasefia, que tiene su origen antes de la germinacién y que es transmitida a la plantula, no
es laforma activa de los fitocromos, ya que un pulso de luz RL 16 h después del tratamiento con
luz R no es capaz de revertir la disminucién de la actividad del promotor ABI3 (Fig. 1V 12). Una
posibilidad que la sefia luminica percibida por el PHY B pueda inducir cambios en la estructura
de la cromatina de las células de la semilla, y que estos se conserven alo largo de sucesivas
divisiones celulares, transmitiendose a la siguiente fase de desarrollo y en consecuencia,
modificando la expresién de los genes enla plantula.

ABI3 modulalas respuestas al RL mediada por € PHYA (Fig. IV 6y 13). Ademas, €
ambiente luminico percibido por la semilla afecta la respuesta a los pulsos de luz RL en la des-
etiolacion (Fig. 1V 14). En conjunto, estos resultados demuestran que laluz percibida por la
semilla modula, por lo menos en parte a través de cambios en la expresion de ABI 3, larespuesta a
laluz de las plantulas derivadas de estas (Fig. 1V 17). Es probable que si una semillagerminaen
oscuridad, en la profundidad del suelo, la acumulacion de proteinas de reservay la detencion de
programas de desarrollo relacionados con un estado autétrofo tenga como consecuencia un
aprovechamiento més eficiente de energia, hasta que la plantula alcance la superficie del suelo.
En cambio, s la semilla ha sido expuesta laluz, y se han establecido atos niveles de fitocromo

activo, la plantula se encontraria, con alta probabilidad, cerca de la superficie, y estaria
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capacitada a responder de manera eficiente a los rapidos cambios en € entorno luminico.
Entonces, el ambiente luminico percibido por la semilla genera una sefial que es transmitida a

siguiente estadio de desarrollo, anticipando a la plantula a las condiciones del entorno mas

probables para sucrecimiento.
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percibido por la
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Fig.1V 17. Modelo propuesto para larelacion entre el ambiente luminico percibido

por la semillay la expresion de genesy respuesta a la luz de las plantulas.

CONCLUSIONES

proteinas de reserva, la adquisicion de tolerancia a la desecacién, dormicion e inhibicion de la

germinacion de las semillasy latransicion del crecimiento vegetativo al reproductivo de las

plantas.

El ABA regula numerosos aspectos del desarrollo de las plantas, como ser la sintesis de

132



Capitulo IV: Discusion y Conlusiones

En e caso de semillas con dormicion impuesta por las cubiertas, lainhibicion de la
germinacion por ABA puede estar relacionada tanto con €l bloqueo del crecimiento del embridn
como del ablandamiento del endosperma. Se sabia que en D. ferox e ABA inhibe la germinacion
por una LFR y que este efecto esta asociado con el bloqueo por el ABA del potencial de
crecimiento del embrion. En tabaco, Pinus, y lechuga la promociénde la germinacion por los
fitocromos involucra la disminucion de los contenidos de ABA en semillas. Por otro lado, la
interaccion entre el ABA 'y los fitocromos también habia sido observada durante el desarrollo de
las plantas; por ejemplo, en Lemna gibba los fitocromos inhiben la expresion de genes a través de
la disminucién de los contenidos de ABA, y la expresién de genes fotosintéticos en respuesta a
luz esinhibida por esta hormona en tomate, sojay Lemna. Hasta el momento, se desconocian las
relaciones entre la accidn de los fitocromos y la de los genes ABI 1, ABI3, ABI4, ABI5, ERAly
DET3 en € fotocontrol de la germinacion, asi como en €l desarrollo de las plantulas.

L os resultados descriptos en este capitulo demuestran por primera vez que (a) enD. ferox,
el antagonismo ABA-citocininas en la promocion de la germinacion por luz esta asociado a
cambios en larespuestaa GA de las células del embridn; el ABA disminuye larespuestaa GA
para el estimulo del potencia de crecimiento por R, mientras que |as zeatina suprime € efecto del
ABA (b) En Arabidopsis, la accién de los fitocromos en la germinacién esta modulada por ABI4
y ERAL, componentes de la sefializacion del ABA (c) El antagonismo entre componentes de
sefiaizacion del ABA 'y los fitocromos es observado ademés en plantulas, y mientras ABI5 y
DETS3 interaccionan con la via de transduccion dependiente de | os fitocromos estables, ABI3 y
ABI4 interaccionan con la via de transduccion iniciada por € PHYA. (d) La pérdida de funcion
de ERA1 afect6 en forma general las respuestas alaluz de las plantulas, indicando que este gen
interaccionaria con componentes comunes a varios fotorreceptores en la desetiolacion (e)
Ademéas de controlar la germinacién, la luz percibida por las semillas a través de los fitocromos
genera una sefid que se transmite a otras fases del desarrollo del individuo, modulando, através

de cambios en la expresion de ABI 3, la respuesta a la luz de las plantulas.
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Una planta tipica puede considerarse como una red de millones de células organizadas en
tgjidos y numerosos meristemas con la capacidad de influenciarse unos a otros. En este sentido,
no existe un tejido que gerza un control centralizado obvio sobre el organismo, y las respuestas
de las plantas emergen entonces como una propiedad de un sistema de célulasy tejidos
integrados como un todo. Estas influencias requieren de una comunicacion, y las sefiaes
involucradas comprenden un rango amplio de naturaeza, desde la fisica por g emplo, sefiales
gaseosas, mecanicas eléctricas y osméticas, ala quimica las cuales involucran, por g emplo,
proteinas, acidos nucleicos, oligo-nucledtidos, oligo-sacarinas asi como hormonas, azlicares,
aminoéacidos y minerales (Trewavas, 2005).

Por su naturaleza sésil, 1as plantas poseen respuestas extraordinariamente plasticas a su
ambiente. Esta plasticidad fenotipica es una caracteristica que permite a la planta gjustar su
desarrollo en funcién de las caracteristicas de su ambiente, maximizando sus probabilidades de
sobrevivir y laproduccion de semillas, dentro de las restricciones impuestas por su entorno y sus
caracteristicas genéticas. Se cree que los cambios fenotipicos de las plantas promovidos por
sefiales ambientales estan dirigidos hacia € desafio futuro de mejorar su fitness (Trewavas,
2005). Por g emplo, como se menciond en laintroduccion, en canopeos en crecimiento,
numerosos cambios morfol dgicos se anticipan a la competencia por laradiacién, debido ala
percepcion de la disminucion de larelacion R/RL en la radiacion lateral por |a vegetacion vecing,
aln antes que exista sombrado mutuo entre las plantas (Ballaré et al., 1987; Ballaré et al., 1991).
Asimismo, los patrones espaciales y temporales de la salida de la dormicién son cruciales para €l
éxito futuro de las nuevas plantulas en su hébitat (Benech-Arnold et al., 2000).

L as semillas de numerosas especies son dispersadas desde la planta madre con diferentes
grados de dormicion. La presencia de dormicion contribuye ala distribucién de la germinacion
delosindividuos en € tiempo, através de la dependencia de la ruptura de la misma por factores
ambientales. Por gemplo, la dormicién de muchas especies es terminada cuando las semillas son
expuestas por semanas 0 meses atemperaturas de 1-5 °C. Como estas temperaturas suelen estar
presentes solo en e invierno, una gran proporcién de las plantulas originadas a partir de estas
semillas emergerén entonces en primavera, y se estableceran durante los meses més favorables.
La dormicién puede también llevar a la distribucion de la germinacion en €l espacio, otro aspecto
de su importancia biolégica. Por g emplo, en las especies en que la dormicion es terminada por la

luz, lagerminacion y emergencia de plantulas ocurrira con mayor probabilidad en situaciones
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donde la competencia no seré tan acentuada, por jemplo, luego de la aperturade un claro en €
canopeo (Bewley y Black, 1994). En algunas especies el comportamiento de las semillas est4
determinado por una combinacién de estos factores. por gjemplo, en Polygonum aviculare, la
exposicion de las semillas a las bajas temperaturas durante meses disminuye su grado de
dormicién, lo que esta asociado a un incremento en la sensibilidad a la luz como factor
terminante de ladormicion (Batllay BenechtArnold, 2005). Entonces, una gran proporcion de
las plantulas emergeran en primavera, probablemente en claros del canopeo. Estas observaciones
ponen en evidencia larelevancia del comportamiento de la semillaen el éxito del establecimiento
de la plantula en su ambiente. Los patrones de comportamiento descriptos involucran unared de
sefializacion celular complgla (Koornneef y Karssen, 1994), de la cual recién estamos
empezando a descubrir algunos de sus componentes y sus funciones en sus diversos contextos
fisolégicos. Ademas, involucran comunicaciones entre distintos tipos celulares del organismo,
asi como entre distintos estadios de su desarrollo. Se ha observado frecuentemente que las
hormonas participan en esta clase de comunicacion Entonces, es [0gico pensar que laregulacion
coordinada del desarrollo de 6rganos y tegjidos, asi como la induccion de procesos fisioldgicos en
respuesta a factores ambientales, requiere un didogo entre hormonasy las vias de transduccion
de sefiales generadas por los factores externos. Por gjemplo, los contenidos de giberelinas en las
semillas estdn modulados al meros por la accién de dos fitocromos estables (Y amaguchi et al.,
1998), y probablemente por el PHY A (Burgin et al., 2001).

Enlos Capitulosl!l y 111 se hademostrado por primeravez que laregulacion de la
respuesta de la germinacion a las giberelinas en la germinacion es un proceso estrictamente
regulado, el cual involucra una compleja interaccidn entre fotorreceptores, y comprende procesos
gue involucran la expresion diferencial de genes en distintostipos celulares de las semillas. En
particular, se ha observado una jerarquia entre los fotorreceptores que regulan la respuesta a las
giberelinas parala germinacion, siendo el PHY B € principal promotor de la respuesta, mientras
gue el PHYE y aparentemente el PHY C contribuyen en esta accion, y el PHY D gjerce una accion
antagonica. Estas observaciones ilustran tres propiedades del sistemainvolucrado en la
percepcion de la sefial luminica que modula la respuesta a las giberelinas en las semillas; 1) un
cierto nivel de redundancia en la accién de distintos componentes 2) una fuerte jerarquia entre los
mismosy 3) relaciones antagonicas en su funcidn. Se cree que la redundancia de genes en un
proceso de desarrollo es una fuente de estabilidad, en este sentido, puede visualizarse que

diversas proteinas estén presentes en cierta abundancia g erciendo funciones que se solapan, y s
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unafalla, otra puede complementar su accion, aportando soluciones “a prueba de fallas’ en e
sistema (Trewavas, 2002). Lajerarquiaentre fotorreceptores podria abrir 1a posibilidad que la
respuesta a las giberelinas esté modulada por diversos fotorreceptores de acuerdo a estado
fisioldgico de la semilla. Por ejemplo, poco después que las semillas son liberadas de la planta
madre, la sensibilidad a las giberelinas esta controlada principalmente por e PHYB, y amedida
gue € nivel de dormicién disminuye, otros fotorreceptores, por gemplo el PHYEy PHYC,
podrian cobrar una mayor importancia en relacién con PHY B. En consecuencia, la modulacion
de lasensibilidad a las giberelinas por laluz alo largo de la historia de la semilla estaria mediada
através de distintas combinaciones o interacciones entre fotorreceptores, variando su intensidad
de respuesta a distintas cantidades de flujo, calidad o duracion de laluz. En este sentido, los
resultados de Yang et a., (1995) son muy interesantes, ya que describen laregulacion de la
respuesta a las giberelinas por otros fotorreceptores distintos al PHY B en semillas que poseen
aparentemente un bajo nivel de dormicion. Las interacciones negativas entre fotorreceptores
también proveerian una regulacion mas fina de larespuesta'y por lo tanto, mayor homeostasis a
sistema (Trewavas, 2002).

Una vez percibido e estimulo luminico, la modulacionde la sensibilidad a las giberelinas
de las semillas de Datura ferox esta asociada con la produccion de un factor embrionario,
probablemente una citocinina, que estimula la respuesta a las giberelinas de las células del
embrion y endosperma micropilar (Capitulo I1). Laluz R estimula la respuesta a las giberelinas
en estos dos sitios de la semilla, y las vias de sefidizacion que intervienen en cada caso
aparentemente no son idénticas. La accion de los fitocromos involucra cambios en los niveles de
transcriptos de DIMYB y DfPHOR en & endosperma micropilar, y estos cambios no fueron
detectados en & embrion (Fig. 11 12-13).  Estos resultados indican un patron complgjo en la
interaccion entre laluz y la sefidizacion de las giberelinas, € cua involucraria distintos
componentes de esta via de sefializacion, dependiendo del tipo celular donde esta se lleva a cabo.
Este patron cobra mayor complejidad a tener en cuenta que, si bien la sefial ambiental que regula
la acumulacion de mensagjeros de DIMYBy DfPHOR es la misma, -laluz R, las sefides
enddgenas que median este control son diferentes en cada caso. Laacumulacion de mensgjeros
de DfMYB es regulada por un factor embrionario, con caracteristicas similares a aquel que
estimula la respuesta a | as giberelinas en la geminacion. Por otro lado, DFPHOR aparentemente
es regulado por las giberelinas sintetizadas en e embridn, en respuestaalaluz R (Fig. 1 14).

Teniendo en cuenta que existe una redundancia de fotorreceptores en el control de larespuesta a
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las giberelinas en la germinacion (Capitulo 111), es interesante investigar si la regulacion de
DfMYBy DfPHOR podrian estar mediadas por la accion de distintos fitocromos en las semillas.
Asimismo, el aisamiento de genes involucrados en la modulacién de la respuesta alas
giberelinas en & embridn y su estudio en relacion con la accidn de laluz son interesantes
perspectivas en este campo.

Es importante remarcar la relevancia de encarar este tipo de estudios en distintos grupos
celulares de las semillas. En el caso de andlizar la expresion de estos genes en semillas enteras,
puede haber pérdida de informacion sobre la localizacion de estos cambios, o alin peor, debido a
que los transcriptos provenientes del endosperma micropilar constituyen una pequefia fraccién de
los transcriptos totales de la semilla, 1os cambios en la acumulacion de mensajeros observados en
el endosperma pudieron haber sido indetectables s se analizaba en las semillas como un todo. En
este sentido, D. ferox constituyé un modelo experimental excelente para estudiar estos procesos

separadamente en cada sitio de la semilla.

En Datura ferox, la regulacion de la germinacion por los fitocromos involucra
aparentemente multiples puntos de accion hormonal. Las giberelinas promueven el aumento del
potencial de crecimiento del embrion (Fig. |1 4), mientras que e ABA inhibe este proceso (Fig.
IV 2). Las citocininas promueven la accion de las giberelinas y suprimen el efecto del ABA
sobre las cdlulas del embrién (Fig. 11 5y 1V 3). Es posible que, en presenciade luz R, €
incremento en los contenidos de giberelinas y la liberacion de citocininas en las semillas,
supriman €l efecto del ABA sobre el potencial de crecimiento, y esto contribuya, entre otros
procesos, a aumento de la capacidad de expansion del embridn. Por otro lado, el ablandamiento
del endosperma, otro paso indispensable para que ocurra germinacion, seria promovido por una
LFR a menos en parte através del incremento de los contenidos de giberelinasy citocininasen el
endosperma micropilar.

AUn se desconoce s €l efecto de las citocininas en lainhibicion de la accion del ABA esta
vinculada a una interaccién directa entre la via de transduccién de estas hormonas, S se debe a un
efecto indirecto a través de la promocion de las respuestas a las giberelinas, 0 a una combinacion
de estas dos posibilidades. En Arabidopsis se han demostrado algunas bases moleculares que
median la interaccion entre ABA y giberelinas en semillas. Por giemplo, las giberelinas regulan
negativamerte un nimero importante de genes durante la germinacién, y muchos de estos genes

contienen motivos ABRE en sus secuencias promotoras (Ogawaet al., 2003), los cuales son un
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sitio de union afactores de transcripcion que regulan positivamerte la accion del ABA. La
incubacién de semillas deficientes en giberelinas gal-3 con GA4 regula negativamente la
acumul acion de transcriptos de ABI3 y ABI5 (Ogawaet al., 2003). Esto demuestra que las
giberelinas antagonizan la accién del ABA al menos en parte regulando negativamente la
expresion de ABI3y ABI5. En la capa de aleurona de cereales, la proteina PKABA lacual es
inducida por el ABA, regula negativamente la expresion de GAMY B, un modulador positivo de
larespuesta a las giberelinas en ese tgjido (Cadenas et al., 2001).

En estatesis, se hademostrado que en Arabidopsis, ABI4 y ERAL, los cuales son
componentes de la sefializacion del ABA, modulan la accion de los fitocromos en la germinacion
(Fig. 1V 4). Aln no existe informacion sobre la posible interaccion entre ABI4, ERAL Yy las
giberelinas en las semillas, pero presumiblemente estos podrian afectar la respuesta alaluz
participando en la via que promueve la disminucion de la respuesta a las giberelinas por € ABA.
Los genes CKH1-1y CKH2-1, involucrados en la respuesta a las citocininas en cultivo in vitro,
regulan la respuesta a las giberelinas en semillas (Fig. |1 16y 17). El estudio de posibles
influencias entre estos genes en las semillas, asi como lainfluencia de laluz y las hormonas en su
expresion, es una interesante estrategia para avanzar en el conocimiento en las relaciones entre €
ABA, citocininas, giberdlinas y luz en la germinacion.

El incremento en la sensibilidad a las giberelinas de ckhl-1y ckh2-1 estuvo asociado a
una mayor sensibilidad a la luz para la germinacién en comparacion con Ler (Fig. |1 17-18).
Recientemente, se ha demostrado que la mutacion en e gen LEP (del inglés LEAFY PETIOLE),
reduce la respuesta a las giberelinas en la germinacion, indicando que este gen es un regulador
positivo de la sefidizacion de las giberelinas en las semillas (Ward et al., 2006). Por otro lado, la
pérdida de funcion del gen PIL5 promueve la sensibilidad alaluz en la germinaciéon (Ohet al.,
2004), y luego de la incubacién en frio, las mutantes pil5 no requieren luz para germinar
(Penfield et al., 2005). Es un desafio interesante estudiar la interaccion entre CKH1-1, CKH2-1,

LEP y PIL5 en la promocion de la germinacion por luz.

Unavez ocurrida la germinacion, la plantula emerge del suelo, ocurriendo uno de los
procesos mas criticos para su establecimiento; la des-etiolacion. A diferenciade lo que ocurre en
las semillas, en este nuevo estadio de desarrollo las giberelinas actlian en forma antagonica con la
via de sefidizacion de laluz, reprimiendo la fotomorfogénesis en oscuridad (Alabadi et al.,

2004). En contraste, la interaccion entre la accion de los componentes de sefiaizacion del ABA 'y
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la de los fitocromos en las plantulas conserva un patrén similar al observado en las semillas, en €
cual los componentes que regulan positivamente la accién del ABA regulan negativamente la
sengbilidad a laluz de las plantulas. En esta interaccion, algunos componentes analizados como
ser ABI3, ABI4, ABI5 y DET3 interactian con vias de transduccion generada por fitocromos
especificos; por ggemplo, la pérdida de funcion de ABI3 o ABI4 afecta solamente laVLFR,
mientras que |la pérdida de funcién de ABI5 o DET3 afectala LFR de los fitocromos (Fig. IV 6).
Ademas, ABI 3 interaccionaria con la sefidlizacion de los fitocromos en las pléantulas pero no en
semillas (Fig. 1V 4-6 y 13). En cambio, la pérdida de funcion de ERA1 modifico larespuestaala
luz tanto de las semillas como de las pléntulas. En las plantulas, la mutacion eral-2 afect6 a
todos los modos de accion de los fitocromos (Fig. IV 4y 7).

Esto ilustra una extraordinaria diversidad de interacciones entre sefial es ambiental es,
hormonas y componentes de su via de transduccion, las cuales dependen, en muchos casos, del
tipo celular o estadio de desarrollo donde estas ocurren.

Estas interacciones pueden comenzar en un determinado estadio (por gemplo, la semilla)
y culminar desencadenando un proceso determinado en ese mismo estadio (por giemplo, la
promocion o inhibicion de la germinacidn), o podrian, hipotéticamente, extenderse alo largo de
diversas fases del desarrollo del individuo. En estatesis se aporta la primera prueba que, €
ambiente luminico percibido por la semilla no s6lo modula su germinacion, sino que también
influye en larespuesta ala luz de las plantulas derivadas. La anticipacion a ambiente luminico
de la plantula a través de la percepcion de laluz en la semillainvolucra la acciéon de ABI3
(Capitulo 1V). Ademas, esinteresante notar que en este efecto, la accion de un determinado
fotorreceptor, en este caso e PHY B de la semilla, influenciala accién de otro fotorreceptor, e
PHYA en las plantulas. Este hallazgo da origen a laidea que una determinada respuesta
fisiol6gica de un individuo, més que ser un hecho gue emerge aislado en € tiempo, es €l resumen
de una serie de procesos que tienen lugar alo largo de la historia de su desarrollo, los cuaes
estarian intercorectados y registrados en una memoria celular. En este contexto, se ha
demostrado que laimbibicion de la semilla aporta una sefial capaz de sincronizar €l patron
circadiano de acumulacién de mensajeros del gen de una catalasa CAT2 en plantulas de
Arabidopsis (Zhong et al., 1998). Asimismo, se ha observado unarespuesta circadianaalaluz R
para la promocion de la germinacion en semillas de apio, la cua aparentemente es establecida
durante el desarrollo de la semillay reiniciada durante su imbibicion (Thomas, 2002).
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L as plantas dominan préacticamente todos |os paisajes, representando el 99% de la
biomasadelaTierra. Algunas décadas atrés comenzamos a entender la dindmica excitante del
comportamiento de estos organismos en relacion con su ambiente, y una parte de |os procesos
fisiolégicos involucrados. Recién ahora estamos visualizando algunas de las bases bioquimicas y
moleculares de los mismos. Aun queda mucho por conocer. Los avances en genéticay biologia
molecular han aportado en los Ultimos 5 afios una amplia informacion sobre la composicion del
genoma de las plantas, abriendo la posibilidad de nuevos abordajes en lafisiologia vegetal. Esun
desafio actual utilizar estainformacion con el fin de avanzar en el conocimiento sobre el
funcionamiento del organismo como un todo, asi como sus respuestas en relacion con los

cambios en su ambiente natural.
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