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4. DISCUSSIO







DISCUSSIO

En plantes cultivades en llum, la proximitat vegetal provoca una disminucié de la
rad F:FR que és captada pels fotoreceptors fitocroms, desencadenant un ampli conjunt de
respostes fisioldgiques i canvis en el desenvolupament de la planta, conegudes com la
SAS. Per a la desetiolacid, el primer gran canvi en el desenvolupament vegetal induit per
llum després de la germinacié i que ha estat ampliament estudiat genéticament, s’ha
postulat I'existéncia d’una xarxa transcripcional complexa que transdueix el senyal luminic
captat pels fitocroms fins als canvis fisioldgics tipics de la planta en aquest procés. En
aquesta transduccié del senyal, els fitocroms regularien rapidament I'expressido génica
mitjancant I'accés directe al promotor de gens fotoregulats que son dianes directes seves.
Tal i com es proposa per a la desetiolacié de les plantules (figura I.10), la nostra hipotesi
era que el fitocrom també transduiria el senyal luminic per implementar les respostes de
la SAS modulant rapidament una cascada transcripcional.

Canvis moleculars associats a la SAS: identificacio dels
gens PAR

En aquest treball es mostra com, d’acord amb aquesta hipotesi, I'ombra simulada
també resulta en la induccié de l'expressié geénica. Concretament, ens hem centrat en
8 gens (ATHB2, ATHB4, GAI, HAT2, PAR1, PHYB, PIL1 i RIP) |'expressié dels quals és
rapidament induida per la SAS en arabidopsis (figures R.3 i R.24). Els canvis d’expressié
d’aquests gens constitueixen un conjunt de fotorespostes moleculars que, a diferéncia de
les fisiologiques, ocorren rapidament per sota de l'accié dels fitocroms. Per tant, poden ser
utilitzades com marcadors moleculars primerencs de I'accié d’aquests fotoreceptors.

Les analisis d’expressidé dels PARs en plantules irradiades amb diferents raons R:FR
(figura R.4) i els tractaments d’ombra simulada en les linies de sobreexpressidé de
fitocroms, juntament amb els aplicats a les linies mutants phyB i hy4-1 (figures R.5, R.6
i R.7) ens permeten concloure que la regulacid de l'expressié dels PARs per ombra
simulada és exclusivament dependent dels fitocroms. Aix0 concorda amb la bibliografia
gue descriu als fitocroms com els fotoreceptors responsables de la captacio de la radé R:FR
i de la iniciacié de la transduccié del senyal que donara lloc a les respostes de la SAS
(Franklin i col., 2003b).

Hem demostrat que alguns d’aquests gens (concretament ATHB2, ATHB4, GAI,
PAR1, PHYB i PIL1) son dianes directes dels fitocroms, basant-nos en 4 dades principals:
(1) la correlacié negativa entre els nivells de Pfr i la seva expressio, (2) la rapida cinética
de la seva regulacié dependent de llum, (3) la rapida resposta dels seus promotors a
I'ombra simulada, i (4) el patré independent de CHX de la seva expressié fotoregulada. A
continuacié es desenvolupen en detall.



La primera evidéncia, confirmaci6 de la nostra hipotesi de partida per la
identificacié dels gens PAR, és la correlacid inversa entre la forma Pfr del fitocrom (o la rad
R:FR) i els nivells de transcripcié6 dels PARs (figures R.4 i R.24). Aquests resultats
recolzen la idea que la induccié de I'expressié dels gens PAR per I'ombra simulada és un
alliberament de la repressid que exerceix la forma activa dels fitocroms (figura R.1C).
Consistentment, nivells elevats de fitocroms en les linies AOX i ABO resulten en una baixa
transcripcié dels PARs tant abans com després del tractament d’ombra simulada (figura
R.5), i I'abséncia de phyB resulta en un moderat increment de la transcripcié dels PARs
abans del tractament d’'ombra simulada (figura R.6). No hem pogut relacionar els nivells
baixos de phyB amb els nivells d’expressié dels PARs després del tractament d’ombra
simulada, ja que hi ha una variacié en els nivells d’expressié d’aquests gens respecte a les
Oh. Alguns d’ells, com PIL1, mostren una expressié major després del tractament d’ombra
simulada, mentre que d‘altres, com ATHB4, estan clarament reprimits després del
tractament. Una possible explicacié seria que a 0Oh l'expressid dels PARs ja es troba
desreprimida en els mutants phyB degut a lI'abséncia de phyB, de manera que només
detectarem induccié de l'expressié després del tractament d’'ombra simulada per aquells
PARs que es trobin reprimits per altres fitocroms fotoestables. No obstant, aquests
resultats son consistents amb la nostra hipotesi de partida, explicant el fet que un mateix
estimul luminic (llum FR) reguli I'expressié d’'un conjunt de gens (els PAR) de manera
contraria en dos processos fisiologics diferents: la desetiolacié i la SAS (figures R.1, R.2 i
R.3).

Com es mostra per primer cop a les figures R.1 i R.5, la induccié per ombra de
I'expressid dels PARs és ja evident 0.5h després del tractament d’ombra simulada, essent
aquest el punt maxim d’expressié per alguns dels PARs, com és el cas d’ATHB4. Tot i que
en aquest treball no s’ha analitzat I'expressié dels PARs a temps més curts que 0.5h de
tractament d’'ombra simulada, els autors que van descriure per primer cop la induccié per
ombra de I'expressié d’ATHBZ2 i PIL1 mostren que aquesta ja és evident als 15 i 8 min. de
tractament respectivament (Carabelli i col., 1996; Salter i col., 2003). Per tant, és
possible que la induccié de I'expressid dels PARs per ombra simulada sigui fins i tot més
rapida que 0.5h. La rapidesa d’aquestes induccions recolza la possibilitat d'una regulacié
directa de I'expressié dels PARs per part dels fitocroms. A més,la induccié de I'expressid
dels gens PAR es manté relativament alta almenys durant 24h des de I'inici de I'estimul de
llum (figures R.58 i R.59).

En els nostres experiments hem vist que la regié de 1 kb corrent amunt del codo
ATG d'ATHB2, ATHB4, GAI, PAR1 i RIP és suficient per conferir fotoregulacié rapida a un
gen reporter (figura R.12). Aquests experiments indiquen que la fotoregulacié dels PARs
es déna, almenys en part, a nivell transcripcional. Per al procés de la desetiolacié s’ha
proposat, com un dels mecanismes de la senyalitzacié dels fitocroms, l'activacié de
cascades transcripcionals per vies tant dependents com independents de PIF3 (Tepperman
i col., 2001). Com s’ha explicat a la introduccié, PIF3 pertany a la gran familia bHLH de
proteines, moltes de les quals s’han mostrat que poden unir in vitro el motiu de la G-box



(Martinez-Garcia i col., 2000; Huqg i Quail 2002; Huq i col., 2003). No obstant, la
rellevancia funcional d’aquest motiu per l'activitat de PIF3 i/o altres bHLHs relacionats en
planta encara no ha estat demostrada. A més de les vies d’activacié génica, dades de
micromatrius suggereixen l'existéncia d’una altra via iniciada per la repressié primerenca
de la cascada transcripcional (Tepperman i col., 2001). Aquesta via podria exemplificar-se
amb els gens PAR. Actualment, tant la possibilitat de que uns mateixos PIFs puguin
funcionar com activadors o repressors transcripcionals, depenent de promotors especifics
(Kim i col., 2003), com la possibilitat de que els PIFs implicats en la via de repressié siguin
diferents dels que actuen com a activadors de la transcripcié estan obertes. Cap de les
regions promotores dels PARs analitzades (figura R.12) conté elements G-box, el que
suggereix que factors semblants a PIF3 no estan implicats en la repressiéo primerenca
d’aquests gens PAR pels fitocroms. Les delecions seriades del promotor d’ATHBZ2 (figura
R.13) ens han permes acotar la capacitat de fotoregulacié d’aquest promotor concret a
una regié de tant sols 100 pb, indicant la preséncia en aquesta regiéo d‘alguns,
possiblement no tots, dels elements responsables de la fotoregulacié d'aquest gen.
L'estudi detallat d'aquesta regid (mitjancant mutagénesi puntual o clonatge seriat de la
mateixa davant gens reporters, per exemple) en un futur podria dur-nos a la identificacié
dels elements responsables de la fotoregulacid d’ATHB2, possiblement mai descrits
anteriorment. D’identificar-se aquests elements, podria estudiar-se la seva preséncia en
els promotors de la resta de PARs o d'altres gens fotoregulats, la qual cosa, de resultar
positiva, suposaria la classificacié d’ATHB2 i altres elements en una branca comu en la
xarxa de transduccio de la llum. Aquests estudis dels promotors dels PARs obren doncs la
porta a la recerca de nous elements implicats en la fotoregulacié génica.

Finalment, la independéncia de CHX de |'expressio fotoregulada d’ATHB2, ATHB4,
GAI, PAR1, PHYB i PIL1 indica que aquests gens son dianes directes dels fitocroms
(figures R.10 i R.24). Per identificar gens diana primaris d’un factor de transcripcié (FT)
sutilitza normalment la fusié entre el FT i el receptor de glucocorticoides (GR), controlant
aixi I'activitat transcripcional del FT regulant la seva translocacié nuclear aplicant DEX, un
glucocorticoide sintetic. L'Us d’aquestes linies induibles s'ha combinat amb tractaments de
CHX per bloquejar la sintesi de novo de proteines (Ohgishi i col., 2001; Sawa i col., 2002).
Quan la CHX s’aplica junt amb la DEX, només es veuen afectats els nivells de transcrit
dels gens diana primaris dels FTs. L’expressié dels gens diana primaris és doncs
independent de CHX, mentre que |'expressié de gens secundaris és dependent de CHX.
Aguesta aproximacié, a part de per a l'estudi de FTs, també ha estat utilitzada per
proteines sense dominis coneguts d’unié al DNA que necessiten ser al nucli per tenir
activitat senyalitzadora, com CONSTANS (Samach i col., 2000). En aquesta tesi la
configuracio experimental utilitzada per identificar gens diana primaris dels fitocroms in
vivo varia una mica de la que acabem de descriure, ja que |'activitat transcripcional esta
controlada per ombra simulada enlloc de per la translocacié nuclear (figura R.8). L'ombra
simulada modula el fotoequilibri dels fitocroms (que ja es troben al nucli en plantes
cultivades en Wc i, subseglientment, la seva habilitat a unir diferents PIFs (figura R.8A,
B). Aixi, en preséncia de CHX, estem monitoritzant els efectes immediats (independents



de traduccid) de la desaparicié induida per ombra dels Pfr-PIF sobre |'expressié dels gens
PAR (representat a la figura R.8C). Aquesta aproximacid experimental ha estat posada a
punt utilitzant la linia LhGR-N(4c), en la que la localitzacié nuclear del factor LhGR i per
tant I'expressié de la seva diana directa, el gen reporter GUS, depén de I'aplicacié de DEX.
Aixi, vam establir que l'aplicaci6 de CHX 2h abans de l'aplicaci6 de DEX bloquejava
eficientment la sintesi de novo de proteina GUS (figura R.9), pel que vam decidir aplicar
CHX 2h abans del tractament d’ombra simulada en els nostres experiments. Utilitzant
aquest disseny experimental, observem que la rapida resposta fotoregulada d’ATHBZ2,
ATHB4, GAI, PAR1, PHYB i PIL1 és CHX independent (figures R.10 i R.24), suggerint que
aquests gens son dianes primaries de l'accié dels fitocroms en plantules cultivades en
llum. Dels nostres resultats no podem discriminar si la forma activa dels fitocroms uneix
als promotors dels gens PAR via PIFs especifics, si evita que altres PIFs accedeixin als
promotors d’aquests gens, o si es requereixen altres esdeveniments bioquimics
addicionals simultanis per traduir el senyal de la llum en canvis en I'expressié dels PARs.

El patré similar de regulacié de |'expressiéo d’ATHB2, ATHB4, GAI, PHYB, PARI1, i
PIL1 pels fitocroms durant la SAS i la desetiolacio recolzen la possibilitat de que aquests
siguin gens diana primaris de |'accié dels fitocroms en ambdues respostes de la plantula,
malgrat que no ho hem investigat directament. De complir-se aix0, concordaria amb la
idea desenvolupada en sistemes animals de l'existéncia del que s’anomenen cassets
genics funcionals: grups de gens amb funci6 en un procés determinant del
desenvolupament utilitzats també per fer funcions semblants en altres etapes del
desenvolupament (Jan i Jan, 1993). Es a dir, alguns dels PARs, que estan rapidament
regulats durant la desetiolacié i durant la SAS, podrien constituir un casset funcional que
participa en la regulacié d'aquests dos processos. Aix0 perd, no vol dir que tots els
mecanismes moleculars requerits per la fotoregulaci6 dels PARs hagin d’estar
completament conservats en aquests dos processos. De fet, com es discutira més
endavant, COP1 participa en la fotoregulacié d’ATHB2, ATHB4, GAI, PAR1, i PIL1 per
ombra simulada, mentre que no juga un paper important en la repressié primerenca
d’ATHB2, PAR1, i PIL1 durant la desetiolacié (figures R.20 i R.21).

Les analisis genétiques realitzades en l'estudi de la desetiolacid de plantules
d’arabidopsis han establert una jerarquia en els factors implicats en la transduccié del
senyal luminic. Aixi, existeixen intermediaris de la senyalitzacié de la llum primerencs i
tardans, especifics d’un fitocrom o comuns per a més d’un fitocrom (figura I.13) i/o per a
més d’un fotoreceptor. La classe de mutants constitutivament desetiolats cop/det/fus han
mostrat ser els més epistatics a tots els fotoreceptors, i s’ha proposat que actuen en les
etapes més tardanes de la senyalitzacié luminica (Quail 2002a; Schéfer i Bowler 2002;
Chen i col., 2004). Malgrat aquesta informacid, no hi ha molta informacié sobre el paper
d’aquests factors, identificats geneticament, en la xarxa transcripcional iniciada pels
fitocroms en la desetiolacié (figura I.10) o altres respostes fotomorfogéniques com les de
la SAS.



Nosaltres hem mostrat que DET1, que actua junt amb COP1 regulant la degradacio
de FTs implicats en la senyalitzacié luminica (Yanagawa i col., 2004), participa en la
fotoregulacié d’ATHB2, ATHB4, GAI, PAR1 i PIL1 per l'ombra simulada (figura R.23). Aixi,
veiem que alguns factors (COP1 i DET1) identificats genéticament i considerats com a
reguladors tardans de la transduccié del senyal luminic durant la desetiolacio també
juguen un paper primerenc en alguns esdeveniments de la transduccié de la llum en la
SAS, ja que els seus mutants, tot i percebre la llum, presenten les respostes de la SAS,
tant fenotipiques com moleculars, alterades (figures R.20 i R.23).

Dades recents indiquen que COP1 regula primerencament diferents processos
durant la senyalitzacié dels fitocroms. COP1 regula I'acumulacié del factor interactor dels
fitocroms PIF3, que participa en la regulacié directa pels fitocroms de I’'expressié de gens
fotoregulats, en el nucli en plantules etiolades (Bauer i col., 2004). També s’ha descrit la
degradacié dependent de COP1 del producte geénic de HFR1 durant la desetiolacié (Duek i
col., 2004). En aquest treball nosaltres mostrem que COP1 provoca canvis en |'expressio
genica dependents d’'ombra per |'accié dels fitocroms en plantes cultivades en llum (figura
R.20). El fet que COP1 estigui actuant en alguns esdeveniments de la senyalitzacié
primerenca dels fitocroms durant la desetiolacié i/o durant l'inici de la SAS pero no en tots
implica que algunes respostes mediades pels fitocroms podrien ser independents de COP1.
De fet, el control de la germinacié de llavors pels fitocroms no depén de COP1 ja que no
esta afectada en els mutants copl (Deng i col., 1992) i phyB és epistatic sobre COP1 en el
procés d’obertura dels cotiledons durant la desetiolacié per llum R (Boccalandro i col.,
2004). Consistentment, els nostres experiments mostren que COP1 no és requerit en la
repressié primerenca de |'expressido dels PARs durant la desetiolacié (figura R.21),
mentre que si que ho esta per la modulacié de la fotoregulaci6 per ombra d’ATHBZ2,
ATHB4, PAR1 i PIL1, és a dir, que participaria primerencament en la transducci6 del senyal
luminic via PARs durant la SAS pero no durant la desetiolacidé. La conclusié extreta dels
nostres experiments de que COP1 esta actuant primerencament en la regulacié de la
transduccio del senyal luminic iniciada pels fitocroms en la SAS no és, pero, incompatible
amb la possibilitat de que COP1 actui en etapes més tardades de la senyalitzacié d’aquests
fotoreceptors.

Altres factors (com HY5) en canvi, només juguen un paper en la desetiolacid. Aixi,
els mutants hy5 no presenten una resposta fenotipica a I'ombra simulada alterada ni
canvis en la inducci6 per ombra de l'expressié dels PARs comparats amb les plantes
silvestres (figura R.22). A més, hem vist que DET2 tampoc estaria implicat en la
regulacid de l'expressid dels PARs per ombra simulada (figura R.23), malgrat que el
mutant det2-1 té un fenotip morfogenic constitutiu molt similar al dels mutants cop i
detl-1, i també manifesta respostes defectives de la SAS. Com que DET2 participa en la
biosintesi de BRs, aix0 suggereix que els BRs afecten les respostes de la SAS per altres
mecanismes que la regulacié dels gens PAR (probablement actuant per sota d’ells).

Per tant, en aquest treball revelem una funcié primerenca desconeguda per a COP1
i DET1 regulant I'expressio dels PARs durant la SAS. Aquesta funcié és una caracteristica



d’aquests dos factors ja que HY5, que interacciona fisicament amb COP1 (Ang i col., 1998)
i que ha estat geneticament classificat com a tarda en la transduccié de la llum durant la
desetiolacid, com ho estaven COP1 i DET1, no sembla jugar cap paper en aquesta
transduccié durant la SAS.

Canvis cel-lulars associats a la SAS

Com ja s’ha introduit, les respostes fisiologiques de la SAS sén clarament aparents
en l'estadi de plantula. Als 7d de desenvolupament plantes silvestres sotmeses a un
tractament d’'ombra simulada presenten els hipocotils, els cotilédons i les fulles primaries
més allargats que quan sén cultivades en W, i 'allargament dels cotilédons i les fulles
primaries es deu essencialment a l'allargament dels peciols (figura R.15). A més hem
vist que les plantes sotmeses a ombra simulada acumulen menor quantitat de pigments
fotosintétics clorofil-les i carotenoides que les cultivades en W (figura R.15). A nivell
ultraestructural, presenten una major acumulacié de grana als tilacoides que les plantes
cultivades en W (figura 16). S’ha postulat que la major acumulacié de grana provoca una
major captacié de llum pels cloroplasts, ja que els complexes antena associats amb el
PSII es troben majoritariament associats a aquestes estructures (Weston i col., 2000).
Sembla doncs, que les plantes sotmeses a ombra simulada s’estan preparant per captar
més eficientment la llum quan estiguin ombrejades. Aquestes plantes també presenten
menor quantitat de grans de midd que els de plantes cultivades en W. Aix0 podria estar
reflectint la mobilitzacid de les reserves en la planta, possiblement per la inversidé en el
creixement longitudinal dels hipocotils, els cotiledons i les fulles. Aquesta major
acumulacié de grana i menor de midé també s’ha observat en plantes cultivades en baixa
intensitat de llum, respecte plantes cultivades en alta intensitat de llum (Weston i col.,
2000), que els autors interpreten com un aclimatament de les fulles de la planta a la
guantitat de llum rebuda. Per Ultim, les plantes tractades amb ombra simulada presenten
una menor quantitat de plastoglobuls, estructures enriquides en lipoproteines, entre elles
carotenoides (Austin i col., 2006), que sén electrodenses al microscopi electronic. Aquesta
menor quantitat de plastoglobuls podria estar relacionada amb la reduccié en la quantitat
de carotenoides observada. En resum, suggerim que I'ombra simulada, que mimetitza la
proximitat vegetal abans de I'ombrejat fisic, provoca en les plantules d’arabidopsis canvis
tant a nivell morfoldgic com subcel-lular (canvis a diferents nivells en I'estructura i el
metabolisme dels seus cloroplasts) que la preparen per a un probable ombrejat posterior.

A part d’Arabidopsis thaliana, la nostra planta model, les respostes fisiologiques i
moleculars de la SAS també son evidents als 7d de desenvolupament de plantules de les
espéecies properes A. griffithiana, A. korshinskyi i A. pumila. A nivell fisiologic, les plantes
d’aquestes espécies també mostren un allargament dels hipocotils, cotiléedons i fulles
primaries en resposta a lI'ombra, essent les diferéncies en l'allargament entre W i W+FR
més grans que a A. thaliana possiblement perqué les plantules d’aquestes espécies son
lleugerament més grans (A. korshinskyi) o bastant més grans (A. griffithiana i A. pumila)
(figura R.17). Pel que fa a les respostes moleculars que es donen en la transduccié del



senyal luminic durant la SAS, sembla que algunes d’elles s’han conservat, com és el cas
d’ATHB2, HFR1, i PAR1 (figura R.18). A més que sondes obtingudes en A. thaliana so6n
capaces de reconeéixer els gens homolegs en les altres 3 espécies, la seva expressid esta
fotoregulada de la mateixa manera en les 4 espécies d’arabidopsis (figura R.18 i R.19).
Tot i haver-nos cenyit a I'estudi de les respostes moleculars i fisiologiques de la SAS en
especies properes a A. thaliana, totes elles pertanyents al mateix genere, aquests
resultats suggereixen la conservacié durant I'evolucié dels mecanismes d’accié primaris
dels fitocroms durant la posta en marxa de la SAS, tals com els seus gens diana primaris.
Seria interessant adrecar aquest punt en espécies vegetals més allunyades, tals com meld
o tomaquet, per tal de saber si els gens diana primaris de I'accié dels fitocroms durant la
iniciacid de la SAS estan conservats. De ser aixi, aquesta conservacio podria ser deguda
al fet que les respostes de la SAS son claus per la supervivéncia de nombroses espécies
vegetals, principalment les angiospermes.

L'estudi de I'expressio dels PARs en diferents moments del desenvolupament de la
plantula d’Arabidopsis thaliana posa de manifest que aquests s’expressen en baixos
nivells en plantules de 4, 7 i 10d d’edat cultivades en Wc, i que la seva expressio s‘indueix
per I'ombra en tots tres moments del desenvolupament. Aquest experiment també ha
determinat els 7d de desenvolupament com un moment Optim per a l'estudi de les
respostes moleculars a la SAS (figura R.14), aixi com de les respostes fisiologiques
(figura R.15). El fet perd, que l'expressié dels PARs individuals sigui més alta en un
determinat moment del desenvolupament que no sempre coincideix per a tots els PARs
(4d per a RIP, 7d per a PAR1, per exemple), implica I'existéncia d’'una nova variable a
tenir en compte en l'estudi de les respostes de la SAS: el moment del desenvolupament,
que podria estar reflectint els diferents organs presents a les plantules de 4d, 7d i 10d. Es
molt probable que en els diferents estadis de desenvolupament hi hagi un o més PARs
que tinguin un paper principal, assumint que els canvis d’expressié es tradueixin en
canvis en els nivells de proteina i per tant en lI'abundancia d’aquests factors, modulant
aixi les respostes de la planta a I'ombra en funcié del seu estadi de desenvolupament. Els
canvis en les proporcions relatives d’'un conjunt de factors (els PARs) permetrien una
regulaci6 molt fina de les respostes de la SAS en els diferents estadis de
desenvolupament de la planta.

Cerca d’altres components de la SAS

Per tal d’aillar nous components moleculars que controlen la SAS hem utilitzat una
estratégia genetica. La caracteritzacié prévia del gen PHYB com un dels PARs primaris de
I'accié dels fitocroms durant la SAS (figura R.24) ens ha permeés dissenyar i dur a terme
una estratégia consistent en mutagenitzar llavors transgeéniques PBL, que contenen el
promotor de PHYB dirigint I'expressié del gen LUCIFERASA (LUC), i buscar mutants amb
I'activitat luciferasa alterada en resposta al tractament d’'ombra simulada. Com a resultat
d'aquesta estrategia hem aillat un conjunt de mutants que presentaven la resposta a
I'ombra simulada alterada.



Tal i com esperavem, lactivitat luciferasa de les plantes PBL augmentava al
tractar-les amb ombra simulada (figura R.25). L'analisi dels canvis en |'activitat luciferasa
de les plantes PBL en resposta a I'ombra simulada té I'avantatge front a la mesura d‘altres
respostes fenotipiques de la SAS (allargament d’hipocotil, cotilédons...) de ser facilment
quantificable i no implicar cap mena de manipulacié traumatica per a la planta. Per tant
aquest cribratge pot permetre la identificacié més senzilla de mutants que un de basat en
les diferéncies en parametres fenotipics, sovint subtils.

Un cop establert el comportament d’aquesta linia en resposta a I'ombra simulada,
es va realitzar la mutacio i el cribratge d’'individus amb l'activitat luciferasa alterada.
Malgrat no realitzar un cribratge que saturés el genoma, a partir de I'analisi de 30.000
plantes M2 hem identificat 554 possibles mutants. D’aquests n’hem reanalitzat 220, i 28
han estat confirmats a la seglient generacié com a vertaders mutants. A partir de la
confirmacid dels mutants, en el nostre laboratori i també en col-laboracié amb el laboratori
del Dr. Devlin s’estan caracteritzant fisioldgicament els mutants en condicions de LD, en
resposta a I'ombra i en resposta a la desetiolacié sota llum monocromatica Rc i FRc. Aqui
es mostra una de les primeres caracteritzacions dutes a terme, la del mutant 12.164,
identificat per la seva baixa activitat luciferasa després del tractament d’'ombra simulada
(figura R.30).

Degut a que la identificacid dels mutants es basa en la mesura dels canvis en
I'activitat luciferasa en resposta a I'ombra simulada, existia la possibilitat de que alguna de
les mutacions estigués afectant al gen PHYB, que participa en la percepcido de I'ombra
simulada. De fet, a la linia PBL s’ha descrit que el phyB reprimeix clarament |'activitat
luciferasa en plantules cultivades en llum (Hall i col., 2002). De ser aixi, I'alteracié en els
nivells de proteina PHYB resultant provocaria canvis en l‘activitat luciferasa. L'analisi per
western-blot en el mutant 12.164 ens permet afirmar que els nivells de proteina PHYB son
essencialment idéntics als de les plantes PBL (figura R.33), indicant que la mutacié
12.164 no esta afectant al gen PHYB endogen. El fet que el mutant 12.164 presenti
fenotips morfologics en diferents qualitats i/o quantitats de llum indica que la mutacié no
recau en el promotor del transgen, ja que no esperariem que els canvis en els nivells de
luciferasa de la planta provoquin canvis fisiologics en aquesta.

Els fenotips mutants de la linia 12.164 en resposta a I'ombra simulada (figura
R.31) i en la desetiolacié sota llum monocromatica R o FR (figura R.32), indiquen que el
gen on recau la mutacié esta implicat en la resposta de la planta a la llum. El mapatge
groller d’aquesta mutacié ens ha permeés localitzar-la en una regié6 del cromosoma 1
corresponent a 61 BACs. En aquesta regié es troben diferents gens que codifiquen
proteines relacionades amb la captacié i/o transduccié del senyal luminic, candidats a ser
els afectats en aquest mutant, tals com LHY, HFR1, CRY2, PIF3, PHYA o GAI. La
comparaciéo més detallada dels fenotips ja descrits per als mutants d’aquests gens amb els
fenotips del mutant 12.164 possiblement ens aportara dades que ens permetin prioritzar la
seqlienciacié d’algun d’ells en el mutant 12.164 i potser aixi identificar el gen que ha
resultat mutat. Per exemple, els gens LHY i GAI es troben massa prop dels marcadors



nga59 i JV18/19 que acoten la mutacid, pel que a la vista dels valors dels percentatges de
recombinacié calculats (figura R.34) resulta poc probable que siguin els afectats en el
mutant 12.164. A més, els fenotips dels mutants de péerdua de funcié gai, pif3 i cry2 (Peng
i col., 1997; Guo i col., 1998; Kim i col., 2003) i de guany de funcié /hy (Schaffer i col.,
1998) no sén consistents amb el presentat pel mutant 12.164. D’entrada, el mutant 12.164
i els mutants phyA i hfr1 comparteixen la ceguesa, total o parcial, a llum FRc, tot i que no
s’ha descrit hiposensibilitat a Rc en cap dels dos casos (Nagatani i col., 1993; Fairchild i
col., 2000). Es d’esperar que el mapatge refinat d’aquesta mutacié permeti finalment la
seva identificacid, aportant nova informacio sobre la transduccié del senyal luminic.

La caracteritzacié i identificaci6 de la resta de mutants obtinguts en aquest
cribratge de ben segur aportara nous coneixements sobre els mecanismes pels quals la
Ilum regula el desenvolupament vegetal.

Caracteritzacié d’alguns gens PAR

Alternativament a l'estratégia genética comentada anteriorment, ens hem centrat
en l'analisi funcional de gens PAR en la regulacié de les respostes de la SAS. Aquesta
aproximacié es basa en la idea que els gens que presenten una expressiéo rapidament
regulada per 'ombra simulada i que codifiquen per proteines amb activitat potencialment
reguladora (per exemple, TFs), poden tenir algun paper en la regulacié d'aquests
processos. Del conjunt de gens PAR diana primaris de I'accio dels fitocroms durant la SAS
identificats en aquest treball, hem analitzat el paper d’ATHB2, ATHB4, i amb més
profunditat PAR1, en el desenvolupament de la planta i en la SAS.

Caracteritzacio d’ATHB2 i ATHB4

Tant ATHB2 com ATHB4 pertanyen a la classe II d'una familia génica de FT:
HD-Zip, que també inclou HAT2, un altre dels PARs identificats en aquest treball. La funcio
dels gens de la classe II (que consta de 9 membres), junt amb els de la classe I (que
consta de 17 membres), no ha estat tan ben caracteritzada com la dels gens de les
classes III i IV, implicats en multitud de processos del desenvolupament. Nombrosos
estudis funcionals han mostrat que els 5 membres de la classe III estan implicats en el
manteniment de la identitat del meristem apical de la tija i en I'establiment de la polaritat
dels organs (Prigge i col., 2005; Byrne 2006), mentre els 16 membres de la classe IV
semblen jugar un paper en la diferenciacié i/o manteniment de la capa epidérmica
(Schrick i col., 2004; Nakamura i col., 2006). A més, s’ha suggerit certa redundancia
entre els membres de cada classe.

Com ja s’ha comentat a la introduccio, ha estat descrita la induccié de I'expressio
d’ATHB2 per ombra simulada (Carabelli i col., 1993; 1996), a més de proposar-se un
paper d'aquest factor en el desenvolupament de la planta i en les respostes de la SAS
(Schena i col., 1993; Steindler i col., 1999), ja que la sobreexpressié d’ATHB2 resulta en
plantes en les que algunes de les respostes de la SAS estan activades. Per ATHB4 en



canvi, només s’ha descrit la induccié de la seva expressidé per ombra simulada (Carabelli i
col., 1993).

En aquest treball s’ha volgut iniciar I'estudi de la funcidé d’aquests dos factors
mitjancant una estratégia de genética inversa, generant linies de sobreexpressid i obtenint
plantes mutants de pérdua de funci6 a partir de la col-lecci6 SALK de mutants
d’arabidopsis per ambdéds gens. El motiu pel qual s’han generat linies de sobreexpressid
d’ATHBZ2 havent ja estat generades i caracteritzades per altres autors ha estat el no poder
disposar d’elles i voler caracteritzar-les en les nostres condicions experimentals i
comparar-les amb les linies de sobreexpressid6 d’ATHB4, altament homoleg a ATHBZ2, i
amb les linies de pérdua de funcid.

El fenotip descrit per a les linies de sobreexpressié d’ATHBZ2 en la bibliografia era
una inhibicié de l'allargament dels cotiledons (degut a la inhibicié de I'allargament tant de
les cél-lules epidérmiques com de les del mesofil i en palissada), induccié de I'allargament
de [I'hipocotil (degut a la induccid de Il'allargament apical-basal de les cel-lules
epidermiques, corticals i endodérmiques), inhibicidé de la formacid d’arrels laterals i
inhibicié del creixement secundari dels sistema vascular tant de l'arrel com de I'hipocotil
(Steindler i col., 1999). Els autors postulen que ATHB2 provoca tots aquests efectes
redistribuint lateralment les auxines en la planta, augmentant la quantitat d’auxines
transportada activament pels teixits no vasculars en detriment de la quantitat d’auxines
transportada pels teixits vasculars (Steindler i col., 1999; Morelli i Ruberti, 2000).

Les plantes de sobreexpressié d’ATHB2 i d’ATHB4 generades en el nostre laboratori
tenien un fenotip similar al descrit per la sobreexpressié d’ATHB2 a la bibliografia. En
estadi de roseta presentaven peciols de les fulles allargats, i fulles estretes i hiponastiques
(figura R.36). A més, aquestes plantes en estadi adult presenten inflorescéncies
epinastiques i siliqlies curtes, fenotips no mostrats pels autors que van descriure la
sobreexpressidé d’ATHBZ2. El fet que la sobreexpressio d’ATHB4 resulti en un fenotip molt
similar a la sobreexpressié d’ATHBZ2 (ja descrit com a regulador de les respostes de la
SAS), junt amb el fet que ATHB4 sigui un PAR primari de l'accié dels fitocroms (figura
R.10), suggereixen que ATHB4 podria ser també regulador de les respostes de la SAS.
Experiments realitzats en el nostre laboratori en els que s’estudia les respostes
fisiologiques a lI'ombra simulada en les plantes que sobreexpressen ATHB2 i ATHB4
mostraren que aquestes presentaven una resposta més atenuada que la de plantes
silvestres. Aquests resultats recolzen la idea de que ATHB2 i ATHB4 siguin reguladors de
la SAS. A més, la similitud de fenotips en les plantes de sobreexpressié d’ATHB2 i ATHB4
podria estar indicant que aquests dos factors realitzen funcions similars en la planta, de
manera que ATHB4 també podria estar implicat en la distribucié d’auxines en la planta.

També s’han obtingut mutants simples de la col-leccié SALK per a tots dos gens.
Per analisis northern-blot hem establert que en tots dos casos es tracta de muntants nuls
(figura R.37) ja que no es detecta expressid del corresponent gen endogen en cap dels
dos mutants. Els mutants simples athb2-1 i athb4-1 i el doble mutant athb2/athb4 no



presenten cap fenotip obvi ni al ser cultivats a I’'hivernacle, ni en resposta a tractaments
d’'ombra simulada (figura R.38), ni durant la desetiolacié sota diferents intensitats de
llum monocromatica Rc i FRc (figura R.39).

El fet que les plantes de sobreexpressid tinguin un fenotip clar, mentre que els
mutants simples i el doble mutant no presentin cap tret fenotipic diferent a les plantes
silvestres podria estar suggerint una redundancia de funci6 amb altres membres de la
familia. Aixi, és possible que altres membres de la classe II estiguin jugant un paper
redundant amb ATHB2 i ATHB4, almenys parcialment, en el control de les respostes de la
SAS. En el cas dels HD-Zip de la classe III, s’ha descrit que dels cinc membres que
composen aquesta classe, només el mutant simple del gen REVOLUTA (rev), presenta un
clar fenotip, el bloqueig del desenvolupament dels meristems secundaris de la roseta i les
fulles caulinars que resulta en una menor produccié6 de branques en la planta (Byrne,
2006). Els mutants simples dels gens PHABULOSA i PHAVOLUTA (phb i phs,
respectivament), no mostren cap fenotip, i tampoc el seu doble mutant. Només quan
s’obté el triple mutant phb/phv/rev es veu com el fenotip degut a rev s’agreuja, establint-
se el paper redundant de PHB i PHV entre ells i amb REV. De manera similar, els mutants
simples dels altres dos gens d’aquesta classe, ATHB8 i ATHB15 (athb8 i athbl5,
respectivament) no mostren cap fenotip, i tampoc el seu doble mutant, perd en el triple
mutant athb8/athb15/rev es veu com els defectes en el desenvolupament dels meristems
axil-lars i florals del mutant rev es suprimeixen, establint-se aixi la funcié d’ATHBS i
ATHB15 (Byrne, 2006).

Estudis paral-lels a aquesta tesi realitzats en el nostre laboratori han mostrat que a
part d’ATHB2, ATHB4 i HAT2, I'expressio d’altres dos membres de la classe II de proteines
HD-Zip, HAT1 i HAT3, també esta induida per tractaments d’ombra simulada. L'estudi del
fenotip de plantes de sobreexpressioé i mutants per aquests dos gens, aixi com la obtencid
de mutants multiples dels membres d’aquesta familia ens permetrien esbrinar si la
hipotesi de la redundancia dels membres de la classe II en la regulacié de les respostes de
la SAS és certa.

Caracteritzacio de PAR1

PAR1 va ser inicialment identificat en base la seva rapida resposta a I'ombra a
nivell d’expressié génica (figura R.3), i classificat com a PAR diana primari de l'acci6 dels
fitocroms en els experiments d’aplicacié de CHX (figura R.10). Analisis paral-leles a
aquesta tesi realitzades en el laboratori han identificat un gen altament homoleg a PAR1,
al que hem anomenat PAR2, també induit per ombra, tot i que més lentament que PARI.
L'analisi de les seqiiéencies de PAR1 i PAR2 ens ha permes classificar-los dins la
superfamilia de proteines bHLH (figura R.40). En estudis filogenétics realitzats en
col-laboracié amb el Dr.L. Carretero (Universitat d’Almeria) hem classificat PAR1 i PAR2
com part del grup de bHLH VIII-A (figura R.40), els membres del qual tenen un sol exd
codificant el domini bHLH (Heim i col., 2003). PAR1 i PAR2 es localitzen en regions dels
cromosomes 2 i 3 respectivament, les quals han patit duplicacions segmentals (Blanc i



col., 2000; Vision i col., 2000), suggerint que son el resultat d’'un esdeveniment de
duplicacié recent. Fins al nostre coneixement, no hi ha cap informacid funcional sobre cap
dels membres del grup VIII. Durant aquesta tesi ens hem centrat en la caracteritzacié de
PAR1, un d’aquests dos nous membres de la subfamilia VIII-A dels bHLH.

A través d’una estratégia de genética inversa, generant plantes de sobreexpressio i
silenciament de PAR1, hem vist que aquest factor té un efecte clar sobre el
desenvolupament, sobretot sobre |'allargament i la pigmentacié de la planta. Els caracters
afectats per la sobreexpressido de PAR1 en plantules transgéniques també estan afectats
per tractaments d’ombra simulada, pero en direccions oposades: mentre les plantes
tractades amb ombra simulada son tipicament allargades i més pal-lides que les no
tractades (figura R.15), les plantules que sobreexpressen PAR1 sén més curtes i més
fosques que les silvestres (figura R.42). A més, aquestes plantes presenten un hipocotil
més curt que el de les plantes silvestres en D i sén lleugerament hipersensibles a fluéncies
baixes i intermédies de llum R i FR (figura R.44). També tenen una arrel més curta que
la de plantes silvestres en W (figura R.49). Tots aquests resultats indiquen que PAR1 és
un regulador negatiu del creixement longitudinal de la planta, que a més té un paper
especific en les respostes de la SAS. Plantes de sobreexpressié de PAR2 generades també
en el laboratori mostraven un fenotip i unes respostes de la SAS molt similars a les de la
sobreexpressio de PARI1.

L'estratégia del RNA d'interferéncia utilitzada per silenciar I'expressiéo de PAR1 va
resultar també en el silenciament del seu homoleg PAR2 (figura R.45). La reduccio en els
nivells de PAR1 i PAR2 resulta en un lleuger allargament dels cotiledons i les fulles
primaries en llum W, molt similar a una resposta de la SAS suau constitutiva (figura
R.47). A més, aquestes plantes responen lleugerament més a I'ombra simulada (figura
R.47). La reduccié dels nivells de PAR1 i PAR2 també provoca una severa disminucié de la
produccié de llavors (figura R.46), un tret fenotipic que s’ha descrit que esta afectat de
manera similar per la SAS (Smith i Whitelam, 1997). La correlacié negativa entre els
nivells de PAR1 i PAR2 i les respostes de desenvolupament a I'ombra simulada suggereix
de nou que PAR1 i PAR2 so6n reguladors negatius de la SAS. Les plantes PAR1-RNAi
presenten un hipocotil lleugerament més llarg que el de les plantes silvestres en D i
fluéncies intermédies de R (figura R.48). Tot i que I'analisi d’'una sola linia no és suficient
per concloure el comportament de les plantes PAR1-RNAi durant la desetiolacié, aquests
resultats suggereixen que les linies PAR1-RNAi de PAR1 podrien ser hiposensibles a R en
fluéncies intermédies de llum. També presenten arrel més llargues que les silvestres en W
(figura R.49). Tots aquests fenotips, contraris als de les plantes de sobreexpressid, de
nou recolzen la idea que PAR1 és un regulador del creixement longitudinal de la planta,
gue a més té un paper especific en les respostes de la SAS.

Que les plantes PAR1-RNAi presentin fenotips més subtils que les de
sobreexpressid és consistent amb el fet que I'ombra simulada no només afecta I'expressid
de PAR1, sin6 també una amplia varietat de reguladors tant positius com negatius de la
SAS. En aquest context de xarxa transcripcional, els mutants deficients en un sol gen



diana primari o primerenc dels fitocroms, com els silenciats en aquest treball, s'espera que
tinguin un efecte suau en els fenotips estudiats. Consistentment, en el nostre laboratori
les plantes mutants per HFR1, un regulador negatiu mestre durant la SAS (Sessa i col.,
2005) mostren un fenotip moderat qualitativa i quantitativament similar al de les linies
PAR1-RNAi. La sobreproduccié o el silenciament de cadascun dels factors individuals que
participen en la regulacié de les respostes de la SAS adrecara la contribucié de cada
component a diferents aspectes del desenvolupament de la planta induit per ombra, tals
com l'allargament de la planta i el metabolisme.

Quant a Il'estructura subcel-lular, les plantes que sobreexpressen PAR1 tenen
cloroplasts amb grans de midé més petits i menys abundants que els dels cloroplasts
silvestres (figura R.43). Tot i no haver-ho quantificat, aquestes cél-lules semblen tenir
menor quantitat de cloroplasts. S’ha descrit que el nimero de cloroplasts per cél-lula esta
altament correlacionat amb la mida d‘aquesta (Lopez-Juez i Pyke, 2005). De manera que
el nanisme de les plantes de sobreexpressié de PAR1 podria provocar el menor niumero de
cloroplasts. La reduccié del nimero i mida dels grans de midd provocaria una menor
acumulacié de middé en les plantes que sobreexpressen PARI. En aquest cas no podem
correlacionar aquesta disminucié amb una inversié en el creixement de la planta, ja que
les plantes de sobreexpressié de PAR1 sbén nanes. En aquestes plantes també observem
un menor numero de plastoglobuls que en les plantes silvestres. En canvi, la reduccid
comentada en la mida i el nUmero de grans de midé resulta en un increment d’estructures
membranoses, tot i que aquestes no semblen estar organitzades en grana. Podria ser, per
tant, que aquesta major preséncia de membranes permetés la major acumulacié de
carotenoides i clorofil-les observada en aquestes plantes transgeniques (figura R.42C), ja
que les clorofil-les es troben associades als complexos antena dels tilacoides, com ho
estan part dels carotenoides. PAR1 esta clarament implicat en la regulacié dels canvis en
I'estructura i metabolisme dels cloroplasts, tot i que es necessitarien més analisis per
poder correlacionar aquests canvis amb el paper de PAR1 com a regulador negatiu de la
SAS.

Les plantes de sobreexpressié de PAR1 i de silenciament de PAR1 i PAR2 mostren
fenotips semblants als de mutants de diferents hormones: auxines, BRs, CKs, o GAs
(Halliday i Fankhauser, 2003). Per intentar identificar si hi ha una hormona responsable
del fenotip de les plantes mutants PAR1, hem testat la sensibilitat dels mutants a una
determinada hormona i/o a un agent que bloqueja la biosintesi d’aquesta. Sovint diferents
hormones estan implicades en la regulacié d’'un mateix procés (com passa en el control de
la expansio i divisidé cel-lular...), de manera que no resulta possible identificar una Unica
hormona responsable del fenotip d'un determinat mutant.

Els mutants deficients en la biosintesi de GAs (mutants ga) (Davies, 2004) tenen
un fenotip nan i verd fosc caracteristic. A més, sovint tenen defectes en la germinacié de
les llavors i/o el desenvolupament de la flor i el fruit en certes espécies. Aquests mutants
presenten baixos nivells de GAs bioactives, i es pot recuperar el fenotip silvestre
mitjancant I'aplicacié de GAs. Els mutants deficients en la senyalitzaci6 de GAs tenen



fenotips similars, perd un alt contingut en GAs bioactives i el fenotip silvestre no es pot
recuperar mitjancant l'aplicaci6 de GAs (per exemple, mutant gai-1d) (Davies, 2004).
Contrariament, els mutants amb les respostes a GAs constitutivament actives sén molt
llargs i tenen un color verd pal-lid (per exemple, mutant spy) (Davies, 2004). El fenotip
nan de les plantes de sobreexpressié de PAR1 no es recuperava per l'aplicaciéo exdogena de
GA; (figura R.50) i la quantificacidé dels nivells de GAs endbgenes aquestes plantes no va
mostrar diferéncies significatives amb el contingut de GAs de les plantes silvestres (figura
R.51), indicant que aquestes plantes no eren deficients en la biosintesi ni en la
senyalitzacié de GAs. Per tant, es va descartar la relacié de les GAs amb el fenotip de les
plantes mutants PARI1.

Els mutants deficients en la biosintesi de BRs (mutants dwf) (Davies, 2004) tenen
un fenotip nan perdo robust, baixa fertilitat, fulles petites i arrodonides, diferenciacid
vascular irregular i estan desetiolats en la foscor. Es caracteritzen perqué el fenotip
silvestre es pot recuperar mitjancant l'aplicacié de BRs. El fenotip nan de les plantes de
sobreexpressié de PAR1 per0o, tampoc es recuperava per l'aplicacié exogena de BRs,
concretament BL (figura R.52), el que ens va fer descartar que el fenotip nan d’aquestes
plantes es degués a nivells baixos de BRs. El mutant briZ, que acumula brassinolide en
guantitats 40 cops més altes que les plantes silvestres, també presenta un fenotip nan
que recorda al de les plantes de sobreexpressiéo de PAR1 (Davies, 2004). Aquest mutant
és insensible a l'aplicacié exogena de BRs, pero té la sensibilitat a BRZ, inhibidor de la
biosintesi de BRs, alterada (Yin i col., 2005). Es per aixd que vam testar la resposta de les
plantes mutants de PAR1 a BRZ (figura R.53), no podent correlacionar els nivells de
PAR1 amb la resposta al BRZ. El conjunt d’aquests resultats ens va fer descartar els BRs
com a hormones responsables del fenotip de les plantes mutants PAR1.

De la mateixa manera que existeixen mutants insensibles a |'aplicacié de GAs o
BRs, també s’han identificat mutants com crel, insensibles a I'aplicacié de CKs (Davies,
2004). El mutant crel presenta una sensibilitat a CKs reduida, i I'allargament de les seves
arrels, al contrari del que passa en plantes silvestres, no s’inhibeix al aplicar CKs,
concretament 6-BAP. Al aplicar 6-BAP a les plantes PAR1-RNAIi i mesurar la resposta en la
inhibicié de l'allargament respecte a plantes silvestres vam veure que la taxa d’inhibicié en
ambdues linies era la mateixa, indicant que les plantes PAR1-RNAi no tenen alterada la
sensibilitat a CKs (figura R.54). Aix0 ens ha fet descartar la insensibilitat a CKs com a
causa del fenotip de les linies mutants PARI.

Finalment es va estudiar la relacié de les hormones auxines amb el fenotip de les
plantes mutants PAR1, ja que els mutants insensibles a auxines també presenten fenotip
nan. La resposta a l'aplicacié d’auxines exogenes no esta afectada en les plantes
PAR1-RNAi (figura R.55), la qual cosa indicaria que la sensibilitat a auxines no esta
alterada en aquestes plantes. Tenim previst la quantificaci6 en breu del contingut
d’auxines en plantes silvestres i de sobreexpressié de PAR1. Aquestes dades ens
permetran esbrinar si les auxines estan implicades en el fenotip nan d'aquestes plantes.



El conjunt dels nostres resultats d’‘aplicacié exogena d’una determinada hormona
i/o un inhibidor de la biosintesi d’aquesta no ens ha permeés concloure la implicacié Unica
de cap hormona en el fenotip de les plantes mutants PAR1, i per tant en la seva accié.

Tot i no haver establert el paper de cap hormona en I'accié de PAR1, I'estudi de la
seva seqliéncia va aportar informacié sobre la seva possible accié. Com s’ha comentat, la
comparacio de la seqliéencia de PAR1 amb altres proteines conegudes ens va indicar que
podia tractar-se d’una proteina bHLH atipica. Malgrat no poder identificar senyals de
localitzacid nuclear en PAR1 amb cap programa informatic, la fusi6 de PAR1 al gen
reporter GFP ha mostrat que PAR1 és una proteina nuclear (figura R.55). Paral-lelament
en el laboratori es va observar la localitzacié nuclear de PAR2. A més, mitjancant I'Us de
linies transgeéniques en les que podiem induir la localitzacié nuclear de PAR1 observarem
gue aquesta localitzacié nuclear és necessaria per a que el fenotip nan caracteristic de les
plantes de sobreexpressié de PAR1 es manifesti (figura R.56). Aquestes dades demostren
que la localitzacié nuclear es requereix per I'activitat de PAR1, suggerint un paper d’aquest
atipic bHLH com a regulador transcripcional. Per adrecar aquest punt vam estudiar si la
fotoregulacié de I'expressiéo de PARs primaris (com ATHB2, PIL1 i HFR1) estava alterada
per diferents nivells de PAR1. No es van observar canvis en I'expressio d’aquests PAR en
cap de les linies mutants de PAR1 utilitzades respecte a les silvestres (figures R.58 i
R.59), indicant que PAR1 no és un regulador mestre d’aquests 3 gens en la resposta de la
SAS. Aix0 contrastava amb els resultats obtinguts per altres autors per a HFR1, per al que
s’havia descrit que regulava l'expressié d’alguns PAR primaris, entre ells PAR1 (Sessa i
col., 2005). Vam cercar gens regulats per PAR1 en una estratégia de molt més gran abast
comparant el transcriptoma de plantes silvestres amb el de plantules de sobrexpressid de
PAR1 (que presenten nivells d’expressié aproximadament 20 cops més elevats que les
silvestres, figura R.60) mitjancant l'analisi de micromatrius de RNA. Segons les dades
d’aquesta analisi, I'expressio de PAR1 en les plantes de sobreexpressidé només era 2.05
cops més alta que en les silvestres (figura R.60), la qual cosa ens fa pensar que els
nivells d’induccié de I'expressié dels gens presents al xip estan en general subestimats en
aquesta analisi de micromatrius.

Tot i aix0, cal destacar la identificacid d’un grup de gens significativament reduits
en les plantes de sobreexpressi6 de PAR1, els SAURs (figura R.61). Els 23 SAURs
identificats van ser classificats en tres grups basant-nos en la similitud de la seva
seqliéncia (figura R.62), i es procedi a I'estudi més detallat de |'efecte de PAR1 sobre
I’'expressié d'un representant de cada grup. L'expressié d’un d’ells no era detectable per
northern-blot, la qual cosa va fer descartar el seu estudi, centrant-nos només en SAUR15 i
SAURG68.

La comprovacid per northern-blot de les dades de les micromatrius sembla
confirmar que l'expressiéo de SAUR15 i SAUR68 estava reprimida per PAR1 (figura R.63),
tot i que la baixa expressié6 de SAUR15 i SAUR68 dificultd aquestes analisis. Es per aixod
que, basant-nos en la informacié disponible que descrivia els SAURs com a gens induits
per auxines i BRs (Goda i col., 2002; Goda i col., 2004), vam realitzar tractaments amb



I'auxina sintética 2,4-D i el BL, per augmentar els nivells d’expressié d’aquests dos gens i
aixi fer més evident la repressio exercida per PAR1. El que vam veure és que PAR1
reprimeix la induccié per auxines i també per BRs de |'expressi6 de SAUR15 i SAUR68
(figura R.64). Aquests resultats junt amb els mostrats a la figura R.63 indiquen que
PAR1 actuaria in vivo com a repressor transcripcional de com a minim dos gens, SAUR15 i
SAURG6S.

Per testar si I'efecte de PAR1 sobre 'expressid6 de SAUR15 i SAUR68 era directe,
vam realitzar els tractaments amb auxines i BRs sobre linies transgéniques 35S:PAR1-GR
en les que podiem induir la localitzacié nuclear de PAR1 mitjancant l'aplicacié de DEX.
L'efecte repressor de PAR1 en |'expressio induida per auxines i BRs dels dos SAURs es va
observar només 4h i 2h després de |'aplicacié de DEX, respectivament (figura R.65).
Aquests temps d’accié son semblants amb els que s’han observat per altres fusions FT-GR
sobre els seus gens diana directes (Sablowski i Meyerowitz, 1998; Ohgishi i col., 2001;
Craft i col., 2005). Aix0 reforca la idea de que l'acci6 de PAR1 en la regulacié de
I'expressié de SAUR15 i SAURG68 podria ser directa. Per demostrar-ho hauriem de realitzar
experiments similars als que ens vam permetre identificar els gens diana primaris dels
fitocroms en la SAS (figura R.10), pero ens trobem amb l'inconvenient que I'expressié de
SAUR15 i SAUR68 esta induida per CHX (figura R.66), tal i com hem vist que passa per
altres gens induits per auxines, com HAT2 (figura R.10).

Les vies de senyalitzacié d’auxines i BRs convergeixen al nivell de la regulaci6
transcripcional de gens diana amb elements reguladors comuns (revisat a Halliday, 2004),
essent SAUR15 i SAUR68 dues d’aquestes dianes duals (Goda i col., 2004). Analisis de
promotors només regulats per auxines i de promotors regulats per auxines i BRs van
identificar elements G-box i E-box, respectivament (Nemhauser i col., 2004), ambdds
reconeguts per com a minim alguns membres bHLH. Malgrat no haver-se caracteritzat
molecular o bioquimicament cap membre bHLH del grup VIII (al qual pertany PAR1), s’ha
suggerit que no tenen cap habilitat per unir DNA. El que si podrien formar sén
heterodimers, actuant com a reguladors negatius d’altres FTs, en particular de les
proteines bHLH (Atchley i col., 1999; Heim i col., 2003; Toledo-Ortiz i col., 2003). Podem
doncs especular que el mecanisme molecular rere aquest efecte repressor de PAR1 estaria
la seva habilitat per inhibir I'activitat d’'uni6 a DNA d’activadors de la transcripcié després
d’heterodimeritzar amb ells (Cahill i col., 1994) (figura D.1).
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Figura D.1. Esquema de l'hipotétic mecanisme d’accié de PAR1l. A, dominis estructurals de
PAR1 i d’'un FT bHLH classic. B, en abséncia de PAR1, un FT bHLH determinat es trobaria en forma de
dimer unit a la caixa E-box del promotor del gen al que regula mitjangant el domini basic, induint la
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seva transcripcid. En preséncia de PAR1, aquest heterodimertizaria amb el factor bHLH, impedint-li la
unié al promotor del gen al que regula, la transcripcié del qual estaria reprimida.

La identificacio, d’entre els gens regulats per PAR1, del grup de gens SAUR i el fet
gue PAR1 estigui regulant la seva induccié per les hormones auxines i BRs resulta molt
atractiu, ja que aquests resultats ens porten a hipotetitzar que la senyalitzacié per llum i
la senyalitzacié per hormones conflueixen a nivell dels gens SAUR, més concretament a
nivell de la regulacié de la seva expressid, i que PAR1 n’és un dels contribuents. El fet que
PAR1 reguli I'expressiéo de SAUR15 i SAUR68, que alhora estan regulats per auxines i BRs,
i en canvi no haver trobat cap efecte d'aquestes hormones sobre les plantes mutants PAR1
podria estar indicant que PAR1 afecta només una branca comuna de la senyalitzacié
d’aquestes dues hormones (uns determinats gens SAUR, per exemple), sense tenir un
efecte global en la biosintesi o senyalitzacié d’aquestes.

L'analisi de la relaci6 SAS-hormones (auxines i BRs) ha mostrat una clara
implicacié de les auxines en les respostes primerenques de la SAS. Tractaments d’ombra
simulada provoquen un augment en l'activitat GUS de la linia transgénica DR5:GUS,
descrita com a induible per auxines i BRs, el que pot estar indicant un augment d’auxines i
BRs en la planta en resposta a lI'ombra simulada (figura R.69). La combinacié de
tractaments d’ombra simulada amb I'aplicacié de NPA, inhibidor del transport polar
d’auxines, ens indica que s’esta produint un clar augment dels nivells d’auxines en la
planta, ja que l'activitat GUS s’acumula a la part apical de la planta (figura R.70). Degut
a que l'aplicaci6 de BL en aquestes linies no provoca canvis en l'activitat GUS durant
almenys 12h de tractament (figura R.68) estaria indicant que en les nostres condicions
experimentals el promotor DR5 no respon a aquesta hormona, pel que el tractament amb
ombra simulada estaria detectant Unicament un increment en els nivells d’auxines de la
planta. La quantificacid directa dels nivells d’auxines i de BRs ens permetria clarificar
aquests punts.



Després de la percepcié de I'ombra simulada, les xarxes de senyalitzacié per llum
s’encreuen amb les hormonals, responsables de moltes de les respostes fototropiques de
la planta. Aixi, se sap que les auxines juguen un paper en les respostes de la planta a la
qualitat de la llum (Steindler i col., 1999; Tian i col., 2002; Halliday i Fankhauser, 2003).
Després del transport i I'acumulacié d’auxines, els gens de resposta a auxines (incloent
Aux/TAA, GH3 i els gens SAUR) soén induits, iniciant cascades de senyalitzacié (cascades
transcripcionals) que finalment porten a l'expansié cel-lular. Nosaltres hem trobat que
I'ombra simulada també afecta rapida perd transitoriament |'expressié de SAURI15 i
SAURG68 (figura R.63). Altres autors han trobat que I'ombra simulada afecta rapidament
I’'expressid d'altres gens de resposta a auxines, com cinc membres del grup Aux/IAA i dos
membres de la familia PIN que codifiquen proteines transportadores d’‘auxines, entre
altres (Devlin i col., 2003). Els canvis en I'expressidé dels gens SAUR en resposta a auxines
i BRs podrien ser un marcador de la sensibilitat a auxines i BRs exodgens, i per extensio,
endogens. Les nostres dades poden doncs ser interpretades com una atenuacio de la
sensibilitat a aquestes hormones per nivells elevats de PAR1 (figura R.64A). Aixi, I'efecte
repressor primerenc de PAR1 sobre la induccié de SAUR15 i SAUR68 en resposta a auxines
i BRs estableix un mecanisme dual (i potencialment directe) per integrar la percepcié de
I'ombra i les vies de senyalitzacid hormonals, en el que PAR1 podria tenir un paper clau.
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CONCLUSIONS

Dels resultats que s’exposen en aquest treball es poden extreure les seglients
conclusions:

1. L'ombra simulada resulta en la rapida induccié d'almenys 8 gens: ATHB2, ATHB4,
GAI, HAT2, PAR1, PHYB, PIL1 i RIP, en arabidopsis, als que hem anomenat PARs.
La regulaci6 de I'expressido dels PARs per ombra simulada és exclusivament
dependent dels fotoreceptors fitocroms, essent la induccidé de la seva expressid per
I'ombra simulada un alliberament de la repressié que exerceix la forma activa dels
fitocroms.

2. ATHB2, ATHB4, GAI, PAR1, PHYB i PIL1 sb6n dianes directes de l'accio dels
fitocroms durant la SAS. La fotoregulaci6 d’ATHB2, ATHB4, GAI, PAR1 i RIP es
déna, almenys en part, pel seu control transcripcional. No obstant, les seves
regions promotores no contenen cap dels elements de regulacié per PIFs descrits
fins ara.

3. COP1 i DET1, factors identificats genéticament com a reguladors tardans de la
transducciéo del senyal luminic durant la desetiolacié, també participen en la
fotoregulacié d’ATHB2, ATHB4, GAI, PAR1, i PIL1 per I'ombra simulada, revelant
que COP1 i DET1 soén reguladors primerencs de la transduccié del senyal luminic
durant la SAS. En canvi, altres factors com HY5, només juguen un paper en la
desetiolacio.

4, Les plantules d’arabidopsis responen fenotipicament a I'ombra simulada de manera
clara, allargant els hipocotils, els cotiléedons i les fulles primaries. L'ombra simulada
també provoca una disminucié dels pigments clorofil-les i carotenoides, i canvis en
I'estructura i metabolisme dels cloroplasts. Espécies properes a Arabidopsis
thaliana mostren respostes fisiologiques i moleculars a I'ombra simulada similars.

5. L'estratégia genetica iniciada per a la identificacié de mutants amb resposta a
l'ombra alterada ens ha permeés obtenir 28 linies mutants amb respostes
moleculars a l'ombra simulada alterades. Les analisis fisiologiques del mutant
12.164 mostren que es tracta d’un mutant auténticament fotomorfogénic, el que
valida l'estratégia emprada.

6. L'estudi del fenotip de plantes que sobreexpressen ATHB4 suggereix un paper per
aquest factor molt similar al descrit per a ATHB2 en la regulacié de les respostes
de la SAS. L'absencia d’un fenotip obvi en les plantes mutants athb2-1, athb4-1 i
athb2/athb4 podria estar indicant una redundancia de funcié amb altres membres
de la mateixa familia en la regulacié d’aquestes respostes.



10.

Les analisis funcionals de PAR1 per genética inversa indiquen que PAR1 és un
regulador negatiu de la SAS.

PAR1 és una proteina bHLH atipica, perqué presenta una regié acidica enlloc de la
regié basica tipica dels membres d’aquesta superfamilia. A més, és una proteina
nuclear, que necessita ser al nucli per ser activa. Aix0 suggereix que es tracta d'un
factor o cofactor de la transcripcid.

PAR1 reprimeix rapidament la induccid per auxines i brassinosteroides de
I'expressiéo de SAUR15 i SAUR68. Aix0 suggereix que la senyalitzacié per hormones
(auxines i brassinosteroides) i la senyalitzacié per llum conflueixen a nivell dels
promotors d‘aquests dos gens.

L'Us de la linia marcadora dels nivells d’auxines en la planta DR5:GUS suggereix
que els tractaments d’'ombra simulada provoquen rapids increments dels nivells
d’aquestes hormones als cotiledons.
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MATERIALS I METODES

A continuacié es descriuen tant els materials com els protocols més utilitzats durant el
desenvolupament d’aquesta tesi doctoral. Els métodes generals de manipulacié d’acids nucleics
i proteines, aixi com els relacionats amb el cultiu i manipulacié de bacteris es van realitzar
segons els protocols descrits a Molecular cloning: A laboratory Manual (Sambrook, 2001) i
Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel, 1989).

Els metodes que es descriuen s’han optimitzat durant aquest treball o es consideren
d’especial interés en la realitzacié d’aquesta tesi.

L'aigua utilitzada va ser aigua destil-lada o, en el cas de les solucions utilitzades en els
experiments de bioquimica i biologia molecular, aigua bidestil.lada (amb el destil-lador i
desionitzador d’aigua Millipore Milli-Q).

Les solucions utilitzades es van esterilitzar per calor humit (mitjancant autoclau de
vapor d’aigua a 120°C i una atmosfera de pressid, durant 20 min, s’‘indica com (autoclau)) o
mitjangant filtracié (s’'indica com (filtracid)). El pH dels medis i solucions s’ajusta abans de
sotmetre’ls als cicles d’autoclau.

1. Material biologic

1.1. MATERIAL BACTERIA

1.1.1. Soques bacterianes

En aquest treball s’han utilitzat les seglients soques bacterianes:
- DH5aF’: soca d’'Escherichia coli utilitzada per als clonatges de vectors.
- TOP10: soca d’Escherichia coli utilitzada per als clonatges de vectors.

- C1Css/GV2260: soca d’Agrobacterium tumefaciens utilitzada per al clonatge de vectors binaris
utilitzats per a la transformacié de plantes.

1.1.2. Obtencio de cél-lules competents per xoc térmic

El protocol que es descriu a continuacié el vam utilitzar per obtenir les cel-lules
competents per xoc térmic d’Escherichia coli.

Convé que les cél-lules de partida siguin recents i vigoroses, per la qual cosa vam
refrescar les cel-lules fent un cultiu en placa i fent créixer aquest cultiu en liquid.

Procediment:
1. Inocular 4 6 5 colonies aillades de la soca utilitzada en 50 mL de medi LB.

2. Incubar en agitacié (300 rpm) a 37°C fins que la D.O.g00= 0.5 £ 0.1 (2-3h).



3. Refredar el cultiu en gel durant 10 min.

4. Centrifugar el cultiu 10 min. a 4000xg a 4°C.

5. Descartar el sobrenedant i resuspendre les cél-lules en 15 mL de TBF1.
6. Incubar en gel durant 10 min.

7. Centrifugar 10 min. a 4000xg a 4°C.

8. Descartar el sobrenedant i invertir el tub durant 1 min., per tal d’eliminar totalment les restes del
tampo TBF1.

9. Resuspendre el sediment en 2 mL de TBF2 fred.

10. Aliquotar les ceél-lules en fraccions de 100 pL en tubs eppendorf estérils i congelar-les en neu
carbonica. Guardar-les a -80°C (es poden guardar durant 1 any).

Solucions:

- Tampoé TBF1 (filtracié): KOAc 30 mM pH 5.8 (equilibrar amb AcOH 2N), MnCl, 50 mM, CaCl, 10 mM,
RbCl 100 mM, glicerol 15 % (v/v).

- Tampo TBF2 (filtracid): MOPS pH 7.0 10 mM (equilibrar amb NaOH 10N), CaCl, 75 mM, RbCl 10 mM,
glicerol 15 % (v/v).

1.1.3. Obtencid de cél-lules electrocompetents

El protocol que es descriu a continuacié el vam utilitzar per obtenir les cel-lules
electrocompetents d’Agrobacterium tumefaciens. De nou convé que les cel-lules de partida
siguin recents i vigoroses, per la qual cosa es recomana refrescar les cél-lules fent-les créixer
en placa i posteriorment fent un cultiu liquid.

Procediment:

1. Créixer O/N un cultiu de la soca C;Csg GV2260 d’A.tumefaciens en medi YEB amb rifampicina i
carbenicil.lina, en agitacié a 28°C.

2. Inocular un cultiu de 200 mL amb 2 mL (1/100 volums) del cultiu crescut O/N i incubar a 28°C en
agitacié fins que la D.O.g00= 0.5-0.8 (aproximadament unes 2.5-3h).

3. Refredar el cultiu en gel de 15 a 30 min.
4. Centrifugar 20 min. a 4000xg a 4°C i descartar el sobrenedant.

5. Resuspendre les cél-lules en 1 volum del cultiu inicial d’aigua estéril refredada en gel. Anar en
compte de no lisar les cél-lules.

6. Centrifugar 20 min. a 4000xg a 4°C i descartar el sobrenedant.

7. Repetir els passos 5 i 6, resuspenent les cél-lules en %2 volum del cultiu inicial d'aigua esteril
refredat en gel.

8. Resuspendre les cél-lules en 1/50 volum del cultiu inicial en glicerol 10% refredat en gel.



9. Centrifugar 20 min. a 4000xg a 4°C i descartar el sobrenedant.

10. Resuspendre les cél-lules en 1/100 volums del cultiu inicial de glicerol 10% refredat en gel. La
concentracié de cél-lules ha de ser 1-3 x 10*° cél-lules/mL.

11. Fer aliquotes de 50 L, congelar en neu carbonica i guardar a -80°C.

1.1.4. Medis de cultiu bacterians

Els medis, tampons i solucions utilitzats rutinariament per al treball amb bacteris en
aquesta tesi van ser:

- Medi LB pH 7.5 (autoclau): bactotriptona 100 g/L, extracte de llevat 5 g/L i NaCl 10 g/L.
Ajustar el pH amb NaOH. Per al medi solid s'afegeix 15 g/L d’agar.

- Medi YEB pH 7.2 (autoclau): extracte de carn 5 g/L, extracte de llevat 1 g/L, peptona
5 g/L, sacarosa 5 g/L i MgS0O,1 M 2 mL/L. Per al medi solid s’afegeix 15 g/L d’agar.

1.1.5. Suplements dels medis de cultiu bacterians

Els Unics suplements que s’han afegit als medis bacterians han estat antibiotics. A la
taula M.I es mostren els diferents antibiotics utilitzats, les concentracions de les solucions
estoc i el dissolvent en el que es preparen, i les concentracions de treball.

Concentracié de treball

Antibiotic Estoc Dissolvent E.coli A.tumefaciens A.thaliana
‘:‘:r:r%i::i'::i’;; ;ﬁrgbp)) 100 mg/mL  etanol 50% 100 pg/mL 100 pg/mL .
Kanamicina (Km) 50 mg/mL aigua 25 pg/mL 25 ug/mL 25 mg/L

IPTG 23.8 mg/mL aigua 23.8 pg/mL - -

X-GAL 20 mg/mL DMF 40 ug/mL - -
Rifampicina (Rf) 50 mg/mL DMSO - 100 pg/mL -
Higromicina (Hyg) 50 mg/mL ? - - 30 mg/L

Cefotaxima (Cf) 100 mg/mL 100 mg/L

Taula M.I. Antibiotics utilitzats en el treball amb els bacteris E.coli i A.tumefaciens i amb plantes
d’A. thaliana.

1.1.6. Condicions de cultiu de bacteris

El cultiu liquid de ceél-lules d’E.coli es realitza en tubs de cultiu a 37°C en agitacid a
250 rpm. El cultiu solid es realitza en placa a 37°C.

El cultiu liquid de ceél-lules d’A.tumefaciens es realitza en tubs de cultiu a 28°C en
agitacié a 250 rpm. El cultiu solid es realitza en placa a 28°C.



Els cultius o soques bacterianes s’'emmagatzemen permanentment en glicerol 25% a
-80°C.

1.2. MATERIAL VEGETAL

1.2.1. Ecotips silvestres

En aquest treball s’han emprat plantes d’Arabidopsis thaliana dels ecotips Columbia-0
(Col-0), Nossen (No-0), Landsberg erecta (Ler) i Wassilewskija (Ws). A part d’Arabidopsis
thaliana s'han utilitzat les especies Arabidopsis griffithiana, Arabidopsis korshinskyi i
Arabidopsis pumila.

1.2.2. Linies transgéniques

- LhGR-4c: La linia transgénica en la que el gen reporter GUS és un gen diana directe del FT
LhGR (Craft i col., 2005). Cedida pel Dr. I. Moore.

- AOX i ABO: Linies de sobreexpressié del PHYA d’avena (Boylan i Quail, 1991) i del PHYB
d’arabidopsis (Wagner i col., 1991) respectivament. Cedides pel Prof. P. Quail.

> Linies utilitzades en les analisis dels promotors dels gens PAR (la generacid

d’aguestes construccions s’explica a |'apartat 1.3.2):

- PatueaiGG: linia que sobreexpressa la fusid dels gens reporters GFP-GUS sota el control
de 1 kb del promotor del gen ATHB4.

- Pga1:GG: linia que sobreexpressa la fusié dels gens reporters GFP-GUS sota el control de
1 kb del promotor del gen GAI.

- Ppar1:GG: linia que sobreexpressa la fusié dels gens reporters GFP-GUS sota el control
del 1 kb del promotor del gen PAR1.

- Prip:GG: linia que sobreexpressa la fusié dels gens reporters GFP-GUS sota el control de
1 kb del promotor del gen RIP.

- Pathe2:GG: linia que sobreexpressa la fusid dels gens reporters GFP-GUS sota el control
de 1 kb del promotor del gen ATHB2.

- 500 pb PArue2:GG: linia que sobreexpressa la fusié dels gens reporters GFP-GUS sota el
control de 500 pb del promotor del gen ATHBZ2.

- 250 pb Parue2:GG: linia que sobreexpressa la fusié dels gens reporters GFP-GUS sota el
control de 250 pb del promotor del gen ATHBZ2.

- 200 pb Parue2:GG: linia que sobreexpressa la fusié dels gens reporters GFP-GUS sota el
control de 200 pb del promotor del gen ATHBZ2.

- 150 pb Pare2:GG: linia que sobreexpressa la fusid dels gens reporters GFP-GUS sota el
control de 150 pb del promotor del gen ATHBZ2.



- 100 pb PAre2:GG: linia que sobreexpressa la fusié dels gens reporters GFP-GUS sota el
control de 100 pb del promotor del gen ATHBZ2.

- P3ssiG: linia que sobreexpressa el gen reporters GUS sota el control del promotor
constitutiu 35S.

- P355:GG: linia que sobreexpressa la fusid dels gens reporters GFP-GUS sota el control del
promotor constitutiu 35S.

> Linia utilitzada en |'estratégia genetica per buscar nous factors de la transduccié

de la llum en resposta a I'ombra:

- PBL: linia que sobreexpressa el gen reporter de la luciferasa sota el control de 2290 pb
del promotor del gen PHYB, en el fons genétic Ws (Bognar i col., 1999). Cedida pel Dr. A.
Millar.

> Linies de sobreexpressid utilitzades en les analisis de la funcié d’ATHB2 i ATHB4

(la_generacié d’aquestes construccions s’explica a 'apartat 1.3.2):

- P355:ATHB2: linia que sobreexpressa el gen ATHB2 sota el control del promotor
constitutiu 35S.

- P3ss:ATHBA4: linia que sobreexpressa el gen ATHB4 sota el control del promotor
constitutiu 35S.

> Linies de sobreexpressio utilitzades en les analisis de la funcié de PAR1 (la

generaci6 d’aquestes construccions s’explica a |'apartat 1.3.2):

- P355:PAR1: linia que sobreexpressa el gen PAR1 sota el control del promotor constitutiu
35S.

- P355:PAR1-G: linia que sobreexpressa la fusié del gen PAR1 i el gen reporter GFP sota el
control del promotor constitutiu 35S.

- P3ss:PAR1-GG: linia que sobreexpressa la fusido del gen PAR1 i el gens reporters
GUS-GFP sota el control del promotor constitutiu 35S.

- P355:GFP: linia que sobreexpressa el gen reporter GFP sota el control del promotor
constitutiu 35S.

- P355:GUS-GFP: linia que sobreexpressa els gens reporters GUS-GFP sota el control del
promotor constitutiu 35S.

- P3s55:PAR1-GR: linia que sobreexpressa el gen PAR1 fusionat al receptor de
glucocorticoides (GR) sota el control del promotor constitutiu 35S.



> Linia utilitzada en les analisis de la relacié entre les hormones auxines i BRs i la

SAS

- DR5:GUS: Linia que conté l'element sintétic de resposta a auxines DR5 fusionat al gen
reporter GUS (Ulmasov i col., 1997).

1.2.3. Linies mutants de pérdua de funcié:

- phyB-1: La linia mutant va ser cedida pel Dr. R. Sharrock.
- cop1-4 i cop1-6: Les linies mutants foren cedides per Dr. X. W. Deng.

-det1-1, det2-1, hy4 i hy5-1: lLes linies mutants van ser proveides pel Nottingham
Arabidopsis Stock Centre (NASC).

- athb2-1: Linia Salk_106790, proveida pel NASC. Els mutants que procedeixen de la
col-lecci6 SALK s’han generat per insercié del T-DNA del vector pROK2 amb el gen NPTII de
resisténcia a Km en el genoma d’Arabidopsis thaliana, en fons geneétic Col-0. Han estat
generades en el laboratori del Dr. J. Ecker al SIGnAL (Salk Institute Genomic Analisis
Laboratory, http://signal.salk.edu/index.html).

- athb4-1: Linia Salk_104843, proveida pel NASC.
- doble mutant athb2/athb4: linia obtinguda pel creuament de athb2-1 i athb4-1.

- PAR1-RNA:i: linia que sobreexpressa PAR1 en direccié sentit i antisentit units per un
intré sota el control del promotor constitutiu 35S amb la finalitat de silenciar I’'expressio de
PAR1.

1.2.4. Condicions de cultiu a I’hivernacle i al fitotré

Les plantes han estat cultivades en testos amb una barreja a parts iguals de torba,
perlita i vermiculita.

Les condicions de cultiu a I'hivernacle han estat de 22 + 29C, una humitat ambiental del
55%, i 14h de llum i 10h de foscor, aproximadament. Al fitotré de SD les condicions han estat
de 22-240C, sense control d’humitat i 8h de llum i 16h de foscor.

En ambdds llocs les plantes han estat regades per inundacié de les safates que
contenen els testos 2-3 cops per setmana, segons les necessitats de les plantes. Dels 3 regs, 2
s6n amb aigua normal i un tercer amb una solucié de fertirrigacié molt diluida (1:240).

Solucions:

- Solucio de fertirrigacié: Solucié de Hoagli i Arnon (Hoagli i Arnold, 1938) modificada per Johnson i col.,
(1957). NO3K 8.4 mM, NH4NO; 1.2 mM, K,HPO, 1.2 mM, KH,PO, 1.2 mM, Ca(NOs3),.4H,0 2.5 mM,
MgS0,4.7H,0 0.7 mM, SO4Fe.7H,O 0.6 mM. Aquesta solucidé es complementa amb el quelant de ferro
Kelamix 35 mg/L i amb microelements 0.4 g/L.



1.2.5. Medis de cultiu de plantes

El medi Murashige i Skoog (medi MS) va ser utilitzat per germinar llavors i créixer les
plantes en plaques de Petri i en condicions estérils. En les ocasions que s’indica, s’ha afegit
sacarosa al 2% al medi (20 g/L).

- Medi MS 0.5% pH 5.8 (autoclau): Murashige & Skoog medium including vitanims 2.15 g/L, MES 0.25
g/L. Ajustar el pH amb KOH. S’afegeix 8 g/L d’agar.

1.2.6. Suplements dels medis de cultiu de plantes

Els suplements que s’han afegit als medis bacterians han estat antibiotics i hormones. A
la taula M.I es mostren els diferents antibiotics utilitzats, les concentracions de les solucions
estoc i el dissolvent en el que es preparen, i les concentracions de treball. Les hormones i
reguladors del creixement es detallen a l'apartat 2.4.6, quan es descriuen els diferents
tractaments hormonals duts a terme.

1.2.7. Condicions de cultiu in vitro

En condicions in vitro, les plantules es van cultivar sota llum continua o cicles de dia
llarg (LD). Les condicions de cultiu en Illum continua s’especifiguen més endavant quan
s’expliquen els diferents tractaments. Les condicions de cultiu en LD van ser de 14h llum i 10h
foscor a 22-249°C de Ta, i humitat no controlada.

1.3. PLASMIDIS
1.3.1. Vectors
1.3.1.1. Vectors de clonatge de productes de PCR

- pPGEM-T Easy vector (Promega): Vector utilitzat pel clonatge de productes de PCR pel
sistema T/A cloning, AmpR.

- pTZ57R (Fermentas): Vector utilitzat pel clonatge de productes de PCR pel sistema T/A
cloning, AmpR®.

- pCRII-TOPO (Invitrogen): Vector utilitzat pel clonatge de productes de PCR pel sistema
T/A cloning, AmpR, KmR,

- pCR-Blunt (Invitrogen): Vector utilitzat pel clonatge de productes de PCR pel sistema T/A
cloning, AmpR, KmR,

1.3.1.2. Vectors binaris

- pCAMBIA1302: Vector binari per a la transformacié d’agrobacterium que permet clonar un
gen d'interés fusionat al gen reporter GFP sota el promotor constitutiu 35S. Km®R en bacteris i
Hyg® en plantes.



- pCAMBIA1303: Vector binari per a la transformacié d’agrobacterium que permet clonar un
gen d'interés fusionat als gens reporters GUS-GFP sota el promotor constitutiu 355. KmR en
bacteris i Hyg® en plantes.

- pCAMBIA1304: Vector binari per a la transformacié d’agrobacterium que permet clonar un
gen d'interés fusionat als gens reporters GFP-GUS sota el promotor constitutiu 355. KmR en
bacteris i Hyg®R en plantes.

- pCAMBIA2300: Vector binari per a la transformacié d'agrobacterium que permet clonar un
gen d'interés sota el promotor constitutiu 355. Km® en bacteris i plantes.

- pGI0029/35S/GR: Variant del vector pGreen que permet clonar un gen d’interes fusionat al
receptor de glucocorticoides (GR) sota el promotor constitutiu 35S. Km® en bacteris i plantes.

- pBinAr: Vector binari per a la transformacié d’agrobacterium que permet clonar un gen
d’interés sota el promotor constitutiu 355. KmR en bacteris i plantes.

1.3.1.3. Altres vectors
- pBS-SK+ (Stratagene): Vector utilitzat pel clonatge intermedi de fragments. Amp~.

- PHANNIBAL: Vector que permet clonar direccionalment fragments de PCR a banda i banda
de I'intré PDK (Wesley i col., 2001), utilitzat per al silenciament génic. Amp~.

1.3.2. Construccions

CONSTRUCCIO DESCRIPCIO

Construccions relacionades amb els promotors dels gens PAR

pIF287 1 kb del promotor del gen ATHB4 amplificada amb els encebadors JO291 i
JO292 i subclonada en el vector pGEM-T Easy

pJF288= 1 kb Parips:GG Fragment del pJF287 digerit amb HindIII-BamHI i subclonat en el vector
binari pCAMBIA1304 digerit amb HindIII-BgIII

pACV1 1 kb del promotor del gen GAI amplificada amb els encebadors JO319 i
JO320 i subclonada en el vector pTZ57R

PACV3=1 kb Psar:GG Fragment del pACV1 digerit amb PstI-BamHI i subclonat en el vector binari
pCAMBIA1304 digerit amb PstI-BglIl

pIF297 1 kb del promotor del gen PAR1 amplificada amb els encebadors JO301 i
JO302 i subclonada en el vector pGEM-T Easy

pIF299=1 kb Ppar1:GG Fragment del pJF297 digerit amb HindIII-BamHI i subclonat en el vector
binari pCAMBIA1304 digerit amb HindIII-BgIII

pJF298 1 kb del promotor del gen RIP amplificada amb els encebadors JO303 i
JO304 i subclonada en el vector pGEM T-easy

pJF300=1 kb P;p:GG Fragment del pJF298 digerit amb HindIII-BamHI i subclonat en el vector
binari pCAMBIA1304 digerit amb HindIII-BglII




pJF278

1 kb del promotor del gen ATHB2 amplificada amb els encebadors JO280 i
JO281 i subclonada en el vector pGEM-T Easy

PJF279=1 kb PATHBZ:GG

Fragment del pJF278 digerit amb HindIII-BamHI i subclonat en el vector
binari pCAMBIA1304 digerit amb HindIII-BgIII

pSP7

500 pb del promotor del gen ATHB2 amplificada amb els encebadors J0280 i
JO335 i subclonada en el vector pTZ57R

pSP10= 500 pb PATH32:GG

Fragment del pSP7 digerit amb HindIII-BamHI i subclonat en el vector binari
pCAMBIA1304 digerit amb HindIII-BglII

pSP8

250 pb del promotor del gen ATHB2 amplificada amb els encebadors J0280 i
JO336 i subclonada en el vector pTZ57R

pSP1 1=250 pb PathB2:GG

Fragment del pSP8 digerit amb HindIII-BamHI i subclonat en el vector binari
pCAMBIA1304 digerit amb HindIII-BglIl

pIR23

200 pb del promotor del gen ATHB2 amplificada amb els encebadors J0280 i
JO355 i subclonada en el vector pTZ57R

pIR27= 200 pb PATHBZ:GG

Fragment del pIR23 digerit amb HindIII-BamHI i subclonat en el vector
binari pCAMBIA1304 digerit amb HindIII-BgIII

pIR24

150 pb del promotor del gen ATHB2 amplificada amb els encebadors JO 280 i
JO356 i subclonada en el vector pTZ57R

pIR28= 150 Pb PATH32:GG

Fragment del pIR24 digerit amb HindIII-BamHI i subclonat en el vector
binari pCAMBIA1304 digerit amb HindIII-BgIII

pIR25

100 pb del promotor del gen ATHB2 amplificada amb els encebadors JO280 i
JO357 i subclonada en el vector pTZ57R

pIR29= 100 Pb PATH32:GG

Fragment del pIR25 digerit amb HindIII-BamHI i subclonat en el vector
binari pCAMBIA1304 digerit amb HindIII-BglII

Construccions relacionades

amb ATHB2 i ATHB4

pSP20

cDNA d’ATHB2 amplificat per RT-PCR amb els encebadors J0282 i JO283
subclonat en el vector pTZ57R

pBF9 = P355:ATHB2

Fragment del pSP20 digerit amb KpnI-BamHI i subclonat dins d’aquestes
dianes en el vector binari pBinAr

pSP22

cDNA d’ATHB4 amplificat per RT-PCR amb els encebadors 10284 i JO285
subclonat en el vector pTZ57R

pBF10= Psss:ATHB4

Fragment del pSP22 digerit amb KpnI-BamHI i subclonat dins d‘aquestes

dianes en el vector binari pBinAr

Construccions relacionades

amb PAR1

pJF285n cDNA de PAR1 amplificat amb els encebadors 10289 i JO290 i subclonat en el
vector pGEM-T Easy
pBF7 PAR1 aillat del vector p]JF285 per digesti6 amb EcoRI i subclonat dins

d’aquesta diana en el vector pBS-SK+




pIJB1=P3ss:PAR1

PAR1 aillat del vector pBF7 per digestié amb KpnI i BamHI i subclonat dins
d’aquestes dianes en el vector binari pBinAr

pACV9

cDNA de PAR1 amplificat amb els encebadors J0329 i JO330 i subclonat en el
vector pTZ57R

pBF1= Psss:PAR1-G

PAR1 aillat del vector pACV9 per digestié amb NcolI i Spel i subclonat dins
d’aquestes dianes en el vector binari pPCAMBIA1302

pSP14= P3ss:PAR1-GG

PAR1 aillat del vector pACV9 per digestié amb Ncol i Spel i subclonat dins
d’aquestes dianes en el vector binari pPCAMBIA1303

pBF6

PAR1 aillat del vector pACV9 per digestié amb Xbal i BamHI i subclonat dins
d’aquestes dianes en el vector pGreen0029

pIR33= Psss:PAR1-GR

PAR1-GR aillat del vector pBF6 per digestié amb Xbal i EcoRI i convertit en
extrems roms amb |'enzim Klenow i subclonat en el vector binari pBinAr
digerit amb Smal

pACV4 cDNA de PAR1 amplificat amb els encebadors JO331 i JO332 i subclonat en el
vector pTZ57R

pACV5 PAR1 aillat del vector pACV4 per digestio amb XhoI-Kpnl i subclonat dins
d’aquestes dianes en el vector pHANNIBAL

pPACV6 PAR1 aillat del vector pACV4 per digestié6 amb XbalI-HindIII i subclonat dins

d’aquestes dianes en el vector pACV5

pACV7= PAR1-RNAi

Fragment del pACV6 digerit amb PstI-Sacl i subclonat dins d’aquestes dianes
en el vector binari pPCAMBIA2300

Construccions per obtenir sondes

pJF281 DNA genomic d’ATHB2 amplificat per PCR amb els encebadors 10282 i J0283
i subclonat dins del vector pGEM-T Easy

pIF282 DNA genomic d’ATHB4 amplificat per PCR amb els encebadors 10284 i 10285
i subclonat dins del vector pGEM-T Easy

pOX3 cDNA de GAI amplificat per PCR amb els encebadors J0297 i JO298 i
subclonat dins del vector pCR-Blunt

pIR4 Fragment de 1173 pb de HAT2 amplificat per PCR sobre DNA genomic amb
els encebadors RO3 i RO4 i subclonat dins del vector pTZ57R

pIR5 Fragment de 1600 pb de HAT7 amplificat per PCR sobre DNA genomic amb
els encebadors RO5 i RO6 i subclonat dins del vector pTZ57R

pIR35 Fragment de 600 pb de HFR1 amplificat per PCR sobre DNA genomic amb els
encebadors RO25 i RO26 i subclonat dins del vector pCRII-TOPO

pJB3 DNA gendmic de PAR2 amplificat amb els encebadors BO1 i BO2 i suclonat
dins del vector pTZ57R

pSP2 Fragment de 390 pb de PHYB amplificat per PCR sobre DNA genomic amb els

encebadors JO197 i JO305 i subclonat dins del vector pTZ57R




pSP3 Fragment del pSP2 digerit amb EcoRI i subclonat dins la mateixa diana en el
vector pET3a

pJF284 Fragment de 1200 pb de PIL1 amplificat per PCR sobre DNA genomic amb els
encebadors JO287 i JO288 i subclonat dins del vector pGEM-T Easy

JE290 cDNA de RIP amplificat per PCR sobre DNA genomic amb els encebadors

P JO293 i ]0294 i subclonat dins del vector pGEM-T Easy

pAG3 cDNA de SAUR15 amplificat per PCR sobre DNA genomic amb els encebadors
R0O28 i RO29 i subclonat en el vector pCRII-TOPO

pAG1 cDNA de SAUR57 amplificat per PCR sobre DNA gendomic amb els encebadors
RO30 i RO31 i subclonat en el vector pCRII-TOPO

pAG2 cDNA de SAUR68 amplificat per PCR sobre DNA gendomic amb els encebadors
RO32 i RO33 i subclonat en el vector pCRII-TOPO

pIF302 cDNA de SCL21 amplificat per PCR sobre DNA genomic amb els encebadors
JO315iJ0316 i subclonat en el vector pTZ57R

pJF291 cDNA de B-expansina amplificada sobre DNA gendomic amb els encebadors

JO295 i JO296 i subclonat en el vector pGEM-T Easy

Taula M.II. Construccions emprades en aquest treball.

A la seglent figura s’esquematitza al titol d’'exemple el clonatge de 1 kb Pars2:GG.

DNA genomic d’arabidopsis
l PCR (oligos JO280 i JO281)

1kb PATHB2

Clonatge en el vector pGEM-T Easy
Hind 1lI Bgl Il

1 kb PATHB2

Hind 1lI Bgl Il

GFP

Digestié amb Hind Il i Bgl Il

pCAMBIA1304

Clonatge al pCAMBIA1304
(digerit amb Hind Ill i Bgl Il i
desfosforilat)

GFP > GUS

PATHBZ:GG

L) PATHBZ

Figura M.1. Esquema de l'estratégia emprada per a les construccions de fusié dels promotors dels
gens PAR als gens reporters GFP-GUS. El promotor CaMV 35S s’assenyala com 35S. S’indiquen els
gens de seleccié de cada plasmidi.



1.4. ENCEBADORS

Tm

FTIEN LONG P
NOM SEQUENCIA DIRECCIO
Q (pb) | (°C)
BO1 5’ -GGC-CAT-GGA-GGA-AAC-CCT-AGC-CAC-3’ 24 62.1 directe
BO2 5’ -GGA-CTA-GTA-CCT-CCA-AAC-TTC-ATA-TC-3’ 26 55 complementari
5/ -TTA-TCA-TCC-GTG-ATG-GTG-ATG-GTG-ATG-CGA-TCC- .
J0197 TGG-ATA-TGG-CAT-CAT-CAG-CAT-CAT-GTC-3’ 63 73.1 directe
! —-GTC-GGA-TCC-ACC-ATC-TTC-TGT-TGA-ACT-TTC-TCA-
Jo280 | [~ CTOORTICOTACCTATCTIICTIGTTIGATACT THICTHC 35 | 60.5 directe
5’ -GGA-AGC-TTT-CAA- -TTT-TTG-TTT-AGT-TCT-TC- .
Jo2g1 | 2, TCCRTACC CAR-CCG ¢ GI-TeT-1c 32 | 64.4 | complementari
JO282 5’ -CAG-AAG-ATG-ATG-TTC-GAG-AAA-GAC-3' 24 59.3 directe
JO283 5’ -AAA-GAC-TTA-GGA-CCT-AGG-ACG-AAG-3 24 61 complementari
JO284 5'-AGG-ACA-ATG-GGG-GAA-AGA-GAT-GAT-3' 24 61 directe
JO285 5'-CCT-TCC-CTA-GCG-ACC-TGA-TTT-TTG-3" 24 62.7 complementari
JO287 5’ -ATG-GAA-GCA-AAA-CCC-TTA-GCA-TC-3’ 23 58.9 directe
JO288 5’ -TTA-GTT-TGG-CGA-GCG-ATA-ATA-AC-3’ 23 57.1 complementari
JO289 5’ -TCA-ATG-GAA-GAA-ACT-CTA-GCC-AC-3’ 23 58.9 directe
JO290 5’ -TCA-ACC-TCC-GAA-CTT-CAT-GTC-TTC-3" 24 61 complementari
'-GGA-AGC-TTA-CTC-TAC-CAT-CCA-CTA-ATG-TTT-TC—
Jo291 | 3, TOCRTACC CTCTTACTCAT-CCA-C ¢ ¢ 32 | 656 directe
5'-GTC-GGA-TCC-ACC-ATT-GTC-CTC-AAC-AGA-AAG-AAC- .
Jog9z | [ TSTCTOeRTECCTAC GTC-CTC-ARC-AGA-ARG-AAC 35 | 69.5 | complementari
JO293 5’ -ATG-GCT-AGA-AAT-TTC-GAG-CTT-3’ 21 54 directe
J0O294 5’ -TCA-ATG-CTT-GGA-AGC-AAA-GTC-3’ 21 55.9 complementari
JO295 5’ -ATG-CAG-CTC-TTT-CCG-GTC-ATC-3" 21 59.8 directe
JO296 5’ -TAG-AGA-ACA-GGG-GAG-AAG-TTG-3’ 21 57.9 complementari
JO297 5’ -CCC-AAC-CAT-GAA-GAG-AGA-TCA-TC-3’ 23 60.6 directe
JO298 5’ -TCT-AAT-TGG-TGG-AGA-GTT-TCC-3’ 21 55.9 complementari
JO301 5’ -GGA-AGC-TTA-CCA-GGC-ACC-ACC-CGA-ATG-GC-3’ 29 72.3 directe
JO302 5’ -CGG-ATC-CAC-CAT-TGA-AAG-AAA-GAG-AGA-GAT-G-3’ 31 66.8 complementari
! ~GGA-AGC-TTG-ATG-GAG-AGA-GGT-TGT-TCT-CTT-TG—
J0303 |, CCATACCTTICTATEIGRGTAGR-CETTIGT-ICT-CTT G 32 | 68.2 directe
10304 g, —-CAG-ATC-TAC-CAT-TTT-AGA-TTT-AAA-ACA-CAA-ATG- 33 60.8 complementari
JO305 5'-CCA-TCT-CAA-GAG-TGG-GTG-GAG-TAC-3' 24 64.4 complementari
JO313 5'-GAT-TGA-TCT-TTG-GAA-AGT-CTA-AGC-3" 24 57.6 directe
JO314 5’ -GTG-TGG-TTT-CAG-AAC-CGT-AGG-3’ 21 59.8 complementari
JO315 5'-TAT-TTG-TGA-TGG-ACA-ATG-TAA-GAG-3" 24 59.3 directe
JO316 5'-TCT-TTC-ACT-TCC-ATG-CAC-AAG-ATG-3"' 21 59.8 complementari
JO319 5'-ATA-TAC-TGC-AGT-TTA-CTT-TTC-TAC-3"' 24 54.2 directe
5'- -GAT-CCA-CCA-TGG-TTG-GTT-TTT-TTT-CAG-AGA- .
Jo320 | ) TCCOTORTTCCATCORTIEETINGTC CAGTAG 35 | 69.5 | complementari
JO329 5'-GGC-TCG-AGC-ATG-GAA-ACT-CTA-GCC-AC-3" 26 68 directe
'-CGA-AGC-TTG-GTA-CCT-CAA-CCT- -AAC-TTC-ATG-
JO330 ic_g? ee 6=¢ ceT-c CCT-CCE ¢ ¢ ¢ 35 71.8 complementari
JO331 5'-GGC-CAT-GGA-AGA-AAC-TCT-AGC-CAC-3' 24 64.4 directe
JO332 5’ -CGA-CTA-GTA-CCT-CCG-AAC-TTC-ATG-TCT-TC-3’ 29 66.7 complementari
5'-GGA-AGC-TTA-AAA- -AAA-ATA-AGA-TAA-CTA-CG- )
Jo33s |, TECRTACC cee . crA-ce 32 |63.1 directe
JO336 5'-GGA-AGC-TTT-GAT-TAT-AAA-ATT-ATT-TCC-ATT-G-3" 31 58.9 complementari
'-GGA-AGC-TTG-ACT-TTA-ATA-ATA-ATA-ACT-ATT-TTG-
JO355 2, 6 ee GmAC ¢ ¢ 33 54.8 complementari
5'-GGA-AGC-TTT-TGC-AAA-ATC-TCT-CTC-TCT-CTC-TG- .
JO356 30 32 63.9 complementari
JO357 5'-GGA-AGC-TTT-CCT-TTA-CTT-TCT-CAT-CTT-C-3" 28 57 complementari
RO3 5’ -AAC-ATG-ATG-ATG-ATG-GGC-AAA-GAA-G-3’ 22 68 directe
RO4 5’ -AAA-TCA-CGA-TCG-TGG-ACG-CAA-GGC-3' 24 59 complementari
RO5 5'-GAG-ATT-GGA-GAT-GGC-CTT-TCC-TC-3" 23 64 directe
RO6 5'-GAC-AAT-ATG-ATC-AAT-TGA-ACT-G-3' 18 67 complementari
RO25 5'-AAC-ATG-TCG-AAT-AAT-CAA-GCT-TTC-ATG-3" 27 56.8 directe
RO26 5'-TAC-GGA-AAA-GAC-TAG-ACA-CTC-3"' 21 43 complementari
RO27 5’/ -TAC-TTA-TCA-TAG-TCT-TCT-CAT-CGC-3’ 24 47.3 complementari
RO28 5’ -ATG-GCT-TTT-TTG-AGG-AGT-TTC-TTG-3’ 24 55 directe
RO29 5/ -TCA-TTG-TAT-CTG-AGA-TGT-GAC-3’ 21 41.5 complementari
RO30 5’ -ATC-ATG-AAG-AGC-AAA-TCC-ATA-G-3’ 22 48 directe
RO31 5/ -TTA-CAT-GCC-AAT-GCA-GTT-TCT-C-3’ 22 52.1 complementari




RO32 5’ -ATG-GCT-AAG-AAA-TGG-CAA-CAA-AG-3’ 23 54.4 directe
RO33 5/ -CTA-TAA-TAC-AAG-CAA-TTG-TTG-3’ 21 40.2 complementari
358 5’ -CGT-AAA-GAC-TGG-CGA-AC-3’ 17 52
2X35S8 5’ -CTT-CGC-AAG-ACC-CTT-CC-3" 17 54
LBb1 5'-CGT-GGA-CCG-CTT-GCT-GCA-ACT-3" 21 58
Universal 5’ -GTA-AAA-CGA-CGG-CCA-GT-3’ 20 52
Reverse 5’ -CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-AC-3’ 20 50
GUS upper | 5/ -CAA-CGA-ACT-GAA-CTG-GCA-GA-3’ 20 52 directe
GUS lower | 5’ -GGC-ACA-GCA-CAT-CAA-AGA-GA-3’ 20 52 complementari

Taula M.III. Encebadors utilitzats en aquest treball. Es mostren tant els encebadors utilitzats
en la generacié de fragments per clonatge i per ser utilitzats com a sonda, com els comunament utilitzats
per comprovar clonatges.

2. Metodologies

2.1. TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR DELS ACIDS NUCLEICS

2.1.1. Obtencié de DNA plasmidic

En aquest treball s'’han emprat 2 métodes d’extraccié de DNA plasmidic depenent del
grau de puresa desitjat.

Minipreparacié mitjancant lisi alcalina

L'extraccid de DNA plasmidic s’ha realitzat per lisi alcalina segons el métode descrit per
Bimboin i Doly (1979), amb modificacions posteriors de Sambrook (2001). Aquest metode s’ha
utilitzat en passos intermedis de clonatges i per a la comprovacié d’aquests mitjancant digestid
o PCR.

Procediment:

1. Inocular una colonia aillada en 3 mL de cultiu amb I'antibiotic adient, incubar a 37°C en agitacio
a 250 rpm O/N.

2. Transferir tot el cultiu a un tub eppendorf i centrifugar 1 min. a velocitat maxima (~ 13000
rpm). Descartar el sobrenedant.

3. Afegir 150 pL de tampo P1. Resuspendre bé el sediment de bacteris amb I'ajuda del vortex.

4, Afegir 150 L del tampd P2. Agitar suaument el tub per inversié unes 4-5 vegades. Incubar no
més de 5 min. a TA.

5. Afegir 150 uL del tampd P3 i barrejar immediatament per inversié unes 4-5 vegades. Deixar
reposar 15-20 min. en gel. Centrifugar 10 min a velocitat maxima (= 13000 rpm).

6. Passar el sobrenedant a un nou tub eppendorf, afegint-hi 900 uL d’etanol 100%. Incubar 2 min.
a TA. Centrifugar 10 min a velocitat maxima (~ 13000 rpm).

7. Descartar el sobrenedant i afegir 700 uL d’etanol 70%. Centrifugar 5 min. a velocitat maxima
(= 13000 rpm).

8. Decantar I'etanol i deixar assecar el DNA a l'aire 10 min. o fins que s’evapori tot I’etanol.

9. Afegir 50 pL de TE 1x o aigua. Guardar a 4°C.



Solucions:

- Tampé P1 pH 8.0 (guardar a 4°C): Tris-HCI 50mM, EDTA 10 mM, RNasa A 100ug/mL.
- Tampo P2 pH 8.0 (guardar a TA): 200 mM NaOH, SDS 1%.

- Tampé6 P3 pH 5.5(guardar a 4°C): KAc 3M. Ajustar el pH amb acid acétic.

- Tampo6 TE 1x pH 7.4: Tris-HCl pH 7.5 10mM, EDTA pH 8 1mM

Minipreparacio de DNA plasmidic d'alta qualitat

Métode utilitzat per obtenir DNA d’alta qualitat que volem seqlienciar. Es realitza amb el
kit QIAprep Spin Miniprep de Qiagen, seguint les indicacions del fabricant.

2.1.2. Subclonatge de fragments de DNA en vectors

Durant la realitzacid d'aquesta tesi s’han emprat les principals técniques d’enginyeria
genetica, les quals els detallen a continuacio.

2.1.2.1. Reaccions de modificacié del DNA

Per a les reaccions de modificacido de DNA realitzades, com ara la digestié de fragments
de DNA amb enzims de restriccio, lligacions, desfosforilacié d’extrems de DNA, emplenat
d’extrems protuberants, etc. s’han utilitzat diferents enzims de restricci6 de DNA i lligases
(Promega, Boehringer-Manheim, NewEngli Biolabs, etc.), seguint el protocol general descrit per
Sambrook (2001) i Ausubel (1989), i les condicions aconsellades pel fabricant en cada cas. Es
per aix0 que en el present treball només es detallen aquelles que han estat de rellevant
importancia o bé si el protocol seguit suposa alguna modificacié sobre I'original.

2.1.2.2. Transformacio de cél-lules competents d’E.coli per xoc térmic

La transformacio de cél-lules d’E.coli s'utilitza per amplificar DNA plasmidic. Les cél-lules
competents, preparades segons es descriu a l'apartat 1.1.2, es van transformar per xoc térmic
segons el seglient protocol.

Procediment:
1. Descongelar en gel el tub que conté una aliquota de cél-lules competents.

2. Afegir 1-5 pL (10-20 ng) de DNA i barrejar suaument.

3. Mantenir la barreja 30 min. en gel.
4, Fer un xoc térmic 1.5 min. a 42°C.
5. Transferir el tub a gel durant 2 min.

6. Afegir 900 pL de medi LB fresc sense antibiotics. Posar el tub en agitacié a 250 rpm a 37°C 1h.

7. Plaquejar diferents volums de la transformacié en dues plaques de LB solid amb I'antibiotic
selectiu escaient.

8. Incubar els bacteris a 37°C O/N.



Les colonies es seleccionen per PCR utilitzant encebadors especifics i/o minipreparacions.
2.1.2.3. Transformacio de cel-lules competents d’A.tumefaciens per electroporacio

La transformacio de cel-lules d’A.tumefaciens s’utilitza per augmentar la quantitat de
DNA plasmidic, concretament plasmidis binaris, que després s’introduira a la planta mitjancant
transformacié per floral dip (apartat 2.4.3.1). Les cél-lules competents, preparades segons es
descriu a I'apartat 1.1.3, es van transformar per electroporacié segons el segiient protocol.

Procediment:

1. Descongelar una aliquota (50 pL) de cél-lules electrocompetents en gel i afegir 1-2 uL de DNA (el
DNA ha d’estar dissolt en una solucié de baixa forga idonica, com per exemple TE, o H,0). Barrejar bé i
incubar en gel durant 5 min.

2. Refredar les cubetes d’electroporacié (de 0.1 cm) en gel, préviament esterilitzades rentant-les
amb etanol, i afegir-hi la barreja de cél-lules i DNA.

3. Electroporar a 1.5 kV. Immediatament, transferir les cél-lules a un tub amb 1 mL de YEB fresc
sense antibiotics.

4. Incubar les cél-lules a 28°C durant 2h per recuperar-les de |'electroporacio.
5. Plaquejar diferents volums en medi YEB amb els antibiotics selectius adients.
6. Incubar a 28°C 2-3 dies fins 'aparicié de colonies.

Comprovar les colonies per PCR utilitzant encebadors especifics.

2.1.3. Reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR)

Per tal d’amplificar fragments de DNA s’ha emprat el métode de la reaccidé en cadena de
la polimerasa (polymerase chain reaction o PCR) (Saiki i col., 1988), fent servir oligonucleotids
especifics i DNA plasmidic complementari (cDNA) o genomic (segons el cas) com a substrat.

La seva base teorica es troba descrita en tots els manuals de biologia molecular
(Sambrook, 2001).

Per amplificar els fragments per PCR es van utilitzar dos tipus d’enzims DNA polimerasa
termoestable: un de no comercial, utilitzat per a la comprovacidé de clonatges i colonies, i un de
comercial. Les comercials utilitzades segons la seva disponibilitat han estat Pfu DNA Polymerase
(Stratagene), Ex Taq™ Polymerase (Takara) i Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen). Totes elles es caracteritzen per tenir una baixa taxa d’error (HF, High Fidelity).
Aquests enzims disposen dels seus propis tampons i es van utilitzar seguint les instruccions del
fabricant.

Els encebadors emprats per les PCR varen ser elaborats majoritariament per MWG
Biotech i Thermo Scientific. Les seves sequéncies s’especifiquen a l'apartat 1.4.



2.1.3.1. Retrotranscripcio

Aquesta técnica s’ha utilitzat per amplificar la primera cadena de cDNAs especifics a
partir de RNA total. En el nostre treball s’han emprat encebadors homolegs a la seqiiéncia
d'interés. Per a la sintesi de la primera cadena de cDNA s’ha utilitzat la M-MLV Reverse
Transcriptase d’Invitrogen, enzim que permet la transcripcié de fragments de RNA de fins a
7 kb a partir de 1 ng-5 pg de RNA.

Procediment:

1. Barrejar en un tub eppendorf RNAsa Free:

X pl RNA (1 pg)
4yl encebador especific complementari 5 uM
finsa 15yl H,0

Incubar 5 min. a 70°C. Posar en gel

2. Afegir al tub:

5yl RT buffer 5X
1.25 yl dNTPs 10 mM
1yl RNA guard
2yl DTT0.1M
1yl RT M-MLV

Incubar 1h a 42°C.
3. Inactivar la reaccié incubant 15 min. a 70°C.
4. Mantenir en gel fins al moment de fer la PCR, o guardar a 4°C.

A partir del 10% de la reacci6 de retrotranscripcié es varen fer les ampliacions per PCR
amb una polimerasa amb baixa taxa d’error (HF, High Fidelity).

2.1.3.2. Amplificacié per PCR

En cada cicle de PCR hi ha tres etapes que precisen de temperatures diferents i es duen
a terme en l'aparell de PCR o termociclador, el qual permet una transici6 molt rapida entre una
temperatura i una altra. Les tres etapes de cada cicle sén:

1. Desnaturalitzaci6 del DNA en preséncia dels oligonucledtids encebadors. Es realitza a una
temperatura alta, generalment 94°C, durant 30 seg.

2. Hibridacié dels encebadors a les seqiiéncies complementaries del DNA motlle a amplificar. Es
realitza a la temperatura Tm de l'oligonucleotid, que ve donada per la seqliéncia i la llargada
d’aquest. Acostuma a estar compresa entre 45 i 65°C. El temps d’hibridacié és d’uns 30 seg.

3. Un cop els encebadors s’han unit al DNA, actua la DNA polimerasa termoestable, sintetitzant les
cadenes de DNA complementaries en direccié 5’ a 3’, amb activitat exonucleasa en direcci6é 3’ a 5’
proofreading per corregir els possibles errors en I'activitat anterior. Aquesta etapa es realitza a 68-



720C durant un temps que depén de la mida del fragment a amplificar (aproximadament 1 min.
per 1 kb de DNA).

Les condicions generals de PCR emprades per a I'amplificaci6 de DNA, les quals s’han
modificat en cada cas per optimitzar la reaccid, han estat:

10%-10° copies DNA motllo
1X Tampd PCR
1.5mM MgCl,
200 pM  dNTPs
200 nM  Encebador directe
200 nM  Encebador complementari

1-2 unitats DNA polimerasa termoestable

En H,0O
amb els cicles de PCR:
Desnaturalitzacio inicial 5 min. a 94°C
Desnaturalitzacid 30 seg. a 94°C
Aparellament 30 seg. a 55°C 30 cicles
Extensio X seg. a 72°C
Extensio final 3 min. a 72°C

Solucions:
- Tampoé PCR 10X: TrisCl 200 mM, KCI 500 mM. Al tampé se pot afegir MgCl, 15 mM.

Nota:

En el cas de PCR de colonies, el DNA motllo de la PCR s’hi afegeix picant amb una punta la colonia i
submergint la punta a la barreja de PCR, si la colonia és d’E.coli. Per a colonies d’A.tumefaciens, es pica
amb una punta la colonia i es disol en 25 pL d’aigua. D'aquests, utilitzem 2 pL per fer la PCR.

La comprovacio dels fragments amplificats es realitza carregant una part del volum obtingut en un
gel d’agarosa (apartat 2.1.4).

Quan va ser necessari, els fragments obtinguts van ser clonats per posteriorment ser seqlienciats
(apartat 2.1.5).

2.1.3.3. Clonatge de fragments de DNA amplificats per PCR

Els productes de la reacci6 de PCR es van purificar utilitzant el kit QIAquick Gel
Extraction Kit de Qiagen, seguint les indicacions del fabricant, i van ser subclonats emprant



3 kits de clonatge de PCR, també seguint les indicacions dels fabricants (els vectors es
descriuen a l'apartat 1.3.1.)

2.1.4. Separacio de DNA en gels d'agarosa

Els productes de PCR o els fragments de DNA procedents de digestions s’han separat
en gels d'agarosa/TBE amb agarosa 1% (p/v) i bromur d’etidi 0.05% (p/v), en TBE 0.5X, al
costat d’'un marcador de pes molecular adient per a la mida de banda esperada.

- Tampo de carrega 6X: glicerol 30% (v/v), xilencianol FF 0.25% (p/v), blau de bromofenol 0.25% (p/v),
EDTA 0.5M pH 8.

- Tampo TBE 10x: Tris base 0.089 M, acid boric 0.089 M, EDTA 20 mM pH 8.

2.1.5. Seqiienciacié del DNA

La determinacio de les seqliéncies de DNA preparat com s’indica a I'apartat 2.1.1.2 ha
estat realitzada pel Servei de Seqlienciacid de I'IBMB mitjancant seqiienciacié automatica,
emprant el sistema Applied Biosystems de Pharmacia (Automated Laser Fluorencence). Aquest
sistema es basa en el métode del dye terminator. La mitjana de lectura amb aquest métode va
ser de 600-700 pb.

Les seqliéncies obtingudes han estat processades informaticament mitjancant
programes bioinformatics gratuits a Internet, com Bioedit, l'algoritme ClustalW, BLAST de
I'NCBI, Fasta i Genedoc.

2.1.6. Purificacié de fragments de DNA

El DNA va ser purificat seguint diferents protocols segons la seva procedéncia i la
puresa final desitjada. A continuacié es presenten els principals metodes de purificacio
utilitzats.

Precipitacio de DNA

Per la precipitacié de fragments de DNA es va seguir el protocol de precipitacié d’acids
nucleics per acetat de sodi (Sambrook, 2001).

Procediment:

1. Afegir 1 volum de fenol:cloroform, barrejar amb el vortex i centrifugar 5 min. A velocitat maxima.
Recuperar la fase aquosa (superior).

2. Afegir 0.1 volums d’AcNa 3M pH 5.2, i 2.5 volums d’etanol absolut.

3. Barrejar i deixar 2-5 min. en gel.

4. Centrifugar 10 min. a velocitat maxima. Descartar el sobrenedant.

5. Afegir 250 pL d’etanol 70%. Centrifugar 5 min. a velocitat maxima i descartar el sobrenedant.

6. Resuspendre I'acid nucleic en 50 pL o el volum escaient d’aigua milliQ o tampd TE.



Purificacié de DNA a partir de gels d’agarosa/TBE

Els fragments de DNA resolts en gels d’agarosa/TBE s’han utilitzant el kit QIAquick Gel
Extraction Kit de Qiagen, seguint les indicacions del fabricant.

Purificacié de productes de PCR

Els productes de PCR es van purificar utilitzant el kit QIAquick Gel Extraction Kit de
Qiagen, seguint les indicacions del fabricant.

2.1.7. Obtencié de RNA total d’arabidopsis

En l'aillament de RNA partim de plantules d’arabidopsis congelades en nitrogen liquid i
emmagatzemades a -80°C.

Procediment:

1. Triturar la mostra (100-300 mg) en un morter amb nitrogen liquid fins que quedi una pols fina. La
mostra no s’ha de descongelar en cap moment.

2. Passar el teixit triturat a un tub eppendorf de 2 mL préviament refredat en nitrogen liquid. Afegir
500 pL de tamp6 d’extraccid i 500 pL de fenol:cloroform. Barrejar bé amb el vortex i mantenir el tub
en gel fins que s’hagin triturat totes les mostres.

3. Centrifugar en microfuga 10 min. a 13000 rpm a 4°C.

4. Transferir la fase aquosa (superior) a un eppendorf nou de 1.5 mL. Afegir 1 volum de cloroform,
barrejar amb el vortex.

5. Centrifugar 10 min. a 13000 rpm a 4°C.

6. Transferir la fase aquosa (superior) a un eppendorf nou de 1.5mL. Afegir 1 volum d’acetat de liti
4M. barrejar amb el vortex. Deixar-ho en gel O/N (almenys 4h).

7. Centrifugar 10 min. a 13000 rpm a 4°C.

8. Eliminar el sobrenedant i resuspendre immediatament el sediment en 300 uL d’'aigua esteril i 30 UL
d’acetat sodic 3M.

9. Afegir 2.5 volums d’etanol 100% per precipitar I'RNA.

10. Centrifugar 10 min. a 13000 rpm a 4°C.

11. Eliminar el sobrenedant i afegir 500 pL d’etanol 70% (v/v).

12. Centrifugar 10 min. a 13000 rpm a 4°C.

13. Eliminar el sobrenedant i deixar que el sediment s’assequi totalment a TA.

14. Resuspendre el sediment en 50-100 pL d’aigua esteril. Guardar I'RNA a -20°C o -80°C.
Solucions:

- Tampé d’extraccié (autoclau): Tris-HCI 10 mM pH7.5, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM. Després
d’autoclavar se li afegeix SDS 1% (p/v).



- Acetat de liti 4M (autoclau): 40.8 g d'acetat de liti en 100 mL d’aigua.

2.1.8. Quantificacio d'acids nucleics

La quantitat de DNA o de RNA present en una mostra es va mesurar a
I’espectrofotometre, llegint la D.O. a una A de 260 nm. Un valor 1 de D.O. a 260 nm es
correspon aproximadament a 50 pg/mL de DNA bicatenari i 40 ug/mL de RNA. La puresa de les
mostres d’acids nucleics es va determinar calculant les relacions entre les absorbancies a
260 nm, 280 nm i 230 nm. La relacié entre I'absorbancia a 260 i 280 nm indica la preséncia de
proteines si dona per fora del rang de 1.7-2. La relacidé entre |'absorbancia a 260 nm i 230 nm
proporciona informacié sobre la presencia de polifenols a la mostra.

2.1.9. Analisi de I’'RNA per northern-blot

Preparacid de les mostres

Les mostres es preparen afegint 16 pL del tampd de carrega per RNA a 10 ug de RNA total en un
volum de 10 pL. Les mostres es desnaturalitzen 15 min. a 65°C i es mantenen en gel fins al moment de
carregar-les, quan els afegim 4 pL de tampd de carrega 6x (apartat 2.1.4) per facilitar la seva carrega en el

gel.

Preparacio del gel d’agarosa al 1.2% i electroforesi

El gel es prepara fonent 1.8 g d’agarosa en 105 mL d‘aigua i 15 mL de MEN 10X. Es deixa refredar
fins aproximadament 65°C i s’afegeixen 30 mL de formaldéhid al 37.5%. Es barreja bé i s’aboca al
portagels. El tampd d’electroforesi és MEN 1X, que s’afegeix fins al nivell del gel, sense arribar a cobrir-lo.
Es carreguen les mostres i s’acaben de cobrir els pous amb tampd MEN 1X, i es corre I'electroforesi a 100V
durant 1h en campana de gasos.

Transferéncia a membrana de nild

Després de l'electroforesi el gel de RNA es renta amb aigua durant 10 min. per tal d’eliminar
I'excés de formaldehid, i es procedeix a transferir I'RNA a una membrana de nil6 per capil-laritat i en
presencia d'un tampd d’elevada forca ionica (SSC 10X).

1. Col-locar el gel invertit sobre un paper Whatman 3MM préviament mullat amb el tampd, que fa de
pont per a I'absorcié per capil-laritat del tampd de transferéncia SSC 10X. Les bombolles que puguin
quedar entre el gel i el paper Whatman s’eliminen amb I'ajut d’'una vareta de vidre.

2. Humitejar la membrana de nildé de la mida del gel en aigua i col-locar-la sobre el gel, eliminant les
bombolles de la manera descrita anteriorment.

3. Humitejar un paper Whatman 3MM de la mida del gel, col-locar-lo sobre la membrana de nild i

eliminar les bombolles.
4. Afegir uns quants papers Whatman 3MM secs i una pila de papers absorbents.
5. Col-locar un vidre al damunt i un pes per a fer pressio sobre el gel. Deixar transferint O/N a TA.

6. Retirar la membrana de nild i fixar ’'RNA a la membrana amb un aparell stratalinker (Stratagene)
que uneix covalentment I'RNA a la membrana mitjangant radiacié UV.



Solucions:

-  tampé de carrega per RNA: formamida desionitzada, formaldéhid 37.5% i tampéd MEN 10X
(30:9:7, viviv).

- Tampé SSC 20X (filtracié): NaCl 3M, CsHsNaz07.2H,0 (citrat trisodic) 0.3M.
- Tampo MEN 10X: MOPS 200mM, CH3COONa (acetat de liti) 50 mM, EDTA 10 mM.
2.1.9.1. Tinci6 de la membrana per comprovar la transferéncia de I'RNA

Donat que el gel de RNA no conté bromur d’etidi, la manera que tenim de visualitzar
I'RNA a la membrana i comprovar aixi I'eficiéncia de la transferencia i la qualitat dels RNA és
tenyir-la amb una solucié de blau de metile (Wilkinson i col., 1991).

Procediment:

1. Incubar en agitacié durant uns min. la membrana de nil6 després de la transferéncia amb la
quantitat suficient de solucié de blau de metilé com per cobrir-la totalment.

2. Quan la membrana es veu tenyida, retirar la solucié de blau de metilé i fer uns quants rentats amb
aigua destil-lada, fins que s’elimina I'excés de solucid i només resten tenyits els RNA.

3. Si es desitja guardar un registre de la tincid, es pot escanejar la membrana o simplement fer-ne
una fotocopia.

4. Rentar la membrana amb la solucié de rentat fins que desaparegui totalment la tincid.
Solucions:
- Solucié de blau de metilé: blau de metilé 0.03% (p/v), NaAc 0.3M, en aigua.
- Soluci6 de rentat: SSC 1% (v/v), SDS 1% (v/v).

2.1.10. Obtencié de sondes de DNA i marcatge radioactiu

2.1.10.1. Generacio de sondes de DNA

Les sondes per a les hibridacions northern-blot es van generar amplificant per PCR DNA
genomic de l'ecotip Col-0 amb encebadors especifics per a cada gen, excepte en el cas de la
sonda GUS, en el que s’empra com a DNA motllo el plasmid pCAMBIA1304. Els productes de
PCR es van subclonar en els vectors pGEM-T Easy, PTZ57R o pCRII-TOPO (apartat 1.3.2). La
identitat dels inserts es va confirmar per seqlienciacio i posteriorment s’aillaren per digestio
amb enzims de restriccié o per PCR amb encebadors especifics. Aquests productes soén els que
es marcaren radioactivament. A la seglient taula es mostren les diferents sondes generades i la
forma d'aillament.

GEN PLASMIDI AILLAMENT
ATHB2 pJF281 Digestié EcoRI o PCR (10282 (D) + 10283 (C))
ATHB4 pJF282 Digestié EcoRI o PCR 10284 ((D) + J0O285 (C))

GAI pOX3 Digestiéo BamHI




GUS pCAMBIA1304 GUS upper (D) + GUS lower (C)

HAT2 pIR4 PCR (RO3 (D) + RO4 (C))

HAT7 pIR5 PCR (30282 (D) + 30283 (C))

HFR1 pIR35 PCR (RO25 (D) + RO26 (C))

PAR1 pJF285 Digesti6 EcoRI

PAR2 pJB3 Digestio NcoIl+Spel

PHYB pSP3 Digestidé Xbal+Kpnl

PIL1 pJF284 Digestié EcoRI

RIP pJF290 Digestio EcoRI
SAUR15 pAG3 PCR (RO28 (D) + RO29 (C))
SAUR57 PAG1 PCR (RO30 (D) + RO31 (C))
SAURG68 pAG2 PCR (RO32 (D) + RO33 (C))

SCL1 pJF302 PCR (JO315 (D) + J0O316 (C))

B-expansina pJF291 PCR (30295 (D) + 10296 (C))

La sonda constitutiva 255 ha estat cedida pel Dr.F. Cantén (Universitat de Malaga).
Taula M.1IV. Sondes radioactives utilitzades en aquest treball. D, directe. C, complementari.
2.1.10.2. Marcatge radioactiu de fragments de DNA per random priming

Basat en el métode descrit per Feinberg i col. (1983), es va utilitzar el kit comercial
Random Primed DNA Labeling Kit de Boehringer i s’han seguit les indicacions del fabricant.
Permet l'obtencié de fragments de DNA marcats uniformement i amb una elevada activitat
especifica (fins a 3.109 cpm/ug DNA). S'utilitzen hexanucleotids (2 uL) de seqliéncia a l|'atzar,
que hibriden amb les seqiiéncies de DNA del nostre fragment a marcar. Un cop reconegudes les
seqliéncies, la polimerasa (1 pL Klenow) omple els forats amb els nucleotids afegits a la reaccio
(3uL d’A, T, GTPs + 2uL a32P-dCTP (3000 Ci/mmol)), incubant 30 min. a 37°C. Es purifica la
sonda eliminant els nucleotids no incorporats en una microcolumna de Sephadex G-50
(ProbeQuant G-50, Amersham Biosciences).

2.1.11. Hibridacié de membranes northern-blot amb sondes de DNA

Procediment:

1. Prehibridar la membrana durant >30 min. en un volum de 10 mL de tampd Church dins d’un
cilindre d’hibridacié a 65°C.

2. Desnaturalitzar la sonda radioactiva durant 3 min. a 100°C just abans d’utilitzar-la. Posar-la
immediatament en gel.

3. Afegir la sonda radioactiva al tampé Church.
4. Hibridar la membrana a 65°C un minim de 5h (es recomana deixar-la O/N).
5. Fer 3 rentats de 20 min. amb tamp¢é de rentat a 65°C.

6. Segellar la membrana dins una bossa de plastic i exposar sobre una pantalla phosphorimager.



El marcatge es visualitza utilitzant el densitometre Molecular Imager FX (Biorad), i les intensitats de banda
es quantifiquen utilitzant el software Quantity One (BioRad).

Solucions:
- Tampé Church d’hibridacié i prehibridacié: SDS 7% (p/v), EDTA 1 mM, tampé fosfat 0.125 M pH 7.2.
- Tampo de rentat: SDS 2% (p/v), EDTA 2 mM, tamp¢ fosfat 40 mM pH 7.2.

2.1.12. Deshibridacié de membranes

En el cas de que una membrana s’hagi d’hibridar amb més d’una sonda, la membrana
es deshibrida mitjancant 2 rentats amb el tampo de deshibridacidé durant 20 min. a 42°C.

Solucions:

- Tampod de deshibridacié: SSC 0.1% (p/v), SDS 0.1% (p/v).

2.2. TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR DE PROTEINES
2.2.1. Obtencio d’extractes proteics

Per a I'extraccié de proteines es va utilitzar un métode desnaturalitzant (Al-Sady i col.,
2006).

Procediment:
1. Pesar exactament 200 mg de mostra.
2. Afegir 600 yL de tampd d’extraccié de proteines bullint.

3. Triturar la mostra en el tampé i transferir-ho tot a un tub eppendorf al que préviament li hem fet
un forat a la tapa.

4. Bullir durant 2 min.
5. Centrifugar 10 min. a 13000 rpm.
6. Recuperar el sobrenedant en un nou tub també foradat.
7. Congelar immediatament en nitrogen liquid.
8. Emmagatzemar les mostres a -80°C.
Solucions:

- Tampoé d’extraccié de proteines: MOPS 100 mM pH 7.6, B-mercaptoetanol 40 mM, SDS 5% (p/v),
glicerol 10% (v/v), EDTA 4 mM, i inhibidors de proteases (aprotinina 2 pg/L, leupeptina 3 pg/L, pepstatina
1 pg/L i PMSF 2 mM).

2.2.2. Quantificacié de proteines

Les mostres extretes segons el protocol anterior van ser precipitades i quantificades
utilitzant el kit RC DC protein assay de BioRad, segons les instruccions del fabricant.



2.2.3. Separacio electroforética de proteines

Les proteines es van separar mitjangant electroforesi desnaturalitzant per proteines
(SDS-PAGE) seguint el protocol descrit a Sambrook (2001) i fent servir I'laparell vertical Hoefer
o BioRad, seguint les instruccions del fabricant.

2.2.4. Analisi de proteines per transferéncia i immunodecteccio

2.2.4.1. Transferéncia de proteines (Western-blot)

A partir d'un gel SDS-PAGE s’ha fet la transferéencia de les proteines a membranes de
nitrocel-lulosa o PVDF seguint el métode humit descrit per Towbin i col. (1979). Es va fer servir
I'aparell Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell de BioRad seguint les instruccions del
fabricant. S’utilizaren 750 mL de tampd de transferéncia, i les condicions de transferéncia van
ser 1h a 49C, amb el voltatge fixat a 100 V, o bé O/N a 4°C a 20V.

Solucions:

- Tampo de transferéncia: 75 mL de tampo Towbin 10X, 75 mL de metanol i 600 mL de H,0.
- Tampo Towbin: Tris-base 30 g/L, glicina 144 g/L, SDS 10% (p/v) 100 mL/L.

2.2.4.2. Immunodeteccié quimioluminiscent

La deteccido de les proteines es va fer per quimioluminescéncia utilitzant un anticos
primari especific contra la proteina a detectar i un anticos secundari anti-anticos primari
conjugat amb una peroxidasa de rave (Amersham Pharmacia), que trenca el reactiu
quimioluminescent ECL Plus (ECL Plus West Blotting detection system, Amersham Pharmacia).

Procediment:
1. Bloquejar amb TBST 1X + 5 % (p/v) de llet en pols durant 1h a TA en agitacio.
2. Retirar el bloqueig i afegir I'anticos primari en tampo6 TBST 1X amb 5 % de llet en pols.
3. Incubar amb l'anticos primari O/N a 4°C en agitacié.
4. Rentar 3 x 5 min. amb TBST a TA en agitacio.

5. Incubar 30 min. amb l'anticos secundari anti-anticos primari en tampé TBST 1X amb 5 % de llet
en pols a TA en agitacio.

6. Rentar 5 x 5 min. amb TBST a TA en agitacio.
7. Reaccid ECL Plus i revelat segons les instruccions del fabricant.
Solucions:

- Tampo6 TBST 10X: 200 mL Tris pH7.5 1M, 300 mL NaCl 5M, 10 mL Tween 20 en 1L de H,O.



2.2.5. Anticossos utilitzats

Anticossos primaris:
- a-tubulina. Anticos monoclonal (mouse IgG1 isotype), Sigma. Diluci6 de treball 1:10.000.

- a-phyB. Dilucié de treball 1:2.000. Es la barreja de 2 anticossos monoclonals, B1 i B7).
Cedits pel Prof. P. Quail.

Anticossos secundaris:
- a-mouse HRP, Dako. Dilucié de treball 1:5.000.
2.3. TECNIQUES BIOQUIMIQUES

2.3.1. Analisi dels pigments isoprenoides (clorofil-les i carotenoides)

Aquestes analisis han estat dutes a terme pel laboratori del Dr. M. Rodriguez
Concepcidon seguint un metode d’extraccié de pigments basat en el descrit per Fraser i col.
(2000) i posterior separacid i analisi de pigments mitjangant HPLC-PDA (Rodriguez-Concepcion
i col., 2004).

2.4. METODES DE PLANTES
2.4.1. Esterilitzacié de llavors

Les llavors d‘arabidopsis van ser esterilitzades en tots aquells experiments que

implicaven sembrar-les per al cultiu en placa.
Procediment:

1. Embeure les llavors en solucié d'imbibicié (v/v) durant almenys 20 min. A partir d’aquest moment,
es treballa en condicions d’esterilitat sota campana de flux laminar utilitzant solucions i materials
esterils.

2. Retirar la solucié i afegir solucié d’esterilitzacié. Barrejar bé i mantenir les llavors en aquesta
solucié no més de 10 min.

3. Retirar la soluci6 i afegir aigua estéril. Barrejar bé i deixar que les llavors sedimentin al fons del
tub.

4. Repetir el pas niumero 3, 4 cops més.
Solucions:
- Solucié d’'imbibicié: Tween 20 0.1 % (v/v).
- Solucio d’esterilitzacio: Tween 20 0.1 %, lleixiu 10 % (v/v).
2.4.2. Sembra de llavors

Depenent del tipus d’experiment que vulguem dur a terme, les llavors es sembraran de

la seglient manera:



Sembra de llavors en grup sobre el medi de cultiu

Unes 1000-2000 llavors es sembren en grup directament sobre el medi de cultiu quan
es tracta de llavors de la generacié T1, procedents de plantes transformades amb agrobacteri,
d’entre les quals es volen seleccionar aquelles que continguin el transgen.

Procediment:
1. Retirar I'aigua de I'GUltim rentat de I'esterilitzacié.

2. Resuspendre les llavors en 2.5 mL d’una solucié estéril d’agarosa 0.1 % (p/v), que permet que les
llavors s’escampin per la superficie del medi sense que s’agreguin.

3. Abocar les llavors en la solucié d’agarosa sobre el medi solid MS 0.5 % amb I'antibiotic de seleccio
corresponent i I'antibiotic cefotaxima per eliminar les possibles restes d’agrobacteri, escampar-les per
tota la placa i deixar-les assecar sota campana amb les plaques obertes.

Sembra de llavors una a una sobre el medi de cultiu

Les llavors es sembren d’'una en una directament sobre el medi de cultiu quan es tracta
de facilitar el seu recompte (per exemple, en els estudis de segregacié d'un transgen) o per als
experiments fisiologics (apartat 2.4.5), en una densitat de 100 llavors per placa.

Procediment:
1. Resuspendre les llavors en |'aigua de I'Ultim rentat de I'esterilitzacio.

2. Pipetejar les llavors amb una pipeta P1000 i deixar-les anar una a una sobre el medi solid
corresponent contactant la punta de la pipeta amb el medi.

Sembra de llavors en grup sobre paper de filtre

Les llavors es sembren en grup sobre paper de filtre whatman 3MM quan es volen dur a
terme analisis de RNA o de proteines, o bé realitzar algun tipus de tractament que impliqui
transferir les plantules a una determinada solucidé. La germinacié de les llavors sobre paper de
filtre permet que aquestes absorbeixin tots els nutrients del medi alhora que fa possible la
collita rapida del material biologic sense restes de medi de cultiu, facilitant la posterior
extracci6 de RNA o proteines, o bé facilitant la transferéncia de plantules d’una placa a una
altra.

Procediment:
1. Resuspendre les llavors en I'aigua de I'Gltim rentat de I'esterilitzacié mitjangant pipeteig.

2. Abocar les llavors sobre el paper de filtre situat sobre el medi solid. Deixar assecar les plaques per
tal d’eliminar el possible excés d'aigua.

Independentment del sistema de sembra utilitzat, un cop sembrades les llavors les
plaques es segellen amb cinta porosa micropore i s'emmagatzemen en foscor a 4°C durant
entre 3 i 5d. Aquest procés, conegut com estratificacié, permet el trencament de la dormancia
de les llavors, assegurant la germinacid sincronitzada de totes les llavors quan les posem en les
condicions de llum i temperatura indicades als apartats 1.2.3 i 1.2.4.



Quan sembrem les llavors directament en terra per cultivar-les en testos a I'hivernacle,
aquestes també es sotmeten al mateix periode d’estratificaci6 comentat anteriorment.

2.4.3. Obtencié de plantes transgéniques

2.4.3.1. Transformacio de plantes d’arabidopsis

Plantes d’arabidopsis de |'ecotip silvestre Col-0 es van transformar per floral dip segons
el meétode descrit per Clough i col. (1999), amb un cultiu d’A.tumefaciens portador de la
construccié que en cada cas es volia introduir a la planta (apartat 1.3.1.2).

Procediment:

1. Cultivar les plantes d’arabidopsis a transformar en testos a I'hivernacle. En testos de 11.5 cm de
diametre amb la barreja de substrat coberta per una reixeta, es sembren unes 8-10 llavors, densitat

que permetra un creixement optim de la planta.

2. Quan les plantes han desenvolupat inflorescéncies de 5-7 cm (aproximadament 6 setmanes
després de la sembra), tallar les inflorescéncies a ran de roseta (tallar la inflorescéncia principal de la
planta fa que es formin noves tiges florals laterals, d’aquesta manera augmentem el nimero de tiges
florals susceptibles a ser transformades). Després de 9-10d aquestes tiges florals estan en un estadi
optim per a la transformacio.

3. Dos dies abans de la transformacid, inocular 2 mL de medi YEB amb els antibiotics adequats amb
la soca de I'agrobacteri portadora de la construccié a transformar. Incubar O/N a 28°C en agitacid.

4. Inocular un cultiu de 1 L de medi YEB amb els antibiotics adequats amb 1 mL del precultiu.
Incubar O/N a 28°C en agitacio.

5. Centrifugar el cultiu 10 min. a 4000xg Descartar el sobrenedant.
6. Resuspendre les cél-lules en 300 mL de sacarosa 5 % (p/v).
7. Just abans de transformar les plantes afegir 0.02 % (v/v) de Silvet al cultiu d’agrobacteri.

8. Abocar el cultiu en un recipient adequat i submergir-hi les inflorescéncies de les plantes durant
5 min. Convé regar les plantes abans de la transformacié, perque l'aigua saturara el substrat i en cas
de que aquest entri en contacte amb la solucié d’agrobacteri no l'absorbira, impedint futures
contaminacions en les plantes. La reixeta que hem posat als testos en el moment de la sembra també
impedeix el contacte del substrat amb la solucié d’agrobacteri al posar els testos boca avall en el
moment de la transformacio.

9. Deixar els testos en posicid horitzontal en una safata sobre paper de filtre, que absorbira I'excés
d’agrobacteri, i cobrir-la amb un plastic.

10. Mantenir la safata durant 2-4d al fitotré6 amb baixa intensitat de llum.

11. Passat aquest temps, retirar el plastic que cobreix la safata, el paper de filtre i posar les plantes en
posicié vertical per a ser cultivades normalment a I’hivernacle.

A la figura M.2. s’esquematitzen les diferents generacions de plantes transformants,
aixi com la seva seleccidé mitjancant I'Us d’antibiotics.
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Figura M.2. Esquema de la transformacié de plantes d’arabidopsis i seleccié de les diferents
generacions de transformants.

2.4.3.2. Obtencio de dobles (o multiples) mutants per creuament

Els creuaments entre una linia 1 i una linia 2 es van realitzar pol-linitzant els ovaris (9)
de flors emasculades (flors a les que se’ls ha eliminat els estams) de la linia 1 amb pol-len (&)
de la linia 2. S’ha de procurar escollir els ovaris que estiguin en un estadi receptiu a la
fecundacié perd que no hagin estat pol-linitzats amb anterioritat (per aixd s’escullen flors joves
abans d’antesi, és a dir, no obertes amb estams no desenvolupats). A més, préviament a
I'’emasculacié s’eliminen la resta de flors i fruits (siliqlies) presents a la mateixa inflorescéncia
de la flor a pol:linitzar per assegurar que aquesta rebi suficient aport de nutrients per la
formacio de llavors i per facilitar la identificacio de la siliqua resultat del creuament. Si la
fecundacié es produeix amb éxit i es desenvolupa una siliqua, aquesta es deixa assecar i es
recullen les seves llavors (generacié F1 del creuament). L'autofecundacié d’individus F1 ddna
lloc a la generacio6 F2, i successivament, I'autofecundacioé d’'individus F2 a la generacid F3.

2.4.4. Analisi molecular de les plantes mutants
2.4.4.1. Obtencio rapida de DNA genomic de planta

Per a l'extraccid del DNA gendomic de les plantes hem seguit el protocol descrit per
Edwards i col. (1991).

Procediment:

1. Macerar el teixit (una fulla jove, siliqua o unes quantes llavors) en un tub eppendorf durant no
més de 15 seg. amb un émbol de plastic (pellet pestie polypropylene, SIGMA-Aldrich).
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2. Afegir 400 pL de tampd d’extraccid, i acabar de macerar el teixit.

3. Barrejar amb el vortex.

4, Centrifugar 1 min. a 13000 rpm.

5. Descartar el sediment.

6. Barrejar el sobrenedant (~ 400 pl) amb 400 pL d’isopropanol.

7. Incubar a TA durant 2 min.

8. Centrifugar 5 min. a 13000 rpm.

9. Descartar el sobrenedant.

10. Rentar el sediment amb 700 JL d’etanol 70%.

11. Centrifugar 5 min. a 13000 rpm.

12. Descartar el sobrenedant.

13. Resuspendre el sediment en 100 YL d'aigua destil-lada. Guardar a -20°C.
Solucions:
- Tampé d’extraccié: Tris-HClI 200 mM pH 7.5, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM i SDS 0.5%.
2.4.4.2. Comprovacio del genotip per PCR

La técnica de la PCR s'utilitza per detectar rapidament la preséncia d'un transgen
introduit a la planta. Aquesta técnica també s’usa per genotipar les plantes mutants procedents
de col-leccions per insercié d’'un T-DNA (SALK) , utilitzant oligonucleotids de I'element d’insercio
de cada linia i de la regié genomica flanquejant al seu lloc d'insercié (un exemple es mostra a la
figura R.37).

La reaccidé de PCR utilitza com a motlle 5 uL de DNA procedent de I'extraccié rapida de
DNA genomic (apartat 2.4.4.1) i una parella d’encebadors adequada.

2.4.5. Tractaments i assajos en planta

Les plantules destinades als tractament de llum o hormonals han estat cultivades en
placa en una cambra de cultiu in vitro I-36VL (Percival Scientific Inc, Perry, IA, USA) a 22°C de
Ta, i humitat no controlada on la llum Wc és generada per 4 tubs fluorescents verticals cool-
white (80 pmol/m?s® de radiacié fotosintéticament activa). Per als tractaments realitzats en
foscor, les plaques s’han mantingut a la foscor dins d’aquesta cambra.

2.4.5.1. Tractaments d’'ombra simulada

Els tractaments d’'ombra simulada han consistit en enriquir W (alta raé R:FR, 3.2-4.5)
amb FR (A=727 nm) denerada per una lampada LED (QB1310CS-670-735 LED, Quantum
Devices Inc, Barneveld, WI, USA), provocant una baixa rad R:FR (0.05). La taxa de fluéencia
s’ha mesurat utilitzant un espectrometre EPP2000 (StelalrNet Inc., Tampa, FL, USA). El disseny



del tractament dependra de la finalitat amb que es fa: analisi del fenotip molecular o analisi del
fenotip fisiologic.

Tractament d’ombra simulada per les analisis del fenotip molecular (RNA)

Es van sembrar llavors de les linies d’interés en placa i en grup sobre paper de filtre. Al
seté dia (7d) de la germinacid, a no ser que s’indiqui el contrari, les plantes s’han sotmés a
W+FR. S’han recollit mostres immediatament abans i X hores (h) després de linici del
tractament de Ilum, congelant-les immediatament en nitrogen liquid per a I'extraccié de I'RNA.
El tractament s’esquematitza aixi:

w W+FR
Figura M.3. Esquema del tractament ? | I |
d’ombra simulada per les analisis del 7d We oh xh
fenotip molecular. 4 A

Extraccié de RNA

Tractament d’'ombra simulada per les analisis de fenotip fisiologic

Aquest tractament d’ombra va consistir en sembrar llavors de les linies d'interés en
placa i després de la estratificacio cultivar les plantes 2d en Wc. Al segon dia, un grup de
plantes s’han mantingut sota Wc mentre que un altre grup de plantes s’han sotmés a W+FR.
Cinc dies després, és a dir, als 7d d’edat de les plantules, s’han pres imatges de les plantules
per analitzar el seu fenotip (apartat 2.4.5.3). El tractament s’esquematitza aixi:

L I S N N R

Figura M.4. Esquema del tractament WHFR | [ I | [ [ [ |
d’ombra simulada per les analisis del od 2d 7d
fenotip fisiologic. 4

mesura de les mostres

2.4.5.2. Tractaments de desetiolacio
Tractaments de desetiolacié per als estudis de fenotip molecular

Es van sembrar llavors de les linies d’interés en placa i en grup sobre paper de filtre. La
germinacié es va induir mitjancant un pols de llum W d’aproximadament 3h de durada. A
continuacioé les plaques es van transferir a la foscor durant 4d. Passat aquest temps, les
plantules es van es van sotmetre a 1h de llum FR. S’han recollit mostres immediatament abans
i 1h després de l'inici del tractament de llum, congelant-les immediatament en nitrogen liquid
per a I'extraccié de I'RNA. El tractament s’esquematitza aixi:
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Extraccié de RNA

Tractaments de desetiolacié per als estudis de fenotip fisiologic

Els tractaments de desetiolacié s’han dut a terme al laboratori del Prof. P. Quail a
Berkeley, California. S’han realitzat en una cambra ENCONAIR model GC8-2H, Canada. La
taxa de fluencia s’ha mesurat utilitzant un espectrometre (LI-1800; LiCor, Lincoln, NE). El
tractament va consistir en desetiolar plantules d’arabidopsis sota diferents fluéncies de
llum R o FR. Es van sembrar llavors de les linies d’interés una a una en placa i després de
I'estratificacio la germinacio es va induir mitjancant un pols de llum W de 3h de durada. A
continuacid les plaques es van transferir a la foscor durant 21h. Aixi, a les 24h d’edat de la
plantula les plagues es van mantenir a les fosques, o es van cultivar sota llum R o FR i 3
dies després, és a dir, als 4d d’edat de la plantula, es van prendre imatges per analitzar el
seu fenotip. L'esquema del tractament i I'aspecte de plantules silvestres sotmeses a les
diferents fluéncies utilitzades en aquests experiments es mostra a continuacio:

A) B)

-1d 0d 3d

mesura de les mostres

D 0.11 0.3 1.2 3 9.6 21.2 pmol/m’s’

Figura M.6. Tractament de desetiolaci6 sota diferents intensitats de llum per als estudis
de fenotip fisiologic. A, esquema del tractament de desetiolacié. B, aspecte de plantules
silvestres (Col-0) sotmeses a diferents fluéncies de FR o R.

2.4.5.3. Mesura dels fenotips fisiologics

Les analisis de fenotip de les plantules es van realitzar sobre imatges digitals utilitzant
el programa Imagel (National Institute of Health Imagel] software. Bethesda, MD, USA.
http://rsb.info.nih.gov/ij). Per a les mesures dels hipocotils, aquests es van col-locar plans
sobre plaques d’agar per poder prendre les imatges. Per a les mesures de cotilédons i fulles
primaries, plantules a les que se’ls hi havia tallat I'hipocotil i les arrels es col-locaven planes
sobre un film transparent autoadhesiu, que posteriorment s’escaneja. Es van analitzar un
minim de 15 plantules per a cada tractament, i cada experiment es va repetir almenys 2 cops.
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En aquest tipus d’analisis es representa la mitjana de les mesures amb les barres d’error que
indiquen l'error estandard de les mitjanes.

2.4.6. Tractaments amb reguladors del creixement, cicloheximida i dexametasona

Els tractaments realitzats han estat de 2 tipus:

A) De llarga durada. Quan les plantules son cultivades en preséncia d’'una determinat
agent, aquest és afegit al medi abans de plaquejar-lo.

B) De curta durada. Els tractaments curts (d'unes poques h a 1d) es realitzen col-locant
les plantules crescudes sobre paper de filtre en una placa que conté 4 mL de la soluci6 en aigua
de l'agent amb qué les vulguem tractar a la concentracié corresponent. A continuacidé es
mostren els diferents agents utilitzats en aquest treball:

AGENT DESCRIPCIO
GAs Acid gibberél.lic (GA)
Paclobutrazol (paclo) Inhibidor de la biosintesi de GAs
Epibrassinolide (BL) Analeg sintétic dels BRs
Brassinazol (BRZ) Inhibidor de la biosintesi de BRs
6-BAP 6-benzil aminopurina (CK)
2,4-D Acid 2,4 diclorofenoxiacatic. Auxina sintética
NAA Acid naftalenacétic. Analeg sintétic de les auxines
NPA Acid naftiltamamic. Inhibidor del transport polar d’auxines
CHX Cicloheximida. Inhibidor de la sintesi proteica
DEX Dexametasona. Corticosteroide quimic

Taula M.V. Reguladors de creixement i altres agents utilitzats en aquest treball.

2.4.7. Quantificacié de GAs

El contingut de GAs en planta va ser analitzat per HPLC pel grup del Dr. Garcia Martinez
de I'IBMCP, Universitat de Valéncia, CSIC; tal i com es descriu a Vidal i col. (2003).

2.4.8. Tincid histoquimica GUS

La tincid histoquimica GUS es va realitzar segons descriuen Craft i col. (2005).



Procediment:

1. Posar les plantules senceres individualment en plaques de multipouets amb un volum suficient per
a cobrir-les d’acetona 90%. Mantenir 20 min. a 20°C.

2. Eliminar I'acetona i fer 2 rentats amb tamp¢ fosfat 50 mM pH 7.2.
3. Eliminar el tampo fosfat i afegir el tampd GUS. Incubar a 37°C des d’unes hores fins O/N.

4. Aturar la reaccidé eliminant el tamp6 GUS i afegint etanol 70% (v/v). Guardar a 4°C O/N i fer
canvis series creixents d’etanol per decolorar.

5. Per prendre fotografies de les mostres, es van canvis decreixents d’etanol fins al 40%. Llavors es
canvia l'etanol 40% per glicerol 50% un parell de cops. Les plantules es monten sobre un
portaobjectes amb una mica de glicerol 50%.

6. Les preparacions de les plantes tenyides amb GUS es van observar en camp clar a la lupa Leica
MZFLIII i les imatges es van prendre amb una camera digital Leica DC200.

Solucions:
- Tampo fosfat sédic 1M pH 7.2: NaH,PO, x 2H,0 1 M. Ajustar el pH amb NaOH.

- Tampoé GUS: tampd fosfat sodic 50 mM, EDTA 10 mM, Tritd X-100 0.1%, ferricianida i ferrocianida en
concentracié variable, X-Gluc 0.5 mg/mL.

Notes:

- La ferricianida i la ferrocianida eviten la difusié de la tinci6 GUS en la planta, per aix0 la concentracio
variable dependra de la intensitat de la tincid i del tipus d’experiment que realitzem.

- El tampd GUS es pot reutilitzar 2 o 3 vegades, emmagatzemant-se a -20°C.
2.4.9. Localitzacié subcel-lular

Per a I'estudi de la localitzacié subcel:lular de PAR1 de plantules transgéniques de 7d es
van col-locar sobre un portaobjectes amb aigua i es van cobrir amb un cobreobjectes. La
fluorescéncia GFP es va analitzar en un microscopi confocal Leica TCS SP utilitzant una linia
d’excitacié d'argé a 488 nm (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanya) acoblat a una camera
digital. Es van examinar un minim de 2 linies transgéniques independents per a cada
construccio.

2.4.10. Estudis d'ultraestructura mitjancant microscopia electronica de transmissio
MET

L'observacié ultraestructural dels cloroplasts mitjangant MET es va realitzar amb
mostres de cotilédons de plantules silvestres, de 7d cultivades en Wc o sotmeses a un
tractament d’'ombra simulada (2d Wc+5d W+FR).

Tot el procés de preparacid i observacié de les mostres es realitza en col-laboracié amb
el Servei de Microscopia Electronica de Transmissié dels Serveis Cientificotécnics de la
Universitat de Barcelona (UB), situat al Parc Cientific de Barcelona, i el grup del Dr. Rodriguez
Concepcion.



La fixacié de la mostra en blocs de resina va ser duta a terme pel personal del servei tal
i com es descriu (Sauret, 2005).

2.4.10.1. Obtencié i observacio de talls semifins

L'obtencié de talls semifins va ser duta a terme pel personal del servei. Els talls
semifins es van dipositar sobre un portaobjectes de vidre i es van tenyir amb una solucié de
blau de metileé per poder observar-los al microscopi optic (MO). Aquesta observacié permeté
determinar si les mostres s’havien processat correctament, visualitzar les estructures i
determinar la zona per obtenir els talls ultrafins.

Les imatges de talls semifins s’obtingueren al Laboratori d’Analisis i Tractament
d'Imatges dels Serveis Cientificotécnics de la UB amb un microscopi Olympus Bx60 connectat a
una camera de video JVC-1270. El tractament i les analisis de les imatges es realitzaren amb el
software IMAT.

Solucions:

- Blau de metilé (filtracié 0.2 pm): blau de metilé 0.5%, BORAX (tetraborat de sodi cristal-litzat) 0.5%
en H,0.

2.4.10.2. Obtencio i observacio de talls ultrafins

L'obtencié de talls semifins va ser duta a terme pel personal del servei. Els talls
ultrafins es van obtenir utilitzant un ultramicrotom UltraCut-E (Reichter-Jung) i es dipositaren
sobre reixetes de coure. Es van contrastar incubant-los a TA amb acetat d’uranil 30 min. i citrat
de plom en preséncia de NAOH 10 min.

Els talls ultrafins s'observaren amb un MET JEOL 1010 amb un sistema de digitalitzacié
d'imatges Multiscan (Gatan), utilitzant I'aplicacié informatica d’adquisicié d'imatges Digital
Micrograph versio 3.3.0. (Gatan).

Solucions:
- Solucié d'acetat d’uranil: 0.1 g d’acetat d'uranil en 5 mL H,0.

- Solucié de citrat de plom: 1.3 g de PB(NO,),, 1.76 g de Na(Ce¢Hs05).2 H,O, 8 mL de NaOH 1N, en
50 mL H,0.

2.4.11. Mutagenesi de llavors de la linia PBL i cribratge de mutants

2.4.11.1. Mutagenesi de llavors amb I'agent quimic EMS i obtenci6é de la generacio
M2

Procediment:

1. Posar unes 2500 llavors en un tub falcons de 50 mL amb 15 mL de Tween 0.1%. Agitar i deixar
reposar 15 min.

2. Eliminar el Tween i afegir 15 mL de H,0.



3. Sota campana, afegir 45 yL d’EMS (per obtenir una concentracié d’EMS al 0.3 %) o 30 pyL d’EMS
(per obtenir una concentracié d’EMS al 0.2 %). Agitar en un agitador orbital O/N.

4, Retirar la solucié EMS (que es neutralitza amb NaOH 0.5 M).

5. Realitzar 3 rentats consecutius de les llavors amb H,O. Rentar de nou les llavors amb H,O durant
1h.

6. Repetir 2 cops més el pas 5.
Després de la mutagénesi, les llavors es sembren per obtenir la M2:
7. Pipetejar les llavors de I'GItim rentat sobre paper de filtre dins d’una placa.
8. Estratificar les llavors mantenint-les a 4°C durant 3d.
9. Sembrar les llavors en test.
Nota:

L'etil meta sulfonat (EMS) és un agent alquilant que provoca canvis puntuals en la seqiéncia del DNA de
G/C a A/T deguts a errors en la replicacié o reparacié del DNA. Donada la seva elevada mutagenicitat, s'ha
de manipular amb extremada precaucio.

2.4.11.2. Mesura de l'activitat luciferasa

Les llavors M2 es van esterilitzar tal i com s’indica a I'apartat 2.4.1. i cultivar durant 7d
en Wc a 22°C en plaques amb medi amb un 2% de sacarosa. 24h abans de mesurar l'activitat
luciferasa es vaporitza les plantes amb quantitats saturants d’una solucié de luciferina 1mM, el
substrat de la luciferasa. Per a la mesura de la luminiscéncia es van prendre imatges de les
plantules utilitzant un temps d’exposicié de 20 min. mitjancant el sistema de captacié d’'imatges
Night Owl Molecular Light Imager EG & G Berthold, i les imatges es van processar amb el
software Wlightver27. Les analisis de les dades es va dur a terme mitjancant el programa
Ianda Excel macrosuite (http://www.scripps.edu/cb/kay).

Solucions:
- Solucié de luciferina (filtracié 0.2 pm): luciferina 100 mM, Trit6 0.01 % (v/v).

2.4.12. Analisi de micromatrius de RNA

Les analisis de micromatrius de RNA van ser dutes a terme pel Servei de
Transcriptomica del Proyecto GEFA del CNB de Madrid, i les dades van ser processades
mitjangant el software Bioalma (http://www.bioalma.com/spanish/index.php).

3. Bioinformatica

A més dels programes i softwares especificats en els diferents apartats anteriors,
durant aquesta tesi s’han utilitzat les seglients eines bioinformatiques:

- Genevestigator: https://www.genevestigator.ethz.ch/ (Zimmermann i col, 2004).



- MEGA (Molecular Evolutionary Genetica Anaylisis): http://www.megasoftware.net/. Utilitzat
en la realitzacié de I'arbre filogenétic dels gens SAUR en col-laboracié amb el Dr. L. Carretero.
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