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Importancia del fruto

El fruto es un 6rgano vegetal altamente especializado que tiene el doble papel
de proteger a las semillas en desarrollo y asegurar su dispersion cuando estan
maduras (Roeder y Yanofsky 2006, Ferrandiz et al. 1999). Darwin ya proponia
que la belleza del fruto serviria como guia para los pajaros y las bestias, con
el fin de que el fruto fuera devorado y sus semillas diseminadas (citado en
Gillaspy et al. 1993). Los frutos, debido a la importancia de su doble funcién,
han estado sometidos a fuerte presion selectiva, lo que ha dado lugar a que,
a lo largo de la evolucion, se generen una gran variedad de frutos en las
angiospermas, asegurando asi su supervivencia (White 2002).

El fruto es probablemente el 6rgano mas complejo de la planta, dado que esta
conformado por muchos tipos celulares y tejidos diferentes. El fruto seco y
dehiscente de Arabidopsis thaliana, también llamado silicua, es representativo
de mas de tres mil especies de la familia de las brasicaceas. Su estructura
refleja su doble funcion: suministrar una camara protectora para las semillas
durante su maduracion, y dispersar las semillas mediante la diferenciacion de
varios tipos celulares especializados, que forman un mecanismo similar a un
muelle que causa la apertura de la silicua cuando alcanza la madurez, lo que
permite que las semillas sean liberadas al entorno (Robles y Pelaz 2005).

Estructura del fruto de Arabidopsis thaliana

Los frutos de Arabidopsis thaliana se desarrollan a partir de un pistilo o gineceo
que consta de dos carpelos fusionados. En la antesis de la flor, cuando tienen
lugar la apertura del boton floral y la dehiscencia de las anteras para liberar
el polen, todos los tejidos necesarios para la fertilizacion se han desarrollado
completamente, y los tejidos requeridos para la maduracién y la dehiscencia
del fruto ya estan presentes, aunque seguiran desarrollandose después de la
fructificacion.

El gineceo maduro muestra, a lo largo del eje apical-basal, las siguientes partes:
una capa celular tnica de células papilares o estigma; un estilo corto y solido;
el ovario, que contiene los 6vulos y abarca la mayor parte de la longitud del
gineceo; y el gindforo en la base, una estructura corta y parecida a un tallo,
que conecta el ovario a la base de la flor (Balanza et al. 2006). En la Figura
| se muestra un gineceo maduro, con los tejidos que lo conforman. Se ha
propuesto que el patrén de desarrollo desde la diferenciacion del primordio
del pistilo a lo largo de este eje apical-basal viene determinado por un
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tracto
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Figura I.Estructura del gineceo de Arabidopsis thaliana.A la izquierda, micrografia electrénica de barrido de
una flor en antesis a la que se le han quitado los pétalos y algunos sépalos para visualizar mejor el gineceo.
A la derecha, seccioén transversal de un gineceo de la misma edad. Zona de dehiscencia, ZD.Adaptado de
Balanza et al. 2006.

gradiente de auxinas, probablemente sintetizadas en el extremo distal del
pistilo (Nemhauser et al. 2000).

La disposicion de los tejidos a lo largo del eje central — lateral se aprecia en una
seccion transversal (Figura I):las valvas, en posicion lateral, correspondientes
a las dos paredes de los carpelos, acaban en una fila de células mas pequenas,
que forman una costura longitudinal, llamada margen de las valvas. En
posiciones centrales o medias se encuentran los margenes fusionados de los
carpelos, el septum, la placenta y los ovulos. El tracto transmisor, un tejido
especializado que facilita el crecimiento del tubo polinico, recorre de arriba
abajo todo el gineceo, desde el estigma y a través del centro del estilo y el
septum.Todos estos tejidos centrales, junto con el estigma y el estilo apicales,
reciben en conjunto el nombre de tejidos marginales, ya que se originan a
partir de los margenes de los carpelos fusionados. Estos tejidos marginales
muestran una clara polaridad adaxial — abaxial. Las posiciones abaxiales son
ocupadas por el replum, que forma una banda estrecha entre los margenes de
las valvas, mientras que el septum, el tracto transmisor, la placenta y los 6vulos
son adaxiales (Balanza et al. 2006).

Después de la fertilizacion de los 6vulos, las células del ovario se dividen
y expanden, el fruto se alarga y se diferencian una serie de tipos celulares
distintos, que permiten la maduracion optima y la dispersion de las semillas
(Robles y Pelaz 1999, Ferrandiz et al. 1999). Asi, el fruto maduro consta



fundamentalmente de un ovario elongado (Vivian-Smith y Koltunow 1999).
Internamente, la silicua consta de dos cavidades o l6culos separados por un
septum. Externamente se aprecian las valvas, el replum y los margenes de
las valvas (Robles y Pelaz 1999). Las valvas estan constituidas por seis capas
celulares: la epidermis externa o exocarpo, con células largas y estomas; tres
capas de tejido fotosintético o mesocarpo;y el endocarpo, conformado por
dos capas celulares, el endocarpo a o epidermis interna, y el endocarpo b o
esclerénquima de apoyo. El replum es la acanaladura central que hay entre
las valvas, y constituye la estructura por la que las semillas en desarrollo se
unen a la planta. El tercer componente estructural del fruto son los margenes
de las valvas, que unen las valvas al replum. Los margenes de las valvas son
visibles como una constriccion en la frontera entre las valvas y el replum, a
consecuencia de su expansion mas lenta durante la maduracion del fruto, y
estan formados por unas pocas filas de células estrechas. La diferenciacion de
tejidos requerida para la dehiscencia del fruto es, exceptuando el desarrollo
de las semillas en el interior de la silicua, el principal proceso de desarrollo
que ocurre durante el desarrollo del fruto en Arabidopsis (Robles y Pelaz
1999). Al alcanzar la madurez, los margenes de las valvas se convierten en
la zona de dehiscencia. Esta zona comprende una capa de células pequenas
separadoras, que definen un plano longitudinal de ruptura a ambos lados del
replum, y una zona adyacente de células lignificadas. El endocarpo b, la capa de
células interna contigua a la epidermis, también se lignifica. Estas dos regiones
de células lignificadas suministran, cuando el fruto maduro se seca, tensiones
mecanicas que facilitan la apertura de la silicua (Ferrandiz 2002). Una vez
abierta la silicua, las semillas se desprenden por la fuerza mecanica del viento,
la lluvia o el contacto fisico.

Desarrollo por fertilizacion vs. desarrollo partenocarpico

Tras la fertilizacion, las semillas en desarrollo se comunican con el fruto que
las envuelve para coordinar su desarrollo simultineo (Roeder y Yanofsky
2006). Generalmente, el desarrollo del fruto sélo se inicia si tiene lugar la
fertilizacion. En Arabidopsis, por ejemplo, si los évulos no son fertilizados,
el desarrollo del gineceo se detiene, y la flor entra en senescencia, con o
sin abscisién de los organos florales distintos del pistilo. El gineceo sigue
creciendo ligeramente, debido a elongacién celular en el endocarpo y el
exocarpo Yy algo de division celular en el mesocarpo, pero no llega a alcanzar
la longitud de los frutos polinizados (Vivian-Smith y Koltunow 1999). Desde
hace mucho tiempo se ha sugerido que el desarrollo del fruto después
de la fertilizacion seria impulsado por las hormonas sintetizadas en las
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Introduccién

semillas en desarrollo (Gustafson 1939, Nitsch 1950), y se ha comprobado
cuantitativamente que esa sintesis de fitohormonas tiene lugar (Eeuwens y
Schwabe 1975, Sponsel 1983, Talon et al. 1990, Garcia-Martinez et al. 19913,
1991b, Ben-Cheikh et al. 1997, Rodrigo et al. 1997). Sin embargo, es posible
desacoplar el desarrollo del fruto y el de las semillas, como demuestra
la existencia de frutos partenocarpicos en distintas especies. En el caso
de especies con interés comercial, los frutos partenocarpicos presentan
caracteristicas especialmente atractivas, como caracteristicas organolépticas
mejoradas, facilidad de consumo o una duracion mas prolongada después
de la recolecciéon (Varoquaux et al. 2000), ademas de que se ha observado
que algunos cultivares partenocarpicos son mas resistentes a condiciones
desfavorables en el campo (Ficcadenti et al. 1999, Mazzucato et al. 1998,
Roeder y Yanofski 2006). El desarrollo de frutos partenocarpicos suele tener
lugar, por tanto, en ausencia de polinizacion, o tras una polinizacion que no
culmine con la fertilizacion (por ejemplo, con polen muerto o procedente
de especies incompatibles), o tras el aborto del embrion después de la
fertilizacion (Eeuwens y Schwabe 1975, Gillaspy et al. 1993). La partenocarpia
suele tener una base genética, se da en numerosas especies de interés
comercial, como el tomate, la manzana, la uva o los citricos, y correlaciona a
menudo con niveles endégenos de hormonas elevados (George et al. 1984,
Homan 1964, Taldon et al. 1992, Mapelli et al. 1978, Mapelli y Lombardi 1982,
Yao et al. 2001). A consecuencia de esto, se cree que los genes causantes de
partenocarpia afectan el patrén de produccion, transporte o metabolismo de
hormonas, o que son responsables de superar un umbral de concentracién
de hormonas durante el periodo critico de la antesis, para promover el
crecimiento del ovario de tal manera que la polinizacion y fertilizacion ya no
sean necesarias, o sean directamente imposibles (Mazzucato et al. 1998).

Por otra parte, la adicion exogena de diversas hormonas vegetales,
especialmente giberelinas (GAs) o auxinas, antes de la fertilizacion puede
conducir al desarrollo de frutos partenocarpicos en numerosas especies
(Gustafson 1936, Gustafson 1937, Nitsch 1950, Garcia-Martinez y Carbonell
1980, Alabadi et al. 1996, Vivian-Smith y Koltunow 1999), al igual que los
tratamientos con inhibidores del transporte polar de auxinas (polar auxin
transport, PAT) morfactina y acido [-N-naftilftalimico (NPA) en pepino
(Robinson 1971, Beyer y Quebedeaux |1974).Se ha propuesto que la capacidad
de inducir partenocarpia de los inhibidores del transporte polar de auxinas
se deberia a que las auxinas sintetizadas en el ovario quedarian bloqueadas,
y su acumulacion conduciria al desarrollo del fruto. En tomate, berenjena,
fresa frambuesa y pepino, la expresion en el ovario y los dvulos de genes de
biosintesis de auxinas (Rotino et al. 1997, Ficcadenti et al. 1999, Mezzetti et al.



2004,Yin et al.2006) también provoca partenocarpia, al igual que la expresion
en tomate del gen rolB de Agrobacterium rhizogenes, que imita, mediante un
mecanismo desconocido, algunos efectos provocados por las auxinas, sin
alterar su metabolismo (Carmi et al. 2003, Shabtai et al. 2007).

En Arabidopsis, el alelo spy-2, que presenta un fenotipo de hipersensibilidad a
GAs debido a la inactivacion del regulador negativo de la senalizacion por esta
hormona SPINDLY (SPY), forma frutos partenocarpicos (Jacobsen y Olszewski
1993), aunque otros alelos de este gen no tienen esta caracteristica (Jacobsen
y Olszewski 1993, Vivian-Smith y Koltunow 1999). La sobreexpresion de
CYP78A9, un gen que codifica un citocromo tipo P450, también provoca el
desarrollo de frutos partenocarpicos en Arabidopsis. El patron de expresion
de este gen, en los ovulos, junto con la funcion de los citocromos, que
generalmente participan en la biosintesis o inactivacion de metabolitos
secundarios, como los brasinosteroides (BRs), sugieren que su efecto
inductor sobre el desarrollo del fruto podria deberse a la sintesis en los
ovulos de alguna sustancia, quiza una hormona (Ito y Meyerowitz, 2000). Por
otro lado, mutaciones en algunos genes parthenocarpic fruit (pat-2 y pat-3/pat-
4) en tomate causan un aumento en la concentracion de GAs activas en los
ovarios antes de la polinizacion, y se ha sugerido que esta sobreproduccion
de GAs provoca el desarrollo de frutos partenocarpicos que se observa en
estos mutantes (Fos et al. 2000, Fos et al. 2001).

Todas estas observaciones sugieren que la partenocarpia puede ser una
consecuencia directa de desequilibrios en los patrones hormonales en el
ovario, ya sea a causa de una regulacion temporal o espacial incorrecta
de su sintesis, o a causa de un aumento de la sensibilidad. No obstante,
el analisis de algunos mutantes partenocarpicos sugiere que éste no es el
Unico mecanismo que puede mediar el desarrollo del fruto en ausencia de
fertilizacion. En manzana, por ejemplo, se ha descrito que una mutacién en el
gen MADS-box PISTILLATA (Pl) induce desarrollo partenocarpico, y en este
caso el mecanismo por el que se induce el desarrollo del fruto no parece
estar relacionado con desequilibrios hormonales, sino con la modificacion
de la identidad de los tejidos florales. Los mutantes pi en otras especies no
presentan partenocarpia, probablemente porque los tejidos de la flor que
forman finalmente parte del fruto en manzana son completamente diferentes
de los de Arabidopsis o tomate (Yao et al. 2001). En tomate, sin embargo,
se puede inducir partenocarpia reduciendo los niveles de expresion de los
genes MADS-box TM5 (Pnueli et al. 1994) y TM29 (Ampomah-Dwamena
et al. 2002), homologos de los genes SEPALLATA (SEP) de Arabidopsis. Se ha
propuesto que TM5 yTM29 reprimen el desarrollo del fruto,aunque mediante
un mecanismo por ahora desconocido. En todo caso, en Arabidopsis no se ha
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Introduccién

descrito la posibilidad de inducir el desarrollo del fruto mediante alteracion
de la expresion de genes homedticos.

Estudio del desarrollo del fruto en Arabidopsis: mutantes de
esterilidad condicional.

El analisis de los mecanismos que desencadenan la partenocarpia puede
ayudar a esclarecer los mecanismos moleculares y las rutas de senalizacion
hormonal que regulan el desarrollo de los frutos polinizados. Arabidopsis es
una especie adecuada para el estudio de estos procesos, ya que se conocen
muchos de los genes implicados en la morfogénesis del pistilo (Roeder y
Yanofsky, 2006), y se han estudiado con bastante profundidad las rutas de
biosintesis (Hedden y Phillips 2000, Cohen et al. 2003) y senalizacion por
auxinas y GAs (Alvey y Harberd 2005, Fleet y Sun 2005, Dharmasiri y Estelle
2004, Woodward y Bartel 2005). Pero para obtener frutos partenocarpicos
en Arabidopsis es necesario evitar la fertilizacion de los 6vulos, generalmente
emasculando las flores antes de la antesis (antes de que la dehiscencia de las
anteras libere el polen). Una alternativa a la emasculacion es utilizar mutantes
de esterilidad condicional, en los que se puedan evitar la polinizacion o la
fertilizacion jugando con las condiciones de cultivo. Por ejemplo, el alelo ap3-/
del gen APETALA 3 (AP3) es una mutacion recesiva sensible a la temperatura,
que muestra la transformacién homeética de pétalos en sépalos y estambres
en carpelos, y por lo tanto esterilidad, cuando las plantas son cultivadas a
25°C o mas.A 16°C, en cambio, las flores pueden autofecundarse y producir
semillas (Bowman et al. 1989). El inconveniente que presenta este mutante es
que sus flores tienen una morfologia alterada, por lo que no es muy adecuado
para estudiar desarrollo del fruto, ya que no es facil poder determinar el
estadio de antesis y otros estadios de desarrollo de la flor y el pistilo. También
se ha conseguido fertilidad condicional en funcién de la temperatura al
expresar el gen de la toxina A de la difteria sensible a la temperatura (DTA®)
fusionado al promotor A9 especifico del tapetum del polen de Arabidopsis:
las flores presentan esterilidad masculina pero fertilidad femenina a 18°C,y
son completamente fértiles a 26°C. La toxina causa muerte celular o ablacion
de organos o células, de manera que a las temperaturas a las que la toxina es
activa, las células en las que el promotor dirige la expresion del gen mueren,
mientras que a las temperaturas a las que la toxina no es activa, no hay efecto
(Guerineau et al. 2003).

Otro mutante de esterilidad masculina condicional, pero en funcion de la
humedad, es cer6-2. Las mutaciones en los genes ECERIFERUM (CER) de



Arabidopsis eliminan lipidos de cadena muy larga de la superficie de la cuticula
Y, en algunos casos, de la cubierta del polen. Esta cubierta extracelular es
esencial para el reconocimiento del polen por parte del estigma. La mutacion
cer6-2 inhibe la hidratacion del polen al eliminar lipidos y proteinas de la
cubierta del polen (Preuss et al. 1993), ambos importantes funcionalmente
(Wolters-Arts et al. 1998, Mayfield y Preuss 2000). El polen de ceré-2 es
viable, y el fenotipo estéril revierte en condiciones de alta humedad, dado
que el agua presente en la atmosfera compensa la necesidad de hidratacion
por el estigma. Ademas, las mutaciones ceré actian especificamente sobre la
hidratacion del polen, sin alterar su adhesién (Zinkl et al. 1999). La morfologia
de las flores de cer6-2 es normal,y la morfologia de los frutos formados cuando
las plantas se cultivan en condiciones de humedad ambiental alta (por encima
del 60%, aproximadamente) también lo es. Ademas, las plantas mutantes no
parecen tener afectados otros aspectos morfologicos y fisiologicos. Estas
caracteristicas convierten al mutante cer6-2 en una herramienta excelente
para el estudio del desarrollo partenocarpico del fruto en Arabidopsis.

Interaccion entre hormonas en distintos procesos del desarrollo:
cross-talk.

La importancia de las hormonas en el desarrollo y crecimiento de las plantas
se fundamenta es que éstas participan practicamente en la regulacion de
todos procesos del ciclo vital, desde la germinacién de las semillas hasta su
maduracién en el interior del fruto. Pero la comprension de sus mecanismos
de accion es compleja, dado que a menudo una sola hormona puede afectar
muchas respuestas no relacionadas aparentemente, y a la vez un mismo
proceso puede estar regulado por diversas hormonas.Actualmente se acepta
que la accion de las hormonas sobre cada proceso no suele ser actuando
cada una por una via independiente, sino que la sintesis de unas hormonas
estda modulada por otras, y la senalizacién incluye a menudo elementos
compartidos. De hecho, se propone que las interacciones no tienen por qué
guardar un orden jerarquico, sino que serian mas similares a una tela de araha
en la que las lineas y nodos representarian las distintas hormonas y su efecto
inductor o represor sobre otros genes o procesos. La oscilacion global de
esta red es mas importante que la funcion de cada nodo individual, dado
que todos los nodos trabajan en conjunto para dar la oscilacién correcta
(Gazzarini y McCourt 1993).

Un ejemplo clasico de interaccion entre hormonas es el efecto antagonico
del acido abscisico (ABA) y las GAs sobre la germinacion de las semillas
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Tabla I. Interacciones hormonales en Arabidopsis thaliana.

Hormonas Interaccion Referencias
AUX-GA | auxinas necesarias para sensibilidad raiz | Fu y Harberd 2003
a GAs
AUX-GA | auxinas inducen biosintesis GAs Frigerio et al. 2006
AUX-GA | tir3-1 reduce sensibilidad a precursores | Desgagné-Penix et
GA:s, inhibidores PAT inducen expresion | al. 2005
genes biosintesis GAs
AUX-BR | AUX inducen biosintesis BR para Mouchel et al.
modular niveles correctos 2006
AUX-PA mutaciones en ACL5 reducen PAT en Clay y Nelson
inflorescencias 2005
AUX-JA mutantes axr/ son insensibles a JA Tiryaki y Staswick
2002
AUX-ET arfl 9 confiere insensibilidad a AUX ya | Li et al. 2006
ET en raiz
AUX-ET mutaciones en POLARIS confieren Chilley et al. 2006
hipersensibilidad a ET y alteran PAT
ET/GA/BR- | efectos antagonicos sobre germinacion | Koorneef et al.
ABA semillas 1982, Steber et al.
1998, Gazzarrini y
McCourt 2003
ET-GA etileno modula crecimiento raiz e Achard et al. 2003
hipocotilo a través de proteinas DELLA
ET-ABA antagonistas en germinacion, mutaciones | Beaudoin et al.
en ETRI reducen sensibilidad a ABA 2000
ET-ABA actiian aditivamente en crecimiento raiz | Hugouvieux et al.
2001
ET-CK CK regulan positivamente paso limitante | Vogel et al. 1998
biosintesis ET, mutantes ein2 insensibles
a CK
ET-JA EIN2 tiene dominios independientes de | Alonso et al. 1999
senalizacion por ET y JA

Abreviaturas: AUX, auxinas; BR, brasinosteroides; CK, citoquininas; ET, etileno; GA, giberelinas; JA, acido
jasmonico; PA, poliaminas; PAT, transporte polar de auxinas; SA, acido salicilico.
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(Koornneef et al. 1982), pero con el paso del tiempo se han descubierto
muchas mas interacciones, tanto a nivel de sintesis (las auxinas inducen la
sintesis de GAs en diversas especies, y también ayudan a mantener los niveles
de BRs en Arabidopsis), como de senalizacion (mutantes de senalizacién por
etileno tienen sensibilidad alterada a citoquininas (CKs) o ABA, segun el gen
mutado). La Tabla | resume algunas de las interacciones que tienen lugar en
Arabidopsis.

Biosintesis y sefializacion por auxinas y giberelinas.

Las hormonas tienen una importancia capital en el desarrollo del fruto. El
etileno esta implicado en la maduracion de los frutos climatéricos, como el
tomate, la manzana o el platano; las citoquininas parecen ser sintetizadas por
las semillas en desarrollo, en fases mas avanzadas; y se ha propuesto que el
ABA regula la desecacion de las semillas e induzca el letargo del embrién
para evitar la germinacion temprana, cuando la semilla ain esta dentro del
fruto (Gillaspy et al. 1993). En la uva, un fruto no climatérico, se ha descrito
recientemente la implicacion de los BRs en la maduracion (Symons et al.
2006). Durante la fructificacion, las hormonas que desempenan un papel
fundamental son las auxinas y las GAs, aunque las CKs también son capaces
de inducir fructificacion partenocarpica en Arabidopsis (Gillaspy et al.1993,
Vivian-Smith y Koltunow 1999).

Auxinas.

Al menos dos rutas independientes conducen a la biosintesis de acido indol-
3-acético (IAA), la auxina producida naturalmente en plantas (Cohen et al.
2003,Woodward y Bartel 2005), aunque aln no se han identificado todos los
enzimas que actuan en estas rutas. La complejidad del proceso de biosintesis
es uno de los motivos que dificultan el estudio de su regulacion. El mecanismo
molecular que funciona en la senalizacion por auxinas si se conoce con mas
detalle (Figura 2): las auxinas regulan la expresion de genes diana mediante
la degradacion de las proteinas Aux/IAA, que son proteinas nucleares de
vida corta. Las auxinas promueven la ubiquitinacion de estas proteinas de
respuesta a auxinas Aux/IAA por el complejo SCF™! (Skp| — Cullin — F-box),
lo que conduce a su degradacion por el proteasoma 26S. Asi se elimina el
efecto represor de los complejos Aux/IAA sobre los factores de transcripcion
de respuesta a auxinas ARF y se permite la transcripcion de genes diana de las
auxinas. El mecanismo por el que las auxinas promueven la interaccion SCF™!
— Aux/IAA es la unién directa de IAA a TIRI, que es el receptor de auxinas
(Dharmasiri et al. 2005, Kepinsky y Leyser 2005, Bishopp et al. 2006).
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Figura 2. Mecanismo molecular de accién de las auxinas. (A) En presencia de bajas concentraciones
de auxinas, la transcripcion de genes de respuesta a auxinas a través de los factores de respuesta
a auxinas ARF estd bloqueada por las proteinas Aux/IAA, represores transcripcionales. (B) En
Arabidopsis, el IAA se une a la proteina F-box TIRI, o a otras proteinas de tipo AFB que forman
parte del complejo SCF™' (RBX-Cullin-ASKI-TIRI en la figura). La unién de auxina favorece la
interaccion de las proteinas Aux/IAA con SCF™! de manera que se promueve la ubiquitinacién de las
protefiinas Aux/IAA, marcandolas para su destruccion en el proteasoma 26S, y eliminando la inhibicion
de las proteinas ARFE Membrana nuclear, MN; ubiquitinacién, +ub. Adaptado de Bishopp et al. 2006.

Giberelinas.

El metabolismo de GAs se conoce con mas detalle que el de auxinas, ya que
se han identificado los enzimas que catalizan todos los pasos de la ruta de
sintesis, asi como los responsables de los primeros pasos del catabolismo. La
biosintesis se puede dividir en tres fases: |) la biosintesis de ent-kaureno en
los proplastidios; 2) la conversion de ent-kaureno a GA , mediante citocromo
P450 monooxigenasas microsomales, y 3) la formacion de GAs de 20 y 19
atomos de carbono (C,  y C,) en el citoplasma (Olszewski et al. 2002). Se



han identificado numerosas GAs en plantas superiores, hongos y bacterias,
pero solo unas pocas son biologicamente activas (GA,, GA,, GA, y GA)).
Las demas son mayoritariamente intermediarios de la ruta o productos del
catabolismo. La Figura 3 describe la ruta de biosintesis que conduce a la
formacion de GA| y GA,. Los ultimos pasos de la ruta de biosintesis son los
mas importantes a nivel de regulacién, y consisten en oxidaciones sucesivas,
catalizadas por las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato GA 20-
oxidasas (GA200X) y GA 3-oxidasas (GA3OX),y dan lugar a GA| y GA,. Las
GA 2-oxidasas (GA20OX) catalizan la 2p-hidroxilacion que convierte a estas
GAs en las formas inactivas GA,, y GA,. La cantidad de GAs bioactivas se
puede modular regulando la velocidad de su sintesis y de su degradacion. Este
balance,ademas, esta regulado por mecanismos de retroalimentacién negativa

Proplastidio

N ;
geranilgeranil ent-copdil

difosfate (GGDOP) difesfate (1 CDP

Membrana del reticulo endoplasmdtico

Yoou C0H  GA13ox [ Yoo KAO “oos GO
Ghgy (R=0H) GA [R=H) GA;-aldehido dcido ent-kaurencico
|
Citoplasma i /

COyH COH

GAp(RsH] ===  GAg (RsH) ——= GA((RsH] ——=  GAg(R=H)

GAs3 (R=OH) GAg (R=OH) GA|(R=OH) ——=  GAg R=OH}
GA20ox GA3ox GA2ox

Figura 3. Ruta de biosintesis de GAs. Los enzimas que catalizan las distintas reacciones estan sefalados en
negrita, y los compartimentos subcelulares donde tienen lugar las reacciones se muestran a la izquierda de
la figura. ent-copalil fosfato sintasa, CPS; ent-kaureno sintasa, KS; ent-kaureno oxidasa, KAO; GA | 3-oxidasa,
GA3ox; GA 20-oxidasa, GA200ox; GA 3-oxidasa, GA3ox; GA 2-oxidasa, GA2ox. Adaptado de Olszewski
et al. 2002.
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y positiva: la expresion de las GA200x y GA3ox es regulada negativamente por
GAs, mientras que la expresion de las GA2ox es inducida por GAs (Hedden
y Phillips 2000, Olszewski et al. 2002). En Arabidopsis, las GA 20-oxidasas
estan codificadas por al menos 5 genes (AtGA200x| a AtGA200x5); las GA 3-
oxidasas estan codificadas por al menos 4 genes (AtGA3ox | a AtGA3o0x4),y las
GA 2-oxidasas estan codificadas por al menos 7 genes (AtGA2ox| a AtGA20x8,
AtGA20x5 es un pseudogén) (Hedden et al. 2002, Schomburg et al. 2003).

Sy, MN

baja concentracion de GAs

alta concentracion de GAs

(>
proteasorfia
+ mod? 268

SLR1 x
> = -
e genes de 5(;16( genes de

respuesta a GAs respuesta a GAs

Figura 4. Mecanismo molecular de la accion de las GAs en arroz. (A) En presencia de bajas concentraciones
de GAs, la proteina SLRI, probablemente formando un complejo con factores de transcripcion
dependientes de GAs, mantiene reprimida la expresion de los genes de respuesta a GAs. (B) En presencia
de concentraciones elevadas de GAs, GA se une directamente al receptor GIDI, y el complejo GIDI-
GA interacciona con SLRI. El complejo SCF®®? es reclutado para ubiquitinar SLRI, lo que conduce a su
degradacion en el proteasoma. La degradacion de SLRI elimina la represion de los genes de respuesta a
GAs. Factores de transcripcion dependientes de GA, GA-TF; modificacion desconocida, +mod; membrana
nuclear, MN; homélogo | de Cullin en Oryza sativa, OsCULI; homologo |5 de ASKI en Oryza sativa,
OsSKP15; ubiquitinacion, +ub. Adaptado de Bishopp et al. 2006.



La senalizacion por GAs también se basa, como en el caso de las auxinas, en
la degradacion de proteinas. EIl mecanismo molecular de esta senalizacion
fue desentranado inicialmente en arroz. Un receptor para GAs, GIDI
(GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARFI), se une, directamente y de manera
dependiente de GAs, a SLENDER RICEI (SLRI), un miembro de la familia
DELLA de represores transcripcionales (Ueguchi-Tanaka et al. 2005). Las
proteinas DELLA bloquean la transcripcion dependiente de GAs de genes
diana de las GAs, posiblemente de manera similar a la actuacion de las
Aux/IAA (Bishopp et al. 2006). A consecuencia de la union de GIDI, SLRI
es marcada para su degradacion en el proteasoma, probablemente mediante
el reclutamiento de un complejo SCF®P? ubiquitina ligasa que incluya a la
proteina GID2 (Sasaki et al. 2003, Gomi et al. 2004). La Figura 4 resume el
mecanismo molecular que tiene lugar en la senalizacion por GAs.

En Arabidopsis hay tres genes ortélogos a GID |, denominados GID/a,GID by
GID I ¢, que funcionan como receptores de GAs. En presencia de GAs, las tres
proteinas GIDI se unen a las proteinas DELLA, y esta interaccion aumenta
la capacidad de unién de GIDI a GAs (Nakajima et al. 2006). Aguas abajo
del receptor de GAs, se han identificado cinco genes DELLA, en contraste
con arroz o cebada, especies en las que la familia DELLA tiene un solo
miembro. Estos cinco genes codifican las proteinas GAI (GA-INSENSITIVE),
RGA (REPRESSOR OF gal-3), RGA-LIKE | (RGLI), RGL2 y RGL3. RGA y
GAI parecen ser los principales represores de la accion de las GAs durante
el crecimiento vegetativo y la induccion floral, RGL2 desempena un papel
importante en la germinacion de las semillas,y RGA, RGLI y RGL2 modulan
conjuntamente el desarrollo floral. La funcion que RGL3 desempena durante
el desarrollo todavia no se ha determinado claramente (Olszewski et al. 2002,
Fleet y Sun 2005). En respuesta a GAs, las proteinas DELLA son rapidamente
degradadas en el proteasoma (Sun y Gubler 2004). La proteina F-box que
media esta degradacion en Arabidopsis es SLEEPY| (SLY1), que forma parte
del complejo E3 ubiquitina ligasa SCF, y el complejo GID|-GA fomenta la
interaccion entre RGA y SLY | (Griffiths et al. 2006). La proteina SPINDLY
(SPY), una N-acetilglucosamina-O-transferasa que funciona también como
regulador negativo de la accion de las GAs, supuestamente modifica y activa a
las proteinas DELLA (Jacobsen y Olszewski 1993, Silverstone et al. 2006). Por
ultimo, se cree que el factor remodelador de cromatina PICKLE (PKL) actua
como regulador positivo de las respuestas a GAs (Fleet y Sun 2005). La Figura
5 muestra los componentes genéticos de esta ruta en plantas.

Introduccion

25



Introduccién

26

i alargamiento T
destino celular S traImusson rga floracién desarrollo
embrionaric del mllo floral

Figura 5. Componentes de la ruta de senalizacion por GAs en plantas, y procesos bioldgicos sobre los
que actuan. Las elipses representan factores de transcripcion, y las lineas grises, interacciones hipotéticas.
Las flechas y las barras con forma de T indican activacion o inhibicion, respectivamente, sean directas o
indirectas. Los genes B codifican PISTILLATA y APETALAS3, el gen C de esta ruta codifica AGAMOUS.
SLEEPYI, SLYI; SNEEZY, SNE; GA-INSENSITIVE DWARF2, GID2; SPINDLY, SPY; proteinas de la familia
DELLA (RGA, GAl, RGLs, SLNI, SLRI y demas homélogos), DELLA; PICKLE, PKL; LUCIFERASE
SUPEREXPRESSOR |, LUEI; SUPRESSOR OF CONSTANSI, SOCI; factores de transcripcion de tipo
MYB dependientes de GA, GAMYB; LEAFY, LFY.Adaptado de Fleet y Sun 2005.

Interacciéon entre auxinas y giberelinas.

Las interacciones entre auxinas y GAs se han descrito en distintas especies
y organos. Las auxinas ejercen su efecto promotor del crecimiento de la raiz
en Arabidopsis a través de la modulacién de las respuestas a GAs, facilitando
la degradacion de las proteinas DELLA (Fu y Harberd 2003). Por otro lado,
también se ha comprobado que las auxinas inducen la biosintesis de GAs.
La aplicacion de acido 4-cloroindol-3-acético (4-CI-lAA) a pericarpos sin
semillas de guisante induce tanto la biosintesis de GAs activas (van Huizen et
al. 1995) como la expresion de genes que codifican enzimas de la biosintesis,
como PsGA20ox (van Huizen et al. 1997) y PsGA3ox| (Ozga et al. 1999). Al
decapitar plantas de guisante o tabaco, eliminando la fuente de auxinas, se
observa una disminucion de los niveles de GAs activas en el tallo, y estos
niveles se recuperan al aplicar IAA (Ross et al. 2000, Wolbang y Ross 2001).



En guisante, la disminucion de los niveles de GAs esta acompanada por
una regulacion negativa de la expresion de PsGA3ox/, y un aumento de la
expresion de PsGA2ox | (Ross et al. 2000).

Se ha comprobado que las auxinas también inducen la expresion de genes
de biosintesis de GAs en plantulas de Arabidopsis, y que parte de los
efectos causados por una sensibilidad alterada frente a auxinas o por su
superproduccién se deben directamente a los cambios en el metabolismo de
las GAs (Frigerio et al.2006). En cuanto al desarrollo del fruto, la aplicacion de
GA, o auxinas induce partenocarpia, aunque los frutos obtenidos no alcanzan
el tamafo de los frutos polinizados (Vivian-Smith y Koltunow 1999). El hecho
de que auxinas y GAs estén implicadas en la fructificacion, y sean capaces
de inducir partenocarpia en Arabidopsis y otras especies, permite suponer
que ambas regulen este proceso del desarrollo, de manera independiente o
coordinada, bien sea en paralelo o secuencialmente.

Introduccion

27



28

Obijetivos



La capacidad de inducir partenocarpia que muestran auxinas y giberelinas, asi
como su interaccion en la regulacion de numerosos procesos del desarrollo,
plantea diversos interrogantes: ;cual es la funcion que estas dos hormonas
desempenan en la fructificacion? Su actuacion en este proceso, jes coordinada,
o secuencial? Si es secuencial, jcual es su secuencia de accién? Para responder
a estas cuestiones se abordaron los siguientes objetivos:

|. Determinar, mediante tratamientos hormonales, la implicacion de distintas
fitohormonas en la fructificacién en Arabidopsis.

2. Comprobar el efecto de auxinas y giberelinas sobre la biosintesis o la
senalizacion de la otra hormona, para averiguar si su accion es coordinada o
secuencial.

3. Identificar dianas moleculares de la accion de las hormonas en la induccion
del desarrollo del fruto en Arabidopsis.

Obijetivos
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Materiales y Métodos

Material vegetal

Para la realizacion de la mayor parte de este trabajo se utilizd el mutante
cer6-2 de Arabidopsis thaliana (Preuss et al. 1993, Fiebig et al. 2000), en el
ecotipo Landsberg erecta (Ler). Las semillas se obtuvieron a través del Stock
Center del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) de la Universidad
de Ohio State, EE. UU. (www.biosci.ohio-state.edu/~plantbio/Facilities/abrc/
abrchome.htm). Para el andlisis del efecto inductor de partenocarpia de GA,
también se utilizaron pistilos procedentes de flores emasculadas de plantas
silvestres Columbia 0 (Col0), Ler o Landsberg (LER).

Los estudios de distribucion de auxinas se realizaron utilizando una linea
transgénica que expresa la proteina verde fluorescente (GFP), con senal
de localizacion al reticulo endoplasmatico, bajo la direccion del promotor
sintético de repuesta a auxinas DR5rev, en el ecotipo Col0 (P, :GFP,
Benkova et al.2003). Esta linea fue cedida por el Dr.Jiri Friml, de la Universidad
de Tiibingen.

Para analizar la funcion de las distintas proteinas de sefalizacion por GAs
en el proceso de fructificacion se cruzaron distintos mutantes en genes de
senalizacion por GAs con ceré-2. Los mutantes utilizados fueron: gai-té, gai-1,
rga24,P, .GFP-rgaAl7,rgll-1,rgl2-1,spy-5,slyl-10,gar2. En laTabla 2 se recoge
la procedencia de estos mutantes.

La localizacion de la proteina RGA se llevo a cabo usando una linea transgénica
que expresa una fusion traduccional de la proteina RGA de Arabidopsis a
GFP en su extremo C-terminal, dirigida por el promotor endogeno del gen
(P..,.GFP-RGA, Dill et al.2001). Esta linea fue cedida por la Dra.Tai-Ping Sun, de

RGA

la Universidad de Duke.

Tabla 2. Lineas transgénicas y mutantes utilizadas en este trabajo, y procedencia.

Linea Ecotipo Procedencia Referencia
cer6-2 Ler Stock Center Preuss et al. 1993
P ors.e"GFP Col0 Dr.]. Friml, U.Tubingen | Benkova et al. 2003
(Alemania)
gai-1 Ler Stock Center Koornneef et al. 1985
gai-tb Ler Dr. N. Harberd, John Peng et al. 1997
Innes Centre, Norwich
(Reino Unido)
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PecyGFP-rgaAl7 | Ler BU;P Sun, U. Duke (EE. | Dill et al. 2001

rga24 Ler Dr. N. Harberd, John Silverstone et al.
Innes Centre, Norwich | 1998
(Reino Unido)

rgll-1 Ler Dr. N. Harberd, John Lee et al. 2002
Innes Centre, Norwich
(Reino Unido)

rgl2-1 Ler Dr.R. Martienssen Lee et al. 2002
(Cold Spring Harbor
Laboratory, EE. UU.)

spy-5 Ler Stock Center Wilson y Somerville
1995

slyl-10 Ler Dr.T-p Sun, U. Duke (EE. | Steber et al. 1998
uu.)

gar2 Ler Dr.T-p Sun, U. Duke (EE. | Wilson y Somerville
uu.) 1995

Peci:GFP-RGA Ler Dr.T-p Sun, U. Duke (EE. | Silverstone et al.
uu.) 2001

Las plantas se cultivaron en fitotrones Sanyo Versatile Environment Test
Chamber (Sanyo E&E Europe BV, Etten Leur, Paises Bajos), en condiciones de
dia largo (16 horas de luz, 8 horas de oscuridad), a 22°C, con una humedad
controlada de aproximadamente el 50 %. Las plantas se cultivaron en una
mezcla de turba:perlita:zvermiculita I:1:1, y se regaron con solucion nutritiva
(KNO, 5 mM,KH,PO, 2.5 mM, MgSO, 4 mM, Ca(NO,), 2 mM).

Tratamientos hormonales

Salvo indicaciéon contraria, los tratamientos se llevaron a cabo pulverizando
la parte aérea de las plantas con soluciones GA, (gibberellic acid 3, Duchefa
Biochemie, Haarlem, Paises Bajos) 330 uM, 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic
acid, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Republica Federal de Alemania) 10 uM
y NPA (naphthylphthalamic acid, Duchefa Biochemie) 50 pM. Para determinar
la concentracion idonea de GA, se realizd una curva dosis-respuesta con
concentraciones crecientes de GA,, de 3 a 333 uM. Todas las soluciones
contenian Tween-80 (Sigma Aldrich) al 0.05 %, y estaban ajustadas a pH 7.
Para la comparacion del efecto de las distintas GAs bioactivas, se realizaron
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tratamientos con GAI, GA3 y GA4, o mezclas dos a dos o de las tres GAs,
aplicando directamente sobre el pistilo 2 uL de una solucién | mM de la GA
correspondiente. GA, y GA, fueron suministradas por el Dr. José Luis Garcia-
Martinez. Para todos los tratamientos, se utilizd como control una solucion
de Tween-80 al 0.05 % en agua,a pH 7.

En los casos en que fue necesario emascular las flores antes del tratamiento,
la emasculacion se llevo a cabo un dia antes de la antesis, y los tratamientos
en el dia correspondiente a la antesis. En estos casos los tratamientos se
realizaron sumergiendo la inflorescencia en la solucion hormonal.

Medida de los pistilos y frutos

Los pistilos y frutos obtenidos fueron fotografiados con una lupa Nikon
SMZ1000 (Nikon Instruments Europe B.V,, Badhoevedorp, Paises Bajos), y las
mediciones se realizaron escaneando los frutos sobre una hoja de acetato, y
analizando las imagenes con el programa Image] (National Institutes of Health,
EE. UU., http://rsb.info.nih.goV/ij/).

Tincion de callosa

Para visualizar el crecimiento de los tubos polinicos, se llevé a cabo una tincién
de callosa de los pistilos, siguiendo el protocolo del laboratorio de la Dra.
Daphne Preuss, de la Universidad de Chicago (http://preuss.bsd.uchicago.edu/
index3/html?content=protocols/protocols.html). Las muestras se fijaron en
acido acético al 10% en etanol durante 2 horas.A continuacion se maceraron
en NaOH | M durante toda la noche. Se realizaron tres lavados con tampén
fosfato de potasio 50 mM, pH 7.5,y se tind con azul de anilina 0.01 % disuelto
en tampon fosfato de potasio 50 mM durante 5-10 minutos. Para visualizar
las muestras, se transfirieron a portaobjetos, se anadi6 medio de montaje
(tampon fosfato de potasio 50 mM con 50 % glicerol), y se observaron en un
microscopio de fluorescencia Eclipse 600 (Nikon Instruments Europe, B.V.),
con iluminacion ultravioleta.

Microscopia electréonica de barrido (scanning electron microscopy,
SEM)

Para la obtencién de imagenes de microscopia electrénica de barrido,
las muestras se congelaron en nieve de nitrogeno (N,) y se acoplaron
al portamuestras de un sistema de criotransferencia CT-1000c (Oxford
Instruments, Oxford, Reino Unido) interconectado con un microscopio
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electronico de barrido JEOL JSM-5410. A continuacion, las muestras fueron
fracturadas y transferidas del portamuestras de congelacion (criostage) al
portamuestras del microscopio, en el que el agua superficial condensada
se sublim6é mediante calentamiento controlado a -85°C. Posteriormente,
la muestra fue nuevamente transferida al portamuestras de congelacion
para recubrirla con oro mediante chisporroteo (sputtering). Finalmente, se
devolvid la muestra al portamuestras del microscopio para visualizarla con un
voltaje de aceleracion de 10 keV, a entre 100 y 1000 aumentos.

Microscopia confocal

Se utilizé un microscopio confocal Leica TCS SL (Leica Microsystems
Heidelberg GmbH, Heidelberg, Alemania), consistente en un microscopio
invertido DMIR2 y una unidad espectral confocal SL con dos detectores de
fluorescencia simultaneos y 4 lineas de laser (458 nm, 488 nm, 514 nm y 534
nm). La GFP se excito con un laser de 488 nm, y su emision se recogio entre
500 nm y 520 nm (maximo de emision: 509 nm). La clorofila se excité con el
mismo laser, y su emision se recogié entre 660 nm y 690 nm. La identidad de
la senal se confirmé en todos los casos mediante un barrido de longitudes
de onda (A-scan), para visualizar la intensidad de la emision a las diferentes
longitudes de onda.

Obtencion de muestras para analisis de expresiéon génica

Para el estudio de los niveles de expresion de los genes del metabolismo de
GA:s, se trataron plantas cer6-2 con GA, 330 uM,2,4-D 10 uM, NPA 50 uM o
una solucion control, y se recogieron pistilos y frutos al cabo de 4 y 24 horas.
También se polinizaron pistilos manualmente con polen Ler, y se recogieron
los frutos inmediatamente después de polinizar, y al cabo de 4,8 y 12 horas.
Para analizar la expresion de los genes en ovulos y pericarpos, se trataron
plantas cer6-2 con GA, 330 uM, NPA 50 uM o una solucion control,y 4 horas
después de los tratamientos se diseccionaron los pistilos con un bisturi. Los
ovulos se recogieron con una aguja hipodérmica, y los pericarpos libres de
ovulos con pinzas.

Para los analisis transcriptdbmicos mediante micromatrices, se trataron
plantas cer6-2 con GA, 330 uM, y se recogieron pistilos y frutos al cabo de
[,2,4,8,24 y 48 horas. También se recogieron pistilos de flores en antesis,
no tratadas, a la misma hora del tratamiento, que se denominaron muestras
de tiempo cero. Como controles del estrés provocado por el tratamiento,
se trataron plantas con una soluciéon control, y se recogieron pistilos al cabo
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de | y 2 horas. Como controles de ritmo circadiano, se recogieron pistilos
de flores en antesis no tratadas 4 y 8 horas después del momento en que
se habria realizado el tratamiento. Todos los tratamientos hormonales y las
polinizaciones manuales realizados para analizar niveles de expresién génica
se llevaron a cabo 2 horas y media después del inicio del dia en las cabinas de
crecimiento, para evitar detectar variaciones de expresion debidas al ritmo
circadiano, en vez de a los tratamientos.

Extraccion de RNA total

El RNA total se extrajo utilizando el kit RNeasy © Plant Minikit (QIAGEN
GmbH, Hilden, Alemania). El RNA se cuantificé con un espectrofotébmetro
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer.

PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

En las muestras que iban a ser utilizadas para qRT-PCR, se modificé el
protocolo de extraciéon de RNA total, inlcuyendo un paso de eliminacién
del DNA genémico presente mediante tratamiento con 50 unidades
Kunitz (Kunitz 1950) de DNasa | (RNase-free DNase set, QIAGEN GmbH,
Hilden, Alemania) durante |5 minutos. Para sintetizar cDNA, se partio de
| ug de RNA total, y se utilizoé el kit SuperScript™ First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad CA, EE. UU.). Las
muestras de cDNA se diluyeron a un volumen de 80 pL (20 pL en el caso
de las extracciones de évulos y pericarpos por separado). En la tabla 3 se
muestran los oligonucleétidos utilizados para amplificar los distintos genes
de metabolismo de GA:s.

Las PCRs cuantitativas en tiempo real se llevaron a cabo en un termociclador
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Warrington, Reino Unido). El programa consistié en una atemperacion de 2
minutos a 50°C, una desnaturalizacion de 10 minutos a 95°C, y 40 ciclos de
amplificacion, cada uno de los cuales consistia en una desnaturalizacion de
I5 segundos a 95°C y una elongaciéon de | minuto a 60°C. Las mezclas de
reaccion se prepararon en un volumen final de 20 pL, con | pL de cDNA, 10
pL de SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems,Warrington, UK),
y los dos oligos en concentracion final 0.3 pM. Para cada muestra se realizaron
tres réplicas técnicas. Los niveles de expresion se calcularon en relacion al
nivel de expresion de ACT7 usando el método AACt (Applied Biosystems).
Todos los analisis de expresion por qRT-PCR se realizaron sobre al menos
dos réplicas biologicas, obteniéndose resultados similares. Los resultados que
se muestran corresponden a una sola réplica significativa.
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de cDNA de genes del metabolismo de GAs.

Gen Codigo oligo secuencia referencia
MIPS
GA200x| | At4g25420 | 200x! F | CTTCCATCAACGTTCTCGAGC Curaba et
200x| R | GGTTTTGAAGGTCGATGAGAGG | al- 2004
GA200x2 | At5g51810 | 200x2 F | AGAAACCTTCCATTGACATTCCA | Curaba et
200x2 R | AGAGATCGATGAACGGGACG al. 2004
GA200x3 | At5g07200 | 200x3 F | ACTCGTCTCAAAGGCTGCAAC Curaba et
200x3 R | GAGGCTCTCATCGACACCATG al. 2004
GA200x4 | Atlg60980 | 200x4 F | CTATCCAAAATGCAAGCAACCA Frigerio et
200x4 R | CAGTGAGGCCCCGTACCTAGT al. 2006
GA200x5 | Atlg44090 | 200x5 F | GECACCCCATGTTGTTGAAG Frigerio et
200x5 R | CGATGGTTGCCTAGCCTTGA al. 2006
GA3ox| | Atlgl5550 | 3oxI F | GATCTCCTCTTCTCCGCTGCT Curaba et
3oxI R | GAGGGATGTTTTCACCGGTG al. 2004
GA3ox2 |Atlg80340 |30x2 F | CTGCCGCTCATCGACCTC Curaba et
30x2R | AGCATGGCCCACAAGAGTG al. 2004
GA3ox3 | Atlg80330 | 3ox3 F | GATCACACCAAGTACTGCGGTATAA | Curaba et
30x3R | TTCCATTTCGTCCACGTATTCTT al. 2004
GA3ox4 | At4g21690 |3ox4 F | CGCTACACTCTTATGGCCCG Curaba et
3ox4 R | TCCATCACATTGCAGAACTCG al. 2004
GA2ox| | Atlg78440 | 20xI F | CCAAGTCTTCTCAAAAGCCCG Curaba et
2oxI R | GTACTCTTCCAATGCGTTTCTGAA | 2l-2004
GA20x2 | Atlg30040 |20x2 F | GGTTCCGGTTCTCACTTCCC Curaba et
20x2R | GGATCGGCTAGGTTGACGAC al. 2004
GA20ox3 | At2g34555 [ 20x3F | AGCCAGCCAGTTTTGATAGCA Curaba et
20x3R | GCGGTTTGCATTTTGGATTAAC al. 2004
GA2ox4 | Atlg47990 | 20x4 F | CTTTGCTAAACCGGCTCACG Frigerio et
2o0x4 R | GGCTGGTTAACTGGTCGGAC al. 2006
GA2ox6 | Atlg02400 | 20x6 F | GATCCTTTCAAGTTCAGCTCGG Curaba et
2ox6 R | TCTAACCGTGCGTATGTAATCATTC | 2l-2004
GA20ox7 | Atlg50960 | 20x7 F | ATGGACAATGGATCAGCGTAAA Frigerio et
20x7 R | TGTTGACTGTAAGGGCTTCCAA al. 2006
GA20x8 |At4g21200 |20x8 F | CATGGAGCAATGGCATGTACA Frigerio et
20x8 R | GGTTCGTCATCACACGGTGTT al- 2006
ACT7 | At5g09810 | ACT7 F | CAGTGTCTGGATCGGAGGAT Hall et al.
ACT7 R | TGAACAATCGATGGACCTGA 2003
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Amplificacion y marcaje de RNA para hibridacion de
micromatrices

El RNA total se amplificd utilizando el kit MessageAmp™ Il aRNA Kit
(Ambion Inc.,Austin, TX, EE. UU.). Se introdujeron algunas modificaciones en
el protocolo propuesto por el fabricante, fundamentalmente reduciendo a
la mitad las cantidades de reactivos y enzimas utilizadas. Brevemente, 1.5 pg
RNA se hibridaron con oligonucleétidos oligo(dT) con una cola con la regién
de union del promotor de IaT7 RNA polimerasa. Se retrotranscribié a cDNA
de simple cadena con la enzima ArrayScript™ a 42°C, se sintetizo la segunda
hebra de cDNA con una DNA polimerasa a 16°C, y se transcribio el cDNA
durante toda la noche a 37°C utilizando T7 RNA polimerasa, e incorporando
nucledtidos UTP modificados con un grupo aminoalil. EI RNA amplificado
(aRNA) se purificd, y a continuacion se marcaron 7.5 pg con fluoréforos Cy3
y Cy5 (Cy™Dye Post-labelling Reactive Dye Pack, Amersham/GE Healthcare
UK Limited, Buckinghamshire, Reino Unido), por reaccion del grupo
aminoalil del UTP con el éster del fluoréforo, durante | hora a pH 9.Tanto
la amplificacion como el marcaje se cuantificaron en un espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer.

Hibridacion de las micromatrices

Las micromatrices empleadas en este trabajo fueron las micromatrices de
oligonucledtidos largos (70-mer) imprimidas en la Universidad de Arizona
(http://ag.arizona.edu/microarray/) con el set de oligos de Qiagen-Operon
Arabidopsis Genome Array Ready Oligo Set (AROS) Version 1.0. Estas
micromatrices, de 26000 elementos, cubren la practica totalidad del genoma
de Arabidopsis.

Para la hibridacion de las micromatrices se utilizdé una mezcla equimolar de
todas las muestras individuales (mezcla de referencia), que se marcé con uno
de los fluoroforos, enfrentada a cada una de las muestras individuales, marcada
con el otro fluordforo. Se realizaron dos réplicas biologicas independientes,
con dos réplicas técnicas cada una, para las que se intercambié el fluoréforo
con el que se marcaba cada muestra a comparar (dye-swap).

La hibridacion manual de las micromatrices se realizd siguiendo este
protocolo: primero, las micromatrices se hidrataron, exponiéndolas 3
veces a vapor de agua a 65°C durante 5 segundos, y a continuacidon se
entrecruzaron por irradiacion ultravioleta (UV) 65 m) en un UV Stratalinker
1800 (Stratagene, La Jolla CA, EE. UU.). Las micromatrices se lavaron 2 veces
con SDS 0.2x y 4 veces con agua MilliQ, y se secaron por centrifugado a
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2000 rpm. Seguidamente, se prehibridaron durante 30 minutos a 42°C con
solucion de prehibridacion (BSA 1 %, SSC 6x, SDS 0.5 %). A continuacion
se lavaron de nuevo con agua MilliQ y se secaron por centrifugacion. Las
micromatrices se hibridaron durante toda la noche a 37°C, con solucién
de hibridacién: aproximadamente 250 pmol de cada uno de los fluoroforos,
formamida desionizada 50 %, SSC 6x, Denhardt’s 5x, SDS 0.5 %. La solucion
de hibridacion se desnaturalizé durante 5 minutos a 95°C, y se inyectd entre
la micromatriz y un cubreobjetos LifterSlip™ (Erie Scientific, Portsmouth NH,
EE. UU.).Tras la hibridacion, las micromatrices se lavaron con SSC y SDS en
concentraciones decrecientes, se secaron mediante centrifugado a 2000 rpm,
y se escanearon en un escaner Genepix 4000B (Axon Instruments/Molecular
Devices, Sunnyvale CA, EE. UU.).

El analisis de las imagenes se realizd utilizando el software Genepix ® 4.0
(Axon Instruments/Molecular Devices), y para el anlisis estadistico se
utilizaron los programas Acuity ® 4.0 (Axon Instruments/Molecular Devices),
Significance Analysis of Microarrays (SAM, http://www-stat.stanford.edu/
~tibs/SAM/, Tusher et al. 2001), y FatiGO+ (http://babelomics.bioinfo.cipf.es/
cgi-bin/tools.cgi,Al-Shahrour et al. 2005, Al-Shahrour et al. 2006).
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I. Modelo experimental para el estudio de la fructificacion: el
mutante ceré-2.

Se ha descrito desde hace tiempo que la aplicacién exogena de hormonas
(Gustafson 1936, Gustafson 1937, Nitsch 1950, Garcia-Martinez y Carbonell
1980, Alabadi et al. 1996) o de inhibidores de su transporte (Beyer y
Quebedeaux 1974) puede inducir partenocarpia en diversas especies. En
Arabidopsis se han obtenido frutos partenocarpicos mediante aplicacion de
GAs, auxinas y citoquininas (Vivian-Smith y Koltunow 1999). Para estudiar el
desarrollo de frutos partenocarpicos es necesario evitar la fertilizacion de los
ovulos. Esto se puede conseguir emasculando las flores (es decir, eliminando
las anteras), o utilizando mutantes estériles, o de esterilidad condicional
(Bowman et al. 1989, Guerineau et al. 2003). En este trabajo se ha utilizado
el mutante cer6-2 de Arabidopsis thaliana, un mutante de esterilidad masculina
condicional (Preuss et al. 1993, Fiebig et al. 2000), cuyas flores presentan

Figura 6. Inflorescencia del mutante ceré-2 en fondo Ler de Arabidopsis thaliana.

morfologia normal (Figura 6).Si se cultivan las plantas mutantes en condiciones
de humedad ambiental baja (en torno al 50 %), no hay fructificacion, mientras
que en condiciones de humedad alta, los 6vulos son fertilizados, y se obtienen
frutos normales con semillas (Preuss et al. 1993, Fiebig et al. 2000).

La capacidad de auxinas y GAs de inducir partenocarpia en Arabidopsis
ha sido descrita anteriormente en plantas silvestres emasculadas. Para
comprobar el efecto de las distintas hormonas en el mutante ceré-2, se



realizaron tratamientos con la giberelina activa GA,, la auxina natural IAA, y
las auxinas sintéticas NAA y 2,4-D. Se analizé también el efecto del inhibidor
del transporte polar de auxinas NPA, asi como la capacidad del polen
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Figura 7. Efecto de los tratamientos hormonales como inductores de fructificacion en el mutante ceré-2.
Los pistilos de flores en antesis fueron tratados con una solucién control, GA3 330 uM,2,4-D 10 uM, 0
NPA 50 pM, o polinizados con polen Ler (pol). Los pistilos y frutos fueron fotografiados (A) y la longitud
fue cuantificada (B) a los 7 dias. Las medidas representan el promedio de un minimo de 25 pistilos o
frutos. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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silvestre Ler de inducir fructificacion. Los frutos fueron fotografiados (Figura
7A) o medidos (Figura 7B) 7 dias después del tratamiento.Tanto GA, como
2,4-D fueron capaces de inducir el desarrollo de frutos partenocarpicos,
aunque sin mimetizar en ningln caso el efecto de la polinizacién (Figura 7).
Resulta interesante que el bloqueo del transporte polar de auxinas mediante
tratamiento con NPA, no utilizado anteriormente en Arabidopsis, tuvo el
mismo efecto que la aplicacion de la auxina 2,4-D: se indujo el desarrollo
de frutos partenocarpicos (Figura 7). En cambio, al contrario de lo que se
ha descrito previamente (Vivian-Smith y Koltunow, 1999), IAA y NAA no
indujeron desarrollo partenocarpico del fruto (datos no mostrados).

Para determinar la concentracion de GA, mas efectiva en la induccion del
desarrollo de frutos partenocarpicos se realizdé una curva dosis-respuesta,
tratando plantas cer6-2 con concentraciones crecientes de GA,, desde 3 hasta
333 pM. La Figura 8A muestra los resultados: con una concentracion de 333
1M se conseguia inducir la formacion de frutos de mayor tamano. Por otra
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Figura 8.Andlisis del efecto de GAs activas sobre la induccion de partenocarpia en Arabidopsis thaliana. (A)
Curva dosis-respuesta de GA, como inductor del desarrollo del fruto en ceré-2. (B) Efecto de GA3 330
1M como inductor del desarrollo del fruto en ColO, LER y Ler. (C) Efecto de distintas GAs bioactivas (GA,,
GA,, GA,) y sus mezclas sobre la induccién de partenocarpia en cer6-2. En todos los casos, el tratamiento
se realizo sobre flores en antesis, pulverizando la parte aérea de las plantas, y los pistilos y frutos se midi-
eron 7 dias después.



parte, se comparo también el efecto de los tratamientos con GA, en distintos
ecotipos silvestres: Col0, Ler y LER. Los resultados de estos tratamientos se
muestran en la Figura 8C:los pistilos de plantas LER son ligeramente mayores
que los de plantas Col0 o Ler, pero la capacidad de respuesta a GA, es muy
parecida en estas tres accesiones. Por ultimo, se comparo la capacidad de
inducir desarrollo del fruto de distintas GAs bioactivas: la GA bioactiva
comercial GA,, que es la que se utiliza de manera mas extendida,y GA| y GA,.
Se realizaron tratamientos con cada una de ellas, o con mezclas, en plantas
ceré-2,y los frutos obtenidos fueron medidos al cabo de 7 dias. En la Figura
8C se muestra que el efecto de estas tres GAs es practicamente idéntico, y
que la utilizacion de mezclas de dos de ellas o de las tres a la vez tampoco
aumento la eficacia del tratamiento. Por ello, en adelante se realizaron siempre
los tratamientos con GA, 330 M.

Para poder definir los puntos temporales de interés para el estudio del
desarrollo del fruto inducido por polinizacion, es necesario saber cuantas
horas requiere el tubo polinico para alcanzar los ovulos y fertilizarlos. Se
conoce cual es la evolucién temporal de este proceso en el ecotipo Col0
(Fauré et al. 2002). Para comprobar si en ceré-2 el tubo polinico avanza
al mismo ritmo, y cuantas horas son necesarias para que los dvulos sean
fertilizados, se llevo a cabo una tincion de callosa, que permite visualizar el
polen y los tubos polinicos avanzando por el interior del pistilo. Se polinizaron
manualmente pistilos de flores de ceré6-2 en antesis, emasculados un dia antes
de la antesis, con polen silvestre Ler. Se recogieron muestras a intervalos de
2 horas entre 4 y 24 horas después de polinizar, y se tifieron con azul de
anilina. En la Figura 9 se muestran los resultados de la tincion: a las 4 horas
de la polinizacion manual, los tubos polinicos tan sélo han llegado a atravesar
el estilo. Al cabo de 6 horas se aprecia que los primeros 6vulos ya han sido
alcanzados, y a las 8 horas los tubos polinicos han entrado en casi todos los
ovulos. Los 6vulos mas basales estan ya todos fertilizados a las 10 o 12 horas
de la polinizacion.

2. Procesos de diferenciacion durante la fructificacion.

Para averiguar si los distintos tratamientos hormonales actian de la misma
manera, y de la misma manera que la polinizacion, se analizé el efecto que
provocan, a nivel de division, expansion o diferenciacion celular; en los
distintos tejidos que forman los frutos. Para ello se realizaron criosecciones,
que se analizaron mediante microscopia electrénica de barrido (cryo-sem). Se
estudiaron frutos obtenidos mediante polinizacion o tratamiento con GA,,
2,4-D o NPA, y pistilos tratados con una solucion control. Los tratamientos
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Figura 9. Evolucién temporal del avance del tubo polinico en ceré-2.Tinciones de callosa con azul de anilina
de pistilos procedentes de flores de cer6-2 emasculadas un dia antes de la antesis, y polinizadas manual-
mente con polen silvestre Ler en el dia de antesis. Los pistilos fueron fijados y tefidos entre 4 y 24 horas
después de la polinizacion manual (HAP), y visualizados en un microscopio de fluorescencia, iluminados
con luz UV.

se realizaron siempre en el dia de antesis, y el analisis por cryo-sem se llevd
a cabo 7 dias después de la antesis. Los pistilos de ceré-2 tratados con una
solucion control presentaron la organizacion en capas descrita previamente
(Figura I): una capa de células de exocarpo, tres capas de células de
mesocarpo, una capa de células de endocarpo b, y una capa de células de
endocarpo a (Figura 10). Para mayor claridad, se han coloreado las diferentes

Figura 10. Crioseccion transversal de pistilos y frutos ceré-2. (A) Crioseccion de un pistilo tratado con
solucién control, en el dia de la antesis, a los 7 dias del tratamiento. (B) Detalle de un pistilo tratado con
soluciéon control, 7 dias después del tratamiento. Las criosecciones se obtuvieron segin se describe en
Materiales y métodos. Se han coloreado las distintas capas celulares que conforman el pericarpo para
mayor claridad: Endocarpo a, en a; endocarpo b, en b; mesocarpo, m; exocarpo, x.



capas en la figura, y en las figuras siguientes se identifican las distintas capas
con lineas de los mismos colores.

Tanto las silicuas procedentes de pistilos polinizados como los frutos
partenocarpicos obtenidos mediante tratamiento con auxinas o NPA
presentaron la misma organizacion en capas que los pistilos control (Figura
I'1).En los frutos polinizados, todos los tipos celulares presentaron elongacion,

GA

Figura |11. Criosecciones transversales de pistilos y frutos de ceré-2. Pistilos de flores en antesis fueron
tratados con solucién control, tratados con GA3 330 uM, NPA 50 uM, o 2,4-D 10 pM, o polinizados
manualmente con polen Ler. Las imagenes se tomaron 7 dias después del tratamiento. Las imagenes de
la fila superior muestran criosecciones completas del pistilo o fruto, mientras que en las imagenes de la
fila inferior se muestra una ampliacion de los detalles de la pared de la valva, recuadrados en las imagenes
superiores. Las capas celulares estan identificadas con los mismos colores que en la Figura 10.

mientras que las células del endocarpo b se ensancharon considerablemente.
En los frutos obtenidos mediante tratamiento con NPA, en cambio, s6lo
las células del endocarpo a se expandieron, mientras que las células del
mesocarpo presentaron un tamano menor que en el control. En los frutos
procedentes del tratamiento con 2,4-D, todos los tipos celulares mostraron
un tamano menor que en los pistilos tratados con solucion control. Los
frutos obtenidos tratando con GA, también mostraron un mayor tamafno
celular, pero se aprecio un colapso de las células del endocarpo a. Las células
de todas las capas presentes en estos frutos mostraron un mayor tamano, lo
que sugiere que el crecimiento del fruto se podria deber fundamentalmente
a la expansion de los diferentes tipos celulares.

La desaparicion del endocarpo a se ha descrito en frutos polinizados en
estadios posteriores de desarrollo,préximos a las etapas finales de maduracion
de la silicua (Ferrandiz et al. 1999), asi como en pistilos no fertilizados de 10-
I2 dias después de antesis (P. Carbonell, resultados no publicados), pero no
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en frutos partenocarpicos obtenidos mediante tratamiento con GA,. De
hecho,Vivian-Smith y Koltunow (1999) describieron la estructura de este tipo
de frutos, sin colapso del endocarpo. La diferencia con estos datos publicados
podria deberse a la mutacion ceré-2. Para descartar esta posibilidad, se
repitieron todos los tratamientos en pistilos de flores emasculadas de plantas
silvestres Ler. Las flores se emascularon un dia antes de la antesis, se trataron
en el dia correspondiente a la antesis, y se analizaron por cryo-sem siete dias
después. Los resultados obtenidos fueron los mismos que en el mutante ceré-
2 (Figura 12):no hubo alteracion en las capas celulares presentes en los frutos
obtenidos por polinizacion o tratamiento con NPA o 2,4-D, comparados con
los pistilos control, mientras que en los frutos obtenidos mediante aplicacién
de GA, el endocarpo a desaparecio. Este resultado indica que el efecto de
GA, en el adelanto en el colapso del endocarpo a no se debe a la mutacion
ceré-2.

control
: e

Figura 12. Criosecciones transversales de pistilos y frutos Ler. Las flores se emascularon un dia antes de
antesis y se trataron con solucién control, GA3 330 pM, NPA 50 pM, o 2,4-D 10 pM, o se polinizaron
manualmente con polen Ler. Las imagenes se tomaron 7 dias después del tratamiento. Las capas celulares
estan identificadas con los mismos colores que en la Figura 10.

Otra posible causa de la discrepancia con los datos publicados podria ser
la solucion de GAs utilizada. Es posible que la presencia de otras sustancias,
como otras giberelinas activas o auxinas, en la solucion de GA, pueda
provocar la persistencia del endocarpo. Para comprobar esta posibilidad, se
trataron plantas cer6-2 y Ler con mezclas de GA, y 2,4-D.En ambos genotipos
se obtuvo el mismo resultado (Figura |3): el endocarpo a desaparecio, por
colapso de las células. Por lo tanto, la presencia de auxinas en la solucién de
GAs no contrarresta el colapso del endocarpo a.

Una dltima explicacion justificaria la discrepancia con los resultados
publicados. Se ha descrito que la fructificacion inducida por polinizacion
desencadena el colapso del endocarpo a a tiempos mas largos, y es posible
que GA, sea capaz de acelerar la desaparicion de esa capa celular. La
discrepancia con los resultados de Vivian-Smith y Koltunow podria deberse a



Figura |3. Criosecciones transversales de frutos Ler o ceré6-2,7 dias después de un tratamiento combinado
con GA, 330 uMy 2,4-D 10 pM. Las flores de plantas Ler se emascularon un dia antes de antesis. Las capas
celulares estan identificadas con los mismos colores que en la Figura 10.

alguna diferencia en la escala de tiempos para llevar a cabo las emasculaciones
y/o los tratamientos. Ademas, en los frutos obtenidos por tratamiento con
GA, se aprecio alguna célula del endocarpo a que aun estaba intacta, al igual
que en los frutos obtenidos por polinizacion o por tratamiento combinado
con GA, y 2,4-D (Figura 14).

Ler GA,

” 4

)

Figura 14. Criosecciones transversales de frutos Ler 7 dias después de la polinizacion manual con polen Ler
o de un tratamiento con GA, 330 pM, o de un tratamiento combinado con GA, 330 pM y 2,4-D 10 uM.
Las capas celulares estan identificadas con los mismos colores que en la Figura 10. Las puntas de flecha
verdes indican células del endocarpo a que ain no han colapsado.

3. Analisis espacio-temporal de la relacion entre auxinas y
giberelinas.

Tanto auxinas como GAs son capaces de desencadenar la fructificacion,
aunque su efecto a nivel de diferenciacion celular es ligeramente diferente.
Hay dos posibilidades en cuanto a su mecanismo de accion: que las auxinas y
las GAs actuen en paralelo, de manera independiente, o que lo hagan dentro
de una jerarquia temporal. Para distinguir entre estas dos opciones, se analizd
el patron espacio-temporal de la accion de estas dos hormonas durante la
fructificacion.
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3.1. Localizacion de la sintesis y accion de las auxinas.

Los niveles endégenos de auxinas son muy reducidos, lo que dificulta su
medida directa. Para poder cuantificar auxinas es necesario disponer de
grandes cantidades de tejido, lo que resulta complejo en especies de porte
pequeno como Arabidopsis, y especialmente en tejidos especificos de tamano
reducido. Una alternativa para identificar los patrones de distribucion de
auxinas es la utilizacion de herramientas genéticas, como plantas transgénicas
portadoras del promotor sintético de respuesta a auxinas DR5 (Ulmasov et
al. 1997) fusionado a proteinas delatoras como GUS o GFP.

Este promotor ha sido validado semicuantitativamente como indicador de
la concentracion de auxinas en distintos tejidos (Sabatini et al. 1999, Friml
et al. 2002), y es aceptado ampliamente como un indicador fiable de dicha
concentracion. En este trabajo se han utilizado plantas transgénicas de
Arabidopsis que expresan la proteina GFP bajo el control del promotor
DR5rev (P, ;GFP, Benkova et al. 2003) para monitorizar cambios en los
niveles de auxinas después de la antesis del pistilo y durante las primeras
fases del desarrollo del fruto, después de inducir fructificacion mediante

polinizacion o tratamientos exégenos de hormonas o NPA.

Figura 15. Organizacion interna del évulo de la flor en antesis en Ler, mostrado mediante seccién ultrafina
en resina (A) o microscopia electrénica de barrido (B) de un évulo. Barra de escala: 200 pm. Integumentos
externos (outer integuments), oi; integumentos internos (inner integuments), ii; sinérgida, s; micropilo, m;
funiculo, f; chalaza, ch. Adaptado de Robinson-Beers et al. 1992 (A) y Gasser et al. 1998 (B).



La Figura |5 muestra la organizacion tisular de los 6vulos de flores en antesis
de plantas silvestres Ler. Los pistilos no fertilizados de Arabidopsis mostraron
senal de GFP en la vasculatura del funiculo, y una seial menos intensa en
torno a los haces vasculares del pericarpo (Figuras 16 control y 17 control).
Este patron espacial de distribucidn de auxinas es similar al de otros tejidos
no reproductivos, como las hojas, en los que se aprecia una clara asociacién
de las auxinas a la vasculatura (Mattsson et al. 2003, Cheng et al. 2006), lo
que concuerda con el hecho de que las hojas y los carpelos comparten un
origen evolutivo comun (Gillaspy et al. 1993, Balanza et al. 2006). A las 24h
de inducir la fructificacion mediante tratamiento con 2,4-D se observo un
fuerte aumento de la expresion de GFP dirigida por el promotor DR5, tanto
en los ovulos (Figura 16 2,4-D) como en el pericarpo (Figura 17 2,4-D). En
los ovulos esta expresion quedé fundamentalmente restringida al funiculo,
la chalaza y el micropilo, mientras que en el pericarpo la senal aparecio
ectopicamente en todo el tejido. Esta activacion del promotor DR5 podria
reflejar simplemente la presencia del 2,4-D en el tejido, o también podria
implicar que el tratamiento con 2,4-D induce acumulacion de auxinas.

La polinizacién del pistilo desencadend un aumento en la sehal de GFP en la
misma zona de los 6vulos que en el tratamiento con 2,4-D, lo que indicaria
una acumulacién de auxinas en el funiculo, la chalaza y el micropilo de los
ovulos fertilizados (Figura 16 pol). En cambio, no hubo incremento de la senal
de GFP y por tanto acumulacion de auxinas, en el pericarpo de los pistilos
polinizados (Figura 17 pol). Este resultado indica que los évulos son el 6rgano
fisiologicamente relevante para el papel de las auxinas en la fructificacion.

Figura 16. Expresion de P_,. :GFP en los ovulos. Las flores de plantas transgénicas P_,. :GFP fueron

DR5rev’ DR5rev
emasculadas | dia antes de la antesis, tratadas con solucién control, GA, 330 uM, 2,4-D 10 uM o NPA

50 pM, o polinizadas manualmente en el dia de antesis, y visualizadas por microscopia confocal 24 horas
después del tratamiento. Las imagenes corresponden a tejido fresco no fijado (whole-mount) de 6vulos, y
son la superposicion de la imagen confocal (verde) de la sehal correspondiente a DR5rev::GFP con la imagen
visible del 6vulo.
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Figura 7. Expresién de P, GFP en el pericarpo de los pistilos y frutos. Las flores de plantas transgénicas

PDRSM:GFP fueron emasculadas | dia antes de la antesis y tratadas con solucion control, GA3 330 uM,

2,4-D 10 upM o NPA 50 pM, o polinizadas manualmente con polen Ler en el dia de antesis, y visualizadas
por microscopia confocal 24 horas después del tratamiento. Las imagenes corresponden a secciones
transversales del pistilo o fruto. La sefial fluorescente de GFP aparece en verde, y la autofluorescencia de
la clorofila en rojo.

En los frutos obtenidos mediante tratamiento con NPA se observo el mismo
patron de expresion de GFP que en los frutos polinizados: se detectd un
aumento de la fluorescencia asociada a GFP en los 6vulos, que indicaria
una acumulacion de auxinas, fundamentalmente en el funiculo y la chalaza
(Figura 16 NPA), pero no hubo cambios en los niveles de expresion de GFP
en el pericarpo (Figura 17 NPA). Este resultado corrobora la importancia
fisiologica de los évulos para la senalizacion por auxinas en el proceso de
fructificacion. Ademas, también sugiere que la induccién de la sintesis de
auxinas en los évulos podria ser el primer evento molecular desencadenado
por la fecundacion, lo que situaria a las auxinas en un paso previo a las GAs
en la cascada de senalizacion hormonal desencadenada tras la fructificacion.
Por otra parte, este resultado parece indicar que el mecanismo molecular de
accion del NPA es comun, al menos en parte, con el de la fertilizacion, y que
uno de los factores que impulsan el crecimiento del fruto en ambos casos es
el aumento de la concentracion de auxinas en los 6vulos.Ademas, las auxinas
sintetizadas en el ovulo no parecen ser transportadas al pericarpo, lo que
apunta hacia la existencia de alguna senal, aguas abajo de auxinas, que pueda
ser transportada al pericarpo, para inducir alli crecimiento.

El tratamiento con GA,, por su parte, no tuvo ningun efecto sobre la expresion
de GFP dirigida por DR5 (Figuras 16 GA, y 17 GA)), lo que indica que la
induccion de fructificacion mediante tratamiento con GA, no desencadena
un aumento en la concentracién de auxinas. Este resultado apoya la hipotesis
de que las giberelinas actien con posterioridad a las auxinas, en el proceso de
desarrollo del fruto, y que serian candidatas a ser esa senal aguas abajo de las
auxinas. No obstante, también es posible que las GAs actlen en paralelo a las
auxinas en la fructificacion.



3.2. Induccién de la biosintesis de giberelinas durante Ila
fructificacion.

Los datos expuestos anteriormente parecen indicar que en la fructificacion
las GAs actuan con posterioridad a las auxinas, o independientemente de
ellas. En diversas especies y tejidos vegetales (van Huizen et al. 1997, Ross et
al. 2000, Wolbang y Ross 2001, O’Neill y Ross 2002, Ngo et al. 2003, Ozga et
al. 2003, Frigerio et al. 2006) se ha descrito que las auxinas inducen la sintesis
de GAs, o regulan la expresion de genes del metabolismo de GAs. La reducida
abundancia de esta hormona dificulta su cuantificacion: una alternativa habitual
para estudiar como esta regulada su concentracién es analizar la expresion
de los genes que codifican enzimas de la ruta de biosintesis de GAs, que se
muestra en la Figura 3. Se han analizado mediante qRT-PCR los niveles de
expresion de todos los genes identificados que codifican enzimas implicados
en los dos Ultimos pasos de la biosintesis, GA 20-oxidasas (GA200X) y GA
3-oxidasas (GA30OX), asi como los de GA 2-oxidasas (GA20X), que catalizan
las reacciones de inactivacion de GAs. En la Figura |18 se muestran los niveles
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Figura 18. Niveles relativos de expresion de los genes de metabolismo de giberelinas en el pistilo de la
flor de cer6-2 en antesis. Los niveles de expresion se determinaron por qRT PCR segln se describe en
Materiales y métodos, y se normalizaron respecto al nivel de expresion del gen ACT7 (At5g09810). Los
niveles de expresion de todos los genes se normalizaron respecto al nivel de expresion de AtGA20ox I, que
se iguald a |. Se muestra el resultado representativo de dos réplicas biologicas, con tres réplicas técnicas
cada una. Las barras de error muestran la desviacion estandar.

de expresion relativos de estos genes en los pistilos de flores en antesis de
cer6-2, no tratadas. Los genes que mostraron niveles mas altos de expresion
fueron AtGA200x2, AtGA3ox| y AtGA20x2, asi que los analisis sucesivos se
centraron en estos genes. En un segundo grupo quedarian englobados
AtGA200x 1, AtGA20x |, AtGA20x4, y AtGA20x6-8, que se expresaron a niveles
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mucho mas bajos, pero aln detectables, mientras que AtGA200x3-5, AtGA3ox2-
4y AtGA20x3 quedaron por debajo del nivel de deteccion de esta técnica.

3.2.1. Variacion de la expresion de los genes de metabolismo de
giberelinas durante la fructificacion inducida por tratamientos
hormonales.

Con el fin de comprobar si en el proceso de fructificacion los mecanismos de
regulacion de la expresion de las GA20ox, GA3ox y GA2ox por retroalimentacion
son funcionales, y si las auxinas inducen la expresion de genes de biosintesis
de GAs también en este proceso, se indujo fructificacion en cer6-2 mediante
tratamientos con GAS, NPA y 2,4-D,y se cuantificaron los niveles de expresion
de las AtGA200ox, AtGA3ox y AtGA2ox al cabo de 2 y 24h mediante qRT-PCR.

La expresion de estos genes en la fructificacion esta regulada por GAs. En
la Figura 19 se muestran los niveles de expresion relativos 2 horas (barras
grises) o 24 horas (barras negras) después del tratamiento con GA,. Los
niveles de expresion se normalizaron con respecto al tratamiento control, de
modo que los valores superiores a | indican induccién de la expresion del
gen, mientras que los valores inferiores a | indican represion.A las 2 horas del
tratamiento, la expresion de los genes que codifican enzimas de biosintesis
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Figura 19. Niveles relativos de expresion de los genes de metabolismo de giberelinas tras el tratamiento
con GA, 330 uM. Los niveles de expresion se determinaron por qRT-PCR segln se describe en Materiales
y métodos, y se normalizaron respecto al nivel de expresion de ACT7 (At5g09810). El nivel de expresion
de cada gen tras el tratamiento control se iguald a |,y los niveles de expresion después del tratamiento
con GA, se calcularon normalizando cada uno frente a su control. Las medidas de expresion se realizaron
a las 4 horas (barras grises) y 24 h (barras negras) del tratamiento. Se muestra el resultado representativo
de dos réplicas bioldgicas, con tres réplicas técnicas cada una. Las barras de error muestran la desviacion
estandar.



se redujo notablemente, manteniéndose reprimidos hasta, al menos, 24 horas
después del tratamiento. La expresion de los genes que codifican enzimas de
inactivacion, en cambio, se indujo (salvo en el caso de AtGA20x6 y AtGA2o0x7,
aunque su nivel de expresion es mucho menor). El gen con un nivel de
expresion mas elevado, AtGA20x2, disminuyd ligeramente su expresion a
tiempos cortos, para inducirse al cabo de 24 horas.

Las auxinas regulan la expresion de los genes del metabolismo de GAs
de manera opuesta a las propias GAs. La Figura 20 muestra los niveles de
expresion relativos después del tratamiento con 2,4-D: la induccion de
fructificacion con esta hormona sélo causé un aumento de la expresion de
AtGA3ox |, mientras que el nivel de expresion de AtGA200x2 y de AtGA20x2 se
redujo. El comportamiento de los genes con niveles de expresiéon mas bajos
en este tejido fue menos consistente.

nivel de expresion reativo al conirod
=

20o0x7  Z0ow2  Joxi  Bowd  Zoxd  2oxd Zowl  2oxT Zowd

Figura 20. Niveles relativos de expresion de los genes de metabolismo de giberelinas tras el tratamiento
con 2,4-D 10 pM. Los niveles de expresion se determinaron por qRT-PCR segun se describe en Materiales
y métodos, y se normalizaron respecto al nivel de expresion de ACT7 (At5g09810). El nivel de expresion de
cada gen tras el tratamiento control se igual6 a |,y los niveles de expresion después del tratamiento con
2,4-D se calcularon normalizando cada uno frente a su control. Las medidas de expresion se realizaron a
las 4 horas (barras grises) y 24 h (barras negras) del tratamiento. Se muestra el resultado representativo
de dos réplicas bioldgicas, con tres réplicas técnicas cada una. Las barras de error muestran la desviacion
estandar.

Resulta especialmente interesante que el tratamiento con NPA (Figura 21)
también provoco un aumento de la expresion de los genes de biosintesis y una
reduccién de la expresion de los genes de inactivacion de GAs. La expresion

Resultados

53



Resultados

54

de AtGA200x2 y AtGA3ox | se indujo, aunque las 20-oxidasas recuperaron sus
niveles de expresion iniciales a las 24 horas del tratamiento, y la expresion de
AtGA20x2 disminuyd a las 2 horas del tratamiento, y también volvio a su nivel
inicial a las 24 horas.
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Figura 21. Niveles relativos de expresion de los genes de metabolismo de giberelinas tras el tratamiento
con NPA 50 uM. Los niveles de expresion se determinaron por qRT PCR segln se describe en Materiales
y métodos, y se normalizaron respecto al nivel de expresion de ACT7 (At5g09810). El nivel de expresion
de cada gen tras el tratamiento control se igualé a |,y los niveles de expresion después del tratamiento
con NPA se calcularon normalizando cada uno frente a su control. Las medidas de expresion se realizaron
a las 4 horas (barras grises) y 24 h (barras negras) del tratamiento. Se muestra el resultado representativo
de dos réplicas bioldgicas, con tres réplicas técnicas cada una. Las barras de error muestran la desviacion
estandar.

3.2.2. Variacion de la expresion de los genes del metabolismo de
giberelinas en los 6vulos y el pericarpo.

Puesto que el NPA sdlo tiene efecto sobre la concentracion de auxinas en
ovulos, surge la cuestion de si su efecto sobre el metabolismo de GAs se
ejerce en ese mismo tejido o en el pericarpo. Para comprobarlo, se realizaron
tratamientos con GA,; y NPA sobre flores de cer6-2, se recogieron por
separado los ovulos y los pericarpos a las 2 horas, y se estudi6 en cada tejido
la regulacion de la expresion de los genes de metabolismo de GAs mediante
qRT-PCR.
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Figura 22. Niveles relativos de expresion de AtGA200x2, AtGA3ox| y AtGA20x2 en los 6vulos y el pericarpo
4 horas después del tratamiento con GA, 330 yM o NPA 50 uM. Los niveles de expresion se determinaron
por gRT PCR segln se describe en Materiales y métodos, y se normalizaron respecto al nivel de expresion
de ACT7 (At5g09810). El nivel de expresion de cada gen tras el tratamiento control se igualé a |,y los
niveles de expresion después del tratamiento con GA, o NPA se calcularon normalizando cada uno frente
al tratamiento control. Se muestra el resultado representativo de dos réplicas bioldgicas, con tres réplicas
técnicas. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Como se observa en la Figura 22, el unico gen que presenté un
comportamiento diferencial en ovulos y pericarpos fue AtGA3ox/. La
expresion de este gen aumento aproximadamente el triple (unas 30 veces
frente a unas 10 veces mas expresado, aproximadamente) en los ovulos que
en el pericarpo, en respuesta al tratamiento con NPA. Ademas, AtGA3ox |
se indujo ligeramente (2 veces) en los ovulos en respuesta a GA,, mientras
que este tratamiento desencadeno una disminucion de su expresion (unas 5
veces) en el pericarpo.Tanto AtGA200x2 como AtGA20x2 mostraron perfiles
de expresion practicamente idénticos en los dos tejidos en cada uno de los
tratamientos. Este resultado sugiere que el gen que desempena un papel
preponderante en los évulos es AtGA3ox/, y que parece activarse la sintesis
de GAs en los 6vulos en respuesta a la induccion de partenocarpia. Es decir, ya
en los ovulos se observa el papel de las auxinas como inductoras de sintesis
de GAs, aunque ese efecto finalmente se debe de trasladar al pericarpo, para
promover su crecimiento.

3.2.3. Variacion de la expresion de los genes de metabolismo de
giberelinas a lo largo de la polinizacién y fertilizacion.

En diversas especies (citricos, tomate, guisante y Arabidopsis) se ha observado
que la polinizacion y fertilizacion desencadenan aumentos en los niveles de
GAs o induccion de la expresion de genes de biosintesis de GAs en los frutos
(Sun y Kamiya 1994, Ait-Ali et al. 1997, Ben-Cheikh et al. 1997, Silverstone et
al. 1997, Rebers et al. 1999).

Para averiguar como se regula en Arabidopsis la expresion de los genes del
metabolismo de GAs en respuesta a la polinizacion, se analizé la evolucion
temporal de la expresion de estos genes en cer6-2 después de polinizar los
pistilos de flores en antesis con polen silvestre Ler.

La Figura 23 muestra la evolucion temporal de la expresion de AtGA200x2,
AtGA3ox| y AtGA20x2 a partir de la polinizacidn. La expresién de AtGA3ox|/
aumentd rapidamente en los pistilos polinizados de Arabidopsis: el nivel de
MRNA de este gen se duplicoé 4 horas después de la polinizacién, y alcanzo
un maximo a las 8 horas, coincidiendo con el tiempo en que todos los
ovulos habrian sido fertilizados. Al cabo de 12 horas, el nivel de expresion se
redujo ligeramente, aunque manteniéndose 3 veces por encima del nivel de
expresiéon en el momento de la polinizacién. La expresion de AtGA200x2, en
cambio, no se modificé practicamente, lo cual sugiere que AtGA3ox| es el gen
que desempenaria el papel fundamental en la induccion de la sintesis de GAs
que probablemente tiene lugar tras la fertilizacion. La expresion de AtGA20x2,
por su parte, se redujo a la mitad 4 horas después de la polinizacion, para
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Figura 23. Evolucion temporal de los niveles relativos de expresion de AtGA20ox2, AtGA3ox| y AtGA2ox2
después de la polinizaciéon manual con polen Ler. Los niveles de expresion se determinaron por gRT PCR
segun se describe en Materiales y métodos, y se normalizaron respecto al nivel de expresion de ACT7
(At5g09810). El nivel de expresion de cada gen en el momento de la polinizacion (tiempo cero) se iguald a
I,y los niveles de expresion después de polinizar se calcularon normalizando cada uno frente a su tiempo
cero. Las medidas de expresion se realizaron a las 0,4, 8 y 12 horas tras la polinizacion. Se muestra el
resultado representativo de dos réplicas bioldgicas, con tres réplicas técnicas cada una. Las barras de error
muestran la desviacion estandar.

luego inducirse ligeramente a las 8 horas, y mantenerse en ese nivel hasta
las 12 horas. Es posible que esta induccion tardia responda al mecanismo de
retroalimentacion positiva.

4. Participacion de la sefalizacion por giberelinas en la
fructificacion.

La mayor parte de la diferenciacion durante la fructificacion ocurre en las
paredes del fruto, mientras que la sefal inicial parece surgir de los 6vulos.
i{Como se transduce esa senal? Las GAs parecen ser el Gltimo escalon antes
de disparar la fructificacion, asi que se decidid estudiar la implicacién de su
sefalizacion y su localizacion espacial. Para ello se utilizaron dos herramientas
principales: mutantes en genes implicados en la via de sefalizacion de GAs,
y plantas que expresan fusiones traduccionales de GFP a proteinas de
sefalizacion de GAs.

Resultados

57



Resultados

58

4.1. Implicacion de los elementos de sefalizaciéon de GA en la
fructificacion.

La senalizacion por GAs opera en forma de sistema des-reprimible, modulado
fundamentalmente por las proteinas SPY, SLY y los miembros de la familia
DELLA (Figura 5). Para identificar qué genes de esta cadena de senalizacion
participan en la transduccion de senal en la fructificacion, se analizé la capacidad
de respuesta a los distintos tratamientos inductores de fructificacién,asi como
a la polinizacion, en los mutantes de ganancia de funcion de GAI (gai-1), RGA
(plantas sobreexpresantes de la fusion P, ,:GFP-rgaA[7),y en los mutantes de
pérdida de funcién de GAI (gaiTé), RGA (rga24), RGLI (rgll-1), RGL2 (rgl2-1),
y SPY (spy-5), todos ellos en fondo Ler. Previamente se realizaron cruces de
cada uno de estos mutantes con ceré-2 para obtener los dobles mutantes, y
poder realizar asi los andlisis sin necesidad de emascular las flores.

4.1.1.SPY (spy-5)

La proteina SPY regula negativamente la ruta de senalizacion por GAs. SPY es
una N-acetilglucosamina-O-transferasa (OGT) con un dominio de interaccién
proteina-proteina. Se ha propuesto que SPY funciona aumentando la actividad
de RGA, y probablemente de otras proteinas DELLA, modificandolas con
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Figura 24. Efecto de los tratamientos inductores de fructificacion en ceré6-2 y en el doble mutante spy-5
cer6-2. Los pistilos de flores en antesis fueron tratados con una solucion control (C), GA, 330 uM (G),
NPA 50 pM (N),2,4-D 10 uM (D), o polinizados manualmente con polen Ler (P),y medidos a los 7 dias. Las
medidas representan el promedio de un minimo de 25 pistilos o frutos. Las barras de error representan
la desviacion estandar. Los porcentajes indican el aumento de longitud respecto a los pistilos del mismo
genotipo tratados con solucién control.



N-acetilglucosamina (Silverstone et al. 2006). El alelo recesivo spy-5 se
obtuvo en un rastreo de plantas silvestres capaces de crecer en presencia
de paclobutrazol (PAC), un inhibidor de biosintesis de GAs (Wilson y
Somerville 1995). Esta mutacidon confiere un fenotipo parecido al causado
por una sobredosis de GAs: crecimiento mayor que el silvestre en presencia
de PAC, floracion temprana, curvatura parcial de las hojas, doblamiento de
las silicuas y fertilidad reducida, y, como en el caso de otros alelos de este
gen, un incremento de la respuesta a GAs. Se ha descrito anteriormente que
spy-2, otro alelo de SPY, presenta desarrollo partenocarpico de los frutos
(Jacobsen y Olszewski 1993), pero esta caracteristica no esta descrita en spy-
5, ni tampoco se observo durante el desarrollo de este trabajo.

Los dobles mutantes spy-5 ceré-2 mostraron una respuesta incrementada a
todos los tratamientos. Esta hipersensibilidad fue especialmente acentuada
frente a NPA y 2,4-D, que indujeron un crecimiento del fruto dos y tres veces
mayor, respectivamente, en el doble mutante que en ceré-2 (Figura 24). Los
frutos polinizados, en cambio, alcanzaron un tamano final menor que el de los
frutos del parental ceré-2.La pérdida de funcion de SPY acentia las respuestas
a GAs, al desaparecer la activacion de los reguladores negativos de estas
respuestas, las proteinas DELLA. Estos resultados sugieren que la senalizacion
por GAs también estd incrementada en el proceso de fructificacion. Ademas,
la mayor respuesta a auxinas parece indicar que éstas actlan por encima de
las giberelinas en la senalizacion hormonal durante la fructificacion. El exceso
de senalizacion por GAs, no obstante, parece influir negativamente sobre el
crecimiento de los frutos polinizados.

4.1.2. GAI (gai-1 y gai-t6).

El gen GAl de Arabidopsis se identific6 mediante una mutacion, gai-/, que
reduce considerablemente la capacidad de respuesta a GAs durante el
crecimiento vegetativo (Koornneef et al. 1985). EIl mutante gai-/ tiene un
contenido mayor en GAs activas, lo que sugiere que GAI esta implicada en
la regulacion por retroalimentacion negativa de la biosintesis de GAs (Talon
et al. 1990). El alelo gai-| tiene una delecion de 51 nucleétidos que no altera
la pauta abierta de lectura pero implica la pérdida de |7 aminoacidos en el
dominio DELLA (Peng et al. 1997), necesario para la degradacion de la proteina
inducida por GAs (Dill et al. 2001). La imposibilidad de degradar la proteina
hace que en este mutante de ganancia de funcion las respuestas a GAs estén
permanentemente bloqueadas. La mutacion gai-t6 (Peng et al. 1997), en
cambio, corresponde a un alelo recesivo de pérdida de funcidon que confiere
resistencia parcial a PAC ,y es capaz de rescatar parcialmente el fenotipo del
mutante deficiente en GAs gal (Dill y Sun, 2001, King et al. 2001).
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Figura 25. Efecto de los tratamientos inductores de fructificacion en ceré-2 y en el doble mutante gai-/
ceré-2. Los pistilos de flores en antesis fueron tratados con una solucion control (C), GA, 330 uM (G),
NPA 50 pM (N),2,4-D 10 uM (D), o polinizados manualmente con polen Ler (P),y medidos a los 7 dias. Las
medidas representan el promedio de un minimo de 25 pistilos o frutos. Las barras de error representan
la desviacion estandar. Los porcentajes indican el aumento de longitud respecto a los pistilos del mismo
genotipo tratados con solucién control.
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Figura 26. Efecto de los tratamientos inductores de fructificacion en ceré-2 y en el doble mutante gai-té
cer6-2. Los pistilos de flores en antesis fueron tratados con una solucién control (C), GA, 330 uM (G),
NPA 50 pM (N), 2,4-D 10 uM (D), o polinizados manualmente con polen Ler (P),y medidos a los 7 dias. Las
medidas representan el promedio de un minimo de 25 pistilos o frutos. Las barras de error representan
la desviacion estandar. Los porcentajes indican el aumento de longitud respecto a los pistilos del mismo
genotipo tratados con solucién control.



Los tratamientos en el doble mutante gai-l cer6-2 resultaron menos
efectivos que en el parental cer6-2. La mayor reduccion de sensibilidad
(aproximadamente 8 veces menos sensible) se observo en el tratamiento con
GA,, mientras que tanto la respuesta a NPA como a 2,4-D se vio reducida
aproximadamente 4 veces (Figura 25). En el doble mutante gai-t6 ceré-2, la
respuesta a GA, practicamente no se vio alterada con respecto al parental.
Los frutos polinizados, en cambio, no alcanzaron el mismo tamano que los de
ceré-2. El mutante mostré hipersensibilidad a auxinas: el efecto del NPA es el
doble en gai-té cer6-2 que en el parental, mientras que 2,4-D tiene un efecto
cinco veces mayor sobre gai-té (Figura 26).

La reduccion de la sensibilidad a los tratamientos en gai-I ceré-2 sugiere
que GAI participa en la transmision de la senal de GAs en fructificacion,
aunque sin ser la Unica proteina implicada. Por otra parte, la disminucion de
la respuesta a auxinas al mutar un elemento de senalizacion por GAs apoya la
presencia de las auxinas por encima de las GAs, o en una rama independiente
a ellas, en la ruta de regulacion hormonal que opera durante la fructificacion.
La falta de efecto de gai-té sobre la respuesta a GAs seria explicable por un
fenédmeno de redundancia, mientras que la hipersensibilidad a auxinas en este
mutante parece indicar que GAs y auxinas podrian actuar sobre GAIl por
distintas rutas.

4.1.3.RGA (P, ,.GFP-rgaAl7 y rga-24).
El gen RGA fue identificado a partir de una mutacion de pérdida de funcion,
rga, capaz de rescatar varios de los fenotipos del mutante biosintético gal
(Silverstone et al. 1997). El alelo rga-24, en el que toda la regién codificante de
RGA esta eliminada (Silverstone et al. 1998), tiene un efecto supresor sobre
gal considerablemente mayor que el de gai-t6 (King et al. 2001, Dill y Sun
2001), aunque ambos actlan sinérgicamente: el triple mutante rga-24 gai-té
gal presenta incluso algunos fenotipos de sobredosis de GAs, lo que indica
que RGA y GAl son los principales represores que controlan esos procesos
(Dill'y Sun 2001).El mutante rgaAl 7,que se generd eliminando la misma region
que estaba ausente en gai-/, e introduciendo la version mutada en fusion
traduccional con la proteina GFP, bajo el control del promotor endogeno de
RGA (aqui abreviado P, _,:GFP-rgaAl7), presenta un fenotipo idéntico al de gai-
[.La proteina mutante es resistente a la degradacion inducida por GAs, por lo
que actlia como un represor constitutivamente activo (Dill et al. 2001).

La capacidad de respuesta de P, GFP-rgaAl7 cer6-2 a polen y a GA, se

RGA
vio reducida aproximadamente 2 veces con respecto a ceré-2, de manera

parecida a lo observado en gai-| cer6-2.En cambio, el doble mutante presento
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Figura 27. Efecto de los tratamientos inductores de fructificacion en ceré-2 y en el doble mutante P,
GFP-rgaAl7 cer6-2. Los pistilos de flores en antesis fueron tratados con una solucién control (C), GA, 330
uM (G), NPA 50 pM (N), 2,4-D 10 uM (D), o polinizados manualmente con polen Ler (P),y medidos a los
7 dias. Las medidas representan el promedio de un minimo de 25 pistilos o frutos. Las barras de error
representan la desviacion estandar. Los porcentajes indican el aumento de longitud respecto a los pistilos

del mismo genotipo tratados con solucién control.
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Figura 28. Efecto de los tratamientos inductores de fructificacion en ceré-2 y en el doble mutante rga-24
cer6-2. Los pistilos de flores en antesis fueron tratados con una solucién control (C), GA, 330 uM (G),
NPA 50 pM (N), 2,4-D 10 pM (D), o polinizados manualmente con polen Ler (P),y medidos a los 7 dias. Las
medidas representan el promedio de un minimo de 25 pistilos o frutos. Las barras de error representan
la desviacion estandar. Los porcentajes indican el aumento de longitud respecto a los pistilos del mismo
genotipo tratados con solucién control.
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hipersensibilidad a NPA y 2,4-D, los cuales indujeron el crecimiento de frutos
2 veces mayores que en el parental (Figura 27). En el doble mutante rga-24
cer6-2, al igual que ocurria en gai-té ceré-2, la capacidad de respuesta a GA,
no se vio alterada, como tampoco el crecimiento de los frutos polinizados. El
efecto de 2,4-D y NPA también fue comparable al que tuvieron sobre gai-té
cer6-2, ya que ambos indujeron una respuesta ligeramente mayor en rga-24
cer6-2 que en el parental cer6-2 (Figura 28).

Estos resultados sugieren que las auxinas no ejercen la misma accién sobre
RGA y sobre GAl en el proceso de fructificacion, ya que en los mutantes
resistentes rgaAl7 y gai-l se observaron comportamientos contrarios
en respuesta a auxinas (insensibilidad parcial en gai-/, hipersensibilidad en
rgaAl7).

4.1.4.RGLI (rgll-1) y RGL2 (rgi2-1).

Los primeros andlisis de la funciéon de RGA y GAI sugirieron que los otros
miembros de la familia DELLA, RGLI, RGL2 y RGL3, podrian desempefiar
un papel en la germinacion y el desarrollo de la flor, procesos que no se
veian practicamente afectados en los mutantes de RGA o GAI. El gen RGLI/
se identificé orginalmente a partir de una secuencia de un clon de DNA
genomico (Sanchez-Fernandez et al. 1998), y posteriormente se propuso que
participaba en el desarrollo vegetativo de la planta y en la germinacion (Wen
y Chang 2002). Sin embargo, Lee y colaboradores (2002) desmintieron el
papel de RGLI en la germinacion, utilizando alelos de insercion de Ds. Tyler
y colaboradores (2004) también mostraron que el principal represor de la
sefalizacion por GAs durante la germinacion es RGL2, analizando mutantes
de insercion de T-DNA. Los mutantes de pérdida de funcion rgll-1 y rgl2-
| fueron obtenidos mediante el rastreo de una coleccién de mutantes de
insercion del elemento transponible Ds-GUS (Lee et al. 2002):rglI-1 tiene una
insercion Ds-GUS 68 pb aguas arriba del codéon de inicio de la traduccion,
mientras que en rgl2-1 la insercion esta localizada en la region codificante.
Basandose en los niveles de expresion de los cinco genes DELLA, se ha
propuesto (Tyler et al. 2004) que el papel preponderante en el desarrollo de
la silicua corresponderia a RGA,RGLI y RGL2.

El doble mutante rgll/-1 ceré6-2 respondié peor a todos los tratamientos: el
efecto de GA,, NPA y 2,4-D se redujo aproximadamente a la mitad (Figura
29). Estos resultados parecen indicar que la ausencia de RGLI| es compensada
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Figura 29. Efecto de los tratamientos inductores de fructificacion en ceré-2 y en el doble mutante rgl/-/
ceré-2. Los pistilos de flores en antesis fueron tratados con una solucion control (C), GA, 330 uM (G),
NPA 50 pM (N),2,4-D 10 uM (D), o polinizados manualmente con polen Ler (P),y medidos a los 7 dias. Las
medidas representan el promedio de un minimo de 25 pistilos o frutos. Las barras de error representan
la desviacion estandar. Los porcentajes indican el aumento de longitud respecto a los pistilos del mismo
genotipo tratados con solucién control.
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Figura 30. Efecto de los tratamientos inductores de fructificacion en ceré6-2 y en el doble mutante rgi2-/
cer6-2. Los pistilos de flores en antesis fueron tratados con una solucién control (C), GA, 330 uM (G),
NPA 50 pM (N), 2,4-D 10 pM (D), o polinizados manualmente con polen Ler (P),y medidos a los 7 dias. Las
medidas representan el promedio de un minimo de 25 pistilos o frutos. Las barras de error representan
la desviacion estandar. Los porcentajes indican el aumento de longitud respecto a los pistilos del mismo
genotipo tratados con solucién control.



por alguna otra proteina DELLA, que incluso ejerceria de forma mas activa su
papel represor. En cambio, rgl2-1 cer6-2 mostré una ligera hipersensibilidad a
GA, (los frutos formados eran aproximadamente 1.5 veces mayores que los
de cer6-2) y a 2,4-D (frutos casi 3 veces mayores en rgl2-| cer6-2 que en el
parental). El efecto de NPA sobre rgl2-1 cer6-2 fue casi 3 veces menor que
sobre el parental, y los frutos polinizados también elongaron un poco menos
(Figura 30). La ausencia de RGL2, por lo tanto, tiene un efecto similar al de
eliminar GAl o RGA.

4.2. Regulacion de GFP-RGA.

La alteracion de las respuestas en fructificacion en los mutantes rga24 y P,
GFP-rgaAl7 indica que la proteina RGA estd implicada en la senalizacién por
GAs durante el proceso de fructificacion. Para comprobar en qué tejidos
tiene lugar la senalizacion a través de RGA, y cudl es la evolucion temporal de

esta senalizacion se utilizaron plantas transgénicas que expresan una fusion

control :

Figura 31. Localizacién de la proteina RGA en los évulos. Las flores de plantas P, ,:GFP-RGA en un fondo
cer6-2 fueron tratadas con solucién control, GA,; 330 pM, 2,4-D 10 pM o NPA 50 pM, o polinizadas
manualmente con polen Ler en el dia de antesis y visualizadas por microscopia confocal 24 y 48 horas
después del tratamiento. Las imagenes mostradas son la superposicion de la imagen confocal (verde) de la
sefal correspondiente a GFP-RGA con la imagen visible del évulo.

traduccional de GFP-RGA, bajo el control del promotor endégeno RGA
(P, "GFP-RGA) (Silverstone et al. 2001). Esta proteina de fusion se degrada
rapidamente en respuesta a la aplicacion exogena de GA en raices (Achard et

al. 2003, Fu y Harberd 2003).

En los pistilos de flores en antesis de plantas cer6-2 P, ,::GFP-RGA se detectd
senal de GFP en los nucleos de todas las células, y la senal se mantuvo
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Figura 32. Localizacion de la proteina RGA en el pericarpo de los pistilos y frutos. Las flores de plantas P
:GFP-RGA en un fondo ceré-2 fueron tratadas con solucion control, GA, 330 uM, 2,4-D 10 uM o NPA 50
UM, o polinizadas manualmente con polen Ler en el dia de antesis, y visualizadas por microscopia confocal
24 y 48 horas después del tratamiento. Las imagenes corresponden a secciones transversales a través del
pistilo o fruto. La sefal fluorescente de GFP-RGA aparece en verde, y la autofluorescencia de la clorofila
en rojo.

RGA"

hasta 48 horas después de la antesis (Figuras 31 control y 32 control).
RGA estaba presente tanto en los évulos como en los pericarpos, aunque
la intensidad de la senal en este ultimo tejido era mucho menor (Figuras 31
y 32, respectivamente). El tratamiento con GA, resulto en la desaparicion
completa y rapida de la senal de fluorescencia, lo que indica que el GA, indujo
la degradacién casi completa de la proteina GFP-RGA tanto en los ovulos
como en el pericarpo al cabo de 24 horas (Figuras 31 y 32). La degradacion
de la proteina de fusion es mas lenta que en raices, probablemente debido
a la diferente permeabilidad de estos tejidos, es decir, al tiempo que pueda
precisar el GA, hasta penetrar en el tejido y ejercer su accion.

El tratamiento con NPA también indujo la desaparicion de la sehal de
GFP-RGA en los ovulos y el pericarpo, aunque de manera mas lenta que el
GA, (Figuras 31 NPA y 32 NPA).A las 24 horas del tratamiento con 2,4-D
parecié aumentar ligeramente la intensidad de la sefal de GFP en los évulos:
es posible que RGA se estabilice transitoriamente en respuesta a auxinas.
Después de 48h, en cambio, la fluorescencia desaparecid casi por completo
(Figuras 31 2,4-D y 32 2,4-D), lo que indica que 2,4-D también induce la
degradacion de GFP-RGA.. Estos resultados parecen apoyar la hipotesis de
que la senalizacion por giberelinas es posterior a la accion de las auxinas,
una de las opciones que sugeria la falta de efecto de las giberelinas sobre la
expresion de P .. -GFP. Por ultimo, la polinizacion y posterior fertilizacion
desencadend asimismo desaparicion de la senal fluorescente asociada a



GFP-RGA. La degradacién de RGA en respuesta a polinizacion también tuvo
lugar a tiempos mas largos que en respuesta al tratamiento con GA,. Resulta
especialmente llamativo que la degradacién en los 6vulos fue dependiente de
fertilizacion: los évulos no fertilizados siguieron mostrando senal de RGA-
GFP, mientras que la proteina desaparecio completamente en los ovulos
fertilizados, asi como en el pericarpo (Figuras 31 pol y 32 pol). Esto sugiere
que la cascada de senalizacion de GAs se desencadena en el évulo a partir de
la fertilizacion, mientras que en el pericarpo lo hace a raiz de la polinizacion.

5. Dianas moleculares de giberelinas.

La determinacion de qué genes responden a la induccion de partenocarpia
mediante tratamiento con GA, puede permitir identificar dianas moleculares
de esta hormona en el desarrollo temprano del fruto, asi como descubrir
procesos biologicos que se activen en respuesta a la fructificacion. Para
abordar este objetivo, se hibridaron micromatrices de oligonucleotidos
largos con RNA amplificado procedente de pistilos y frutos tratados con
GA, y recogidos 0, |, 2, 4, 8, 24 y 48 horas después del tratamiento. Para
eliminar del analisis los genes cuya expresion variara en respuesta al estrés
inducido por el tratamiento, o aquellos que mostraran variaciones circadianas
de expresion, independientes de la induccion de partenocarpia por GA,, se
llevaron a cabo dos controles independientes. Por una parte, se trataron
plantas con una solucién control, y se recogieron pistilos al cabo de | y 2
horas, y por otra parte se tomaron muestras de pistilos no tratados a las 4
y 8 horas del momento en que se realizaron los tratamientos. Los genes que
mostraron expresion diferencial en la evolucién temporal de la respuesta
a GA,, pero que variaron en el mismo sentido en estos controles, fueron
descartados del andlisis.

Para analizar los datos, se establecid un filtro de nivel de expresion de
[00 unidades de fluorescencia para ambos canales, y se seleccionaron
s6lo los genes que dieran datos de hibridacién en al menos un 70 % de
las micromatrices. Con los genes que superaron estos filtros, se realizé un
analisis de significancia de micromatriz (significance analysis microarray, SAM)
SAM multiclass, mediante el método de K-nearest neighbors, con 1000
permutaciones. Como nivel de corte para seleccionar genes estadisticamente
significativos se tomé una tasa de falsos positivos (false discovery rate, FDR)
del 0.20 %. A continuacion, de entre estos genes se eliminaron los genes
sospechosos de mostrar variaciones de expresion debido al ritmo circadiano
o al estrés producido por el tratamiento: se descartaron los genes con
variaciones de expresion estadisticamente significativas en el andlisis de los
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controles de ritmo circadiano y de estrés del tratamiento y cuyos perfiles
de expresion en esos controles fueran similares a los perfiles de expresion
tras la induccion de fructificacion con GA,. Con los 1675 genes obtenidos
tras aplicar estos filtros se hizo un andlisis de agrupamiento en mapas
autoorganizativos (self-organizing maps, SOMs), que permitié agrupar los
genes en cuatro perfiles de expresion fundamentales: 255 genes mostraron
una induccidn transitoria, hasta 8 horas después del tratamiento, para luego
recuperar niveles de expresion similares a los del tiempo cero; 445 genes
mostraron un aumento gradual en sus niveles de expresion, desde | hasta 48
horas después del tratamiento; 622 genes se reprimieron gradualmente, para
alcanzar niveles minimos de expresion al cabo de 48 horas del tratamiento;y
353 genes mostraron una induccion a tiempos largoa, 24 y 48 horas después
del tratamiento, variando muy poco su expresion en los tiempos mas cortos
analizados. La Figura 33 muestra los agrupamientos obtenidos.

Figura 33. Agrupamiento de genes por perfiles de expresion en mapas autoorganizativos. El nimero de
genes incluido en cada agrupamiento se muestra en la esquina superior izquierda. Los puntos temporales
analizados, en horas después del tratamiento, se muestran en blanco en la parte inferior de cada mapa.
Los puntos blancos representan el nivel de expresion promedio de todos los genes incluidos en ese
agrupamiento, para cada punto temporal,y la linea blanca muestra el perfil promedio de expresion. Cada
gen esta representado por una linea horizontal a través de los distintos tiempos, con un color diferente en
cada fraccion, en funcion de su nivel de expresion (normalizado siempre frente a su nivel de expresion a
tiempo cero). El color rojo indica aumento de la expresion, el verde represion, y la intensidad del color es
proporcional a la magnitud de la variacion de la expresion.

Un analisis de enriquecimiento funcional mediante el programa FatiGO+
indic6 que ninguno de los agrupamientos por perfil de expresion presento
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Figura 34. Perfiles de expresion de los genes de respuesta a auxinas. Los graficos muestran los niveles de
expresion a cada tiempo, normalizados frente a nivel de expresion a tiempo cero, de los genes de respuesta
a auxinas o transporte de auxinas que aparecen en cada agrupamiento SOM. En cada grafico aparece el

SOM al que pertenecen los genes representados.
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enriquecimiento en alguna funcién biologica contemplada en esta clasificacion
génica. Al analizar los genes que aparecian en los distintos grupos si resulto
evidente, no obstante, la presencia de numerosos genes de respuesta a
auxinas, la mayoria de los cuales se indujo en respuesta al tratamiento
por GA,. En la Figura 34 se muestran los genes de respuesta a auxinas
que mostraron diferencias de expresion en respuesta a la induccion de
fructificacion mediante GA,. Este resultado sugiere que aguas abajo de la
accion de las GAs en la fructificacion se producen nuevamente eventos de
senalizacion por auxinas, lo que parece indicar que la secuencia de accion de
estas dos hormonas en el desarrollo temprano del fruto es mas compleja de
lo que se habia pensado hasta este momento.
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Modelo de accién de las hormonas en el proceso de fructificaciéon
en Arabidopsis thaliana.

Determinadas hormonas vegetales, en particular auxinas y giberelinas,
desempenan un papel fundamental en el desarrollo del fruto, desde la
fructificacion hasta la maduracion. De hecho, se asume que las fitohormonas
sintetizadas por las semillas ya desde la fertilizacion y durante su desarrollo son
responsables tanto del inicio del desarrollo del fruto como de su crecimiento
y maduracion. Numerosas observaciones apoyan esta hipotesis: las semillas
en desarrollo sintetizan hormonas (Eeuwens y Schwabe 1975, Sponsel 1983,
Talén et al. 1990, Garcia-Martinez et al. 1991a, 1991b, Ben-Cheikh et al. 1997,
Rodrigo et al. 1997), la aplicacion exdgena de hormonas (Gustafson 1936,
Gustafson 1937, Nitsch 1950, Garcia-Martinez y Carbonell 1980, Alabadi et
al. 1996, Vivian-Smith y Koltunow 1999) o de inhibidores del transporte de
auxinas (Robinson et al. 1971, Beyer y Quebedeaux 1974) permiten inducir
partenocarpia en distintas especies.Ademas, se ha comprobado que mutantes
partenocarpicos de citricos y tomate tienen un contenido hormonal mayor
que el de los tipos silvestres (Talon 1992, Mapelli et al. | 978, Mapelli y Lombardi
1982), mientras que la induccion por transgénesis de la sintesis de auxinas en
los 6vulos y la placenta conduce al desarrollo de frutos parenocarpicos en
berenjena, tomate, fresa y frambuesa (Rotino et al. 1997, Ficcadenti et al. 1999,
Mezzetti et al. 2004). Ahora bien, el mecanismo molecular por el que actian
las diferentes hormonas no se conoce, ni tampoco se sabe si su actuacion es
coordinada o independiente.

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten proponer un modelo de
accién de las hormonas en el proceso de fructificacion. La Figura 35 resume
este modelo, segin el cual la polinizacion y fertilizacion desencadenan
un aumento de la concentracion de auxinas en los ovulos. Esto a su vez
causaria la induccion de la sintesis de giberelinas, desencadenando eventos
de senalizacion por esta hormona. Esta cascada de accion de auxinas y
giberelinas conduce finalmente al desarrollo del fruto. Hay diversos datos
experimentales, tanto en esta tesis como en trabajos anteriores, que apoyan
el modelo propuesto en este trabajo.

La fertilizacion de los 6vulos induce acumulaciéon de auxinas.

La polinizacion induce un aumento de la concentracion de auxinas en los
ovulos, como demuestra la induccion de la expresion de GFP, dirigida por
el promotor DR5, en los ovulos después de la polinizacion (Figura [6).
Ademas, el bloqueo del transporte polar de auxinas mediante tratamiento
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Figura 35. Esquema de la accion de auxinas y GAs en el desarrollo del fruto en Arabidopsis thaliana.

con NPA es capaz de inducir fructificacion, al parecer mimetizando este
mecanismo hormonal inicial (Figura 16). Este evento temprano en la cascada
de senalizacion hormonal que conduce al desarrollo del fruto parece ser
especifico del 6vulo, puesto que en el pericarpo no se aprecia aumento en la
concentracion de auxinas, ni a raiz de la polinizacion, ni después de tratar con
NPA (Figura 17).Por otra parte, al inducir fructificacion mediante tratamiento
exogeno con auxinas (2,4-D) se observa una activacion del promotor DRS5,
evidenciada por el aumento de sehal de GFP, en la misma region de los
ovulos que tras la polinizacion o el tratamiento con NPA (Figura 16). La
expresion de DR5:GFP también se induce en el pericarpo tras el tratamiento
con 2,4-D (Figura 17): este efecto ectépico se debe probablemente a que el
tratamiento es en todo el tejido, de modo que la presencia del propio 2,4-D
en el pericarpo es capaz de activar el promotor DR5. Miiller y colaboradores
(2002) determinaron por cromatografia multiplex de gases acoplada con
espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS) que los niveles de IAA en
las flores de Arabidopsis aumentan considerablemente un dia después de la
fertilizacion, para mantenerse elevados hasta, como minimo, el principio de la
maduracion del embrion. Por otra parte, el laboratorio de Cornelia Ullrich
(Aloni et al.2005) también describio la induccién de la expresion de DR5:GUS
en ovulos fertilizados de Arabidopsis en los momentos iniciales del desarrollo
del fruto. Es decir, parece claro que un evento temprano que se desencadena
a raiz de la polinizacion y fertilizacion es el aumento de concentracion de
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auxinas en los 6vulos fertilizados. Este aumento podria deberse a una sintesis
de novo de auxinas, o a la acumulacién de éstas en el lugar de su sintesis, al
bloquearse de alguna manera el transporte tras el tratamiento con NPA.

A favor de la hipotesis del bloqueo estan los resultados observados en los
tratamientos con morfactina o NPA (Robinson 1971, Beyer y Quebedeaux
974, este trabajo): estos agentes bloqueantes del transporte de auxinas
son capaces de inducir desarrollo del fruto en pepino y Arabidopsis,
aparentemente a través de la acumulacién de auxinas en los évulos. En
estos casos, presumiblemente no se desencadena nueva sintesis, sino que la
salida del IAA sintetizado en los 6vulos queda bloqueada. Por otra parte, la
induccion mediante transgénesis de sintesis de auxinas en ovulos y placenta de
berenjena (Rotino et al.1997) y tomate (Ficcadenti et al. 1999), o la expresion
en el ovario de tomate de un gen que confiere hipersensibilidad a auxinas
(Carmi et al. 2003) son capaces de desencadenar el desarrollo de los frutos
en esas especies. Estos resultados indican que tanto el bloqueo de la salida de
las auxinas de los 6vulos como la induccion de sintesis de nuevas auxinas en
estos tejidos son capaces de disparar la fructificacion. ;Cual es el mecanismo
que actta realmente en la fructificacion inducida a raiz de la polinizacién? El
muy bajo nivel de auxinas presente en los tallos de las inflorescencias sugiere
que las auxinas deben de sintetizarse in situ en las flores y/o los frutos, y no
ser importadas (Miiller et al. 2002). Ademas, una de las nitrilasas de la ruta
de biosintesis del IAA, NIT2, se expresa especificamente en las semillas al
principio del desarrollo del fruto (Vorwerk et al.2001), y el sustrato que esta
nitrilasa utiliza para producir IAA, el glucosinolato glucobrasicina, se acumula
a niveles altos en los frutos en desarrollo (Petersen et al. 2002). Por tanto, si
hay sintesis de auxinas en los dvulos. Los datos disponibles actualmente, sin
embargo, no permiten determinar si la polinizacién causa sélo un aumento de
esa sintesis o también la acumulacion en los 6vulos del IAA u otras auxinas
ya sintetizadas.

La presencia de auxinas induce biosintesis de giberelinas.

La actuacién de las giberelinas aguas abajo de las auxinas en el proceso de
fructificacion se puede inferir a partir de distintos datos experimentales.
Por una parte, el tratamiento con GA, no induce aumento de la sefal de
GFP dirigida por DR5 (Figuras 16 y 17), lo que indica que las GAs acttan o
por debajo de las auxinas, o en una ruta independiente, paralela. En cambio,
las auxinas si tienen un efecto sobre la biosintesis de GAs: al inducir la
fructificacion mediante tratamiento con NPA o 2,4-D, la expresion de
los genes de biosintesis de GAs aumenta, mientras que la mayoria de los



genes de catabolismo de GAs disminuye sus niveles de expresion (Figuras
20 y 21). Esta regulacién transcripcional de genes del metabolismo de
GAs por auxinas podria ser directa, y no una consecuencia del proceso de
fructificacion inducido por estos tratamientos, ya que previamente se ha
descrito que las auxinas inducen la biosintesis de GAs en distintas especies
y tejidos. En guisante, la eliminacion de la fuente de auxinas por decapitacion
provoca una disminucion de los niveles tanto de GAs activas como de mRNA
de PsGA3ox| en tallo, y un aumento de la expresién de PsGA2ox|. Estos
fenotipos revierten al aplicar IAA a la zona decapitada (Ross et al. 2000). La
decapitacion de plantas de tabaco también disminuye los niveles de IAA y
GAs en los internodos inmediatamente inferiores a la zona decapitada, y al
aplicar auxinas los niveles se recuperan (Wolbang y Ross 2001). En guisante,
la aplicacion de acido 4-cloroindol-3-acético (4-CI-IAA) a pericarpos sin
semillas induce tanto la biosintesis de GAs activas (van Huizen et al. 1995)
como la expresion de PsGA20o0x (van Huizen et al. 1997) y PsGA3ox| (Ozga
et al. 1999). Las auxinas también inducen la expresion de genes de biosintesis
de GAs en plantulas de Arabidopsis, aunque en esta especie el tratamiento
con NAA también provoca el aumento de los niveles de mRNA de algunas
2-oxidasas, implicadas en la inactivacion de las GAs, si bien la expresion de las
GA200x y GA2o0x se localiza en sitios diferentes (Frigerio et al.2006). Los genes
diana de la regulacion por auxinas varian de unas especies a otras, y de unos
tejidos a otros: en plantulas de Arabidopsis, la induccion de la biosintesis de
GAs parece actuar fundamentalmente a través de las 20-oxidasas, mientras
que en fructificaciéon el papel predominante parece corresponder a AtGA3ox [
(Figura 22), de manera similar a lo que se ha descrito en guisante. Por otra
parte, el aumento de los niveles de expresion de AtGA3ox! y la disminucidn
de la expresion de AtGA20x2 a raiz de la polinizacion (Figura 23) muestran
que la regulacion no es exclusiva de los tratamientos con auxinas o NPA, sino
que tiene una importancia fisiologica. Sin embargo, con los datos disponibles
no es posible determinar si la regulacion se debe al proceso de fructificacion
per se, o al aumento de la concentracion de auxinas desencadenado por este
proceso.

Eventos de sefalizacion por GAs tienen lugar aguas abajo de la
acumulacién de auxinas.

La induccion por auxinas de la expresion de los genes de biosintesis de GAs
sugiere que hay un aumento de los niveles de giberelinas activas. Aunque en
Arabidopsis no se han realizado determinaciones del nivel de GAs, los datos
en guisante y tabaco corroboran esta hipotesis (van Huizen et al. 1995, van
Huizen et al. 1997, Ozga et al. 1999, Ross et al. 2000). La senalizacion por GAs
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también esta regulada por auxinas:la capacidad de respuestaa 2,4-D y NPA esta
alterada en diversos mutantes en la ruta de senalizacién por GAs. El mutante
spy-5, que presenta un fenotipo similar al que produciria una sobredosis de
GAs, es hipersensible a todos los tratamientos que inducen fructificacion
(Figura 24), lo que sugiere que GAs y auxinas interaccionan coordinadamente
en el proceso de desarrollo del fruto.La reduccion de la sensibilidad a todos
los tratamientos en gai-/ (Figura 25), junto con el aumento de la capacidad
de respuesta a auxinas en gai-t6 (Figura 26) si parecen indicar claramente que
GAl desempena un papel en la fructificacion, y que la senalizacion por auxinas
en este proceso tiene lugar, al menos en parte, a través de esta proteina. Los
resultados obtenidos con otros mutantes son menos claros, probablemente
debido a fenomenos de redundancia génica.

Un analisis mas detallado de la sefalizacién a través de RGA muestra que
los tratamientos tanto con NPA como con 2,4-D (ademas de GA,) inducen
la degradacién de la proteina de fusion GFP-RGA (Figuras 31 y 32). Estos
resultados apoyan la hipotesis de que los eventos de senalizacion por GAs
tienen lugar aguas abajo de las auxinas. Ademas, la fertilizacion de los 6vulos,
que desencadena tempranamente un aumento de la concentracion de
auxinas, también induce la degradacion de GFP-RGA (Figuras 31 y 32). En
raices de Arabidopsis se ha observado (Fu y Harberd 2003) que las auxinas
inducen la degradacion de RGA. En este trabajo se mostraba que el bloqueo
del transporte polar de auxinas mediante tratamiento con NPA dificulta la
degradacion de GFP-RGA inducida por GAs, mientras que en el desarrollo
del fruto el tratamiento con NPA induce la desaparicion de GFP-RGA
(Figuras 31 y 32): una posible explicacion para esta aparente discordancia es
el efecto diferente del NPA en estos dos tejidos. Las raices son un 6rgano
sumidero, donde no hay sintesis de auxinas, de modo que al tratar con NPA
se bloquea la importacion de auxinas desde el tallo; el pistilo, en cambio, es
un organo fuente, en el que se sintetizan auxinas (Muller et al. 2002), que
probablemente quedan retenidas al tratar con NPA. El consiguiente aumento
de concentracién de auxinas probablemente provoca la degradacion de GFP-
RGA. No se ha demostrado un efecto directo de auxinas sobre la estabilidad
de las proteinas DELLA: lo que se ha descrito es el requerimiento de auxinas
para la correcta induccion por GAs de la degradacion de GFP-RGA. Asi, en
el proceso de fructificacién se podria estar observando un efecto regulador
directo de las auxinas sobre la estabilidad de RGA aln no descrito en otros
tejidos, o bien que a partir de la induccion de fructificacion mediante auxinas
se produzca sintesis de GAs activas,y esas GAs sean las que estén induciendo
la degradacion de GFP-RGA



Universalidad del modelo de accion hormonal durante el desarrollo
del fruto.

El laboratorio de Anna Koltunow (Vivian-Smith y Koltunow 1999, Vivian-
Smith et al. 2001) ha estudiado la regulacion hormonal de la fructificacion
en Arabidopsis, y ha propuesto un modelo de actuacion de las hormonas,
segun el cual las auxinas serian una de las senales iniciales desencadenadas
por la polinizacién y fertilizacion, y estimularian el desarrollo vascular y la
expansion celular en el mesocarpo. Estos eventos posiblemente estarian
modulados por la proteina FRUIT WITHOUT FERTILIZATION (FWF),
identificada posteriormente como el factor de transcripcion de respuesta
a auxinas ARF8, un regulador negativo del desarrollo del fruto, cuyos niveles
disminuyen drasticamente a raiz de la fertilizacion (Goetz et al. 2006). Las
auxinas actuarian de manera independiente y temporalmente anterior a la
sintesis y percepcion de GAs. Sin embargo, esta secuencia de accién era solo
una propuesta, sin apoyo experimental (Vivian-Smith et al. 2001). Su modelo
se centraba mas en el papel de auxinas y GAs en division y diferenciacion
celular durante el desarrollo del fruto,y proponia que las GAs podrian actuar
de manera auxiliar a la senal primaria de tipo auxina de diferenciacion de la
silicua, para regular la division celular asimétrica necesaria para el crecimiento
y desarrollo del fruto (Vivian-Smith et al. 2001). Las GAs, segun estos autores,
son necesarias, aunque no suficientes, para este proceso: es necesario un nivel
umbral de GAs para que pueda haber desarrollo del fruto, partenocarpico o
no,aunque las GAs no son el Unico factor implicado. Si los niveles de GAs son
bajos, una senal similar a auxinas puede tomar el relevo, y se consiguen frutos
con una estructura tisular diferente de los frutos polinizados o inducidos
por tratamiento con GA, (Vivian-Smith y Koltunow, 1999). El modelo que
proponen estos autores se muestra en la Figura 36.

Las especies en la que el desarrollo del fruto ha sido estudiado con mayor
profundidad son probablemente el tomate y el guisante. En estas especies se
han postulado modelos diversos para explicar como las hormonas intervienen
en el desarrollo del fruto.

En tomate se han propuesto al menos dos modelos diferentes para
explicar la regulacién hormonal del desarrollo temprano del fruto. Gillaspy
y colaboradores (1993) proponian que GAs presentes en el polen serian
importantes para el aumento de la produccion de auxinas observado en
el ovario a partir de la polinizacion/fertilizacién. Para esta propuesta se
basaban en ) la capacidad de las GAs para inducir la germinacién del polen
y el crecimiento del tubo polinico, ademas de inducir partenocarpia, 2) el
aumento en la concentracion de auxinas observado en ovarios de tomate
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Figura 36. Esquema de la regulacion hormonal del desarrollo del fruto, la division y la diferenciacion celular
en la silicua, en Arabidopsis thaliana, segin Anna M. Koltunow y colaboradores. Adaptado de Vivian-Smith
et al.2001.

no polinizados tratados con GAs (Sastry y Muir 1963), y 3) las oleadas de
aumento de concentracion de auxinas, desde la zona apical del ovario hacia
la zona basal, detectadas unas horas después de la polinizacion. Los picos de
concentracion de auxinas y GAs observados serian consistentes con este
modelo: un pico inicial de GAs entre la antesis de la flor y la fertilizacion,
que decae a partir de la fructificacion, momento en que comienza la fase
dominada por la division celular. Simultineamente comienza a aumentar
la concentracion de auxinas, que llega a su pico al inicio de la fase de
expansion celular, y comienza a declinar de manera concomitante con un
nuevo aumento de la concentracién de GAs. El segundo pico de GAs cubre
aproximadamente toda la fase de expansion celular, y decae antes de llegar a la
fase de maduracion del fruto. En esta fase se observa un nuevo aumento en la
concentracion de auxinas, sintetizadas en las semillas en desarrollo (este pico
no aparece en los frutos partenocarpicos). La Figura 37 muestra estos perfiles
de concentracion de GAs y auxinas. Las auxinas, asi, estan fundamentalmente
asociadas a la expansion celular, mientras que las GAs son necesarias para
estimular la division celular y mantener la expansion celular. Los perfiles de
concentracion de auxinas y GAs son consistentes con un modelo en que la
sintesis y acumulacion de GAs estimulada por auxinas son necesarias para la
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Figura 37. Esquema de los picos de concentracion de hormonas a lo largo de las distintas fases del desar-
rollo del fruto de tomate.Adaptado de Gillaspy et al. 1993.

subsiguiente expansion y/o actividad sumidero de las células del fruto. Ahora
bien, estos autores dejaban la puerta abierta a que la accion de GAs y auxinas
en el desarrollo del fruto pudiera ser secuencial o coordinada.

En cambio, Wang y colaboradores (2005) ignoraron el pico inicial de GAs,
y sugirieron un modelo mas similar al que se propone en esta tesis para
el desarrollo temprano del fruto en Arabidopsis. La proteina de respuesta
a auxinas IAA9 actuaria como freno al desarrollo del ovario previo a la
polinizacion, probablemente mediante la regulacion negativa de vias de
senalizacion de auxinas. La disminucion de la expresién de IAA9 (por RNA
antisentido) permitiria la expresién de genes regulados por auxinas, lo cual
mimetizaria una posible explosion de auxinas que tendria lugar durante la
polinizacion. La capacidad de las auxinas de promover la biosintesis de GAs
(Ross et al. 2000, Wolbang y Ross 2001) y de modular las respuestas a GAs
(Fu y Harberd 2003) llevé a este grupo a proponer que el desarrollo precoz
y partenocarpico de los frutos de las lineas antisentido para IAA9 pudiera
estar mediado por respuestas a GAs. Otros autores (Balbi y Lomax 2003)
han propuesto ademas que no sélo la capacidad de respuesta a auxinas,
sino también la biosintesis de etileno, desempenan roles importantes en el
desarrollo temprano del fruto en tomate, basindose en la expresion alterada
de genes de respuesta a auxinas y de biosintesis de etileno en las fases
tempranas del desarrollo del fruto en el mutante diageotropica (dgt), cuyos
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frutos presentan fenotipos drasticos, aunque los patrones de produccion de
etileno no presentan diferencias respecto al silvestre.

En guisante, el laboratorio de Dennis Reinecke ha propuesto también un
modelo de accion hormonal en el desarrollo del fruto, segiin el cual la
polinizacion estimula la sintesis de la giberelina activa GA, a través de un
aumento en los niveles de mRNA de PsGA3ox, tanto en las semillas como
en el pericarpo, lo que resulta en la fructificacion y el crecimiento inicial
de ambos tejidos. A continuacion, las semillas sostienen el crecimiento del
pericarpo al menos en parte mediante el transporte de auxina (4-Cl-IAA) al
pericarpo, donde ésta estimula la expresion de tanto GA20ox como GA3ox,
para mantener un nivel critico de GA| necesario para el crecimiento del
pericarpo. Esta GA bioactiva también puede regular su propia sintesis en
el pericarpo por retroalimentacién negativa, reduciendo los niveles de
mensajero de GA20ox y GA3ox.Ademas, el 4-CI-IAA afecta el crecimiento del
fruto directamente a través de respuestas mediadas por auxinas. Por lo tanto,
la interaccion de auxinas y GAs, actuando de manera concertada, es necesaria
para la coordinacion del desarrollo del fruto y las semillas.

Tanto en tomate como en guisante, por lo tanto, se propone una actuacion
inicial de las GAs, posiblemente procedentes del polen, que en este trabajo no
se ha detectado. En diversas especies en las que se comprob¢ la capacidad de
extractos de polen de inducir desarrollo partenocarpico (Gustafson 1937),
se proponia que la presencia de auxinas seria responsable de ese efecto. En
Nicotiana tabacum, Antirrhinum majus, Cyclamen persicum y Datura suaveolens
(Muir 1947) y Arabidopsis (Aloni et al. 2005) también se ha comprobado
la presencia de auxinas en el polen. Se ha descrito que el polen de tomate
es una fuente de GAs (Gustafson 1960), y, aunque en Arabidopsis no se
ha comprobado la presencia de GAs en polen, si se ha demostrado que
las GAs son necesarias para el crecimiento tubo polinico (Singh 2002). Es
posible que la ruta de senalizacion hormonal sea realmente mas compleja
que la que se propone en esta tesis, y que tengan lugar una sintesis inicial
de GAs en el polen, o eventos muy tempranos de senalizacion por GAs
durante la polinizacién, pero que no desencadenen sintesis o acumulacion de
auxinas detectables mediante DR5:GFP. Esta posibilidad también explicaria la
induccion de genes de respuesta a auxinas al inducir partenocarpia mediante
tratamiento con GA, (Figura 34). La acumulacion de auxinas posterior si
parece claramente que desencadena eventos de biosintesis y senalizacion por
GA:s. Otra posibilidad es que las GAs desempenen un papel importante en los
momentos tempranos de la fructificacion en tomate, pero no en Arabidopsis,
y que en esta especie su capacidad de inducir partenocarpia se deba a su
actuacion mas aguas abajo en la ruta.



Perspectivas de futuro: la funcion del évulo en la fructificacion

En los ovulos en Arabidopsis se produce acumulacion de auxinas, que no
tiene lugar en el pericarpo (Figuras 16 y 17), se induce la expresion de
genes de biosintesis de GAs (Figura 22), y se desencadena senalizacién por
GAs (Figura 31). Ahora bien, los resultados presentados en esta tesis no
demuestran inequivocamente que en los 6vulos se sinteticen GAs a raiz de
la polinizacion, ni cual puede ser la sustancia que actie como senal desde el
ovulo hacia el pericarpo. Los patrones de expresion de los distintos genes
de biosintesis y catabolismo de GAs podrian aclarar la importancia relativa
de 6vulos y pericarpo en este proceso. Mas revelador aun seria restringir la
sintesis de GAs a cada uno de estos tejidos, y comprobar en qué caso esa
sintesis restringida es suficiente para desencadenar el desarrollo del fruto.
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Los resultados obtenidos en esta tesis permiten proponer un modelo de
acciéon de auxinas y giberelinas en el proceso de fructificacion, y contestar a
los objetivos que se plantearon inicialmente.

I.La auxina 2,4-D, el acido giberélico (GA,) y el inhibidor del transporte polar
de auxinas NPA son capaces de inducir el desarrollo de frutos partenocarpicos
en Arabidopsis, aunque los frutos obtenidos no llegan a alcanzar el tamano de
los frutos formados a partir de la polinizacion y fertilizacion.

2. En el proceso de fructificacion, la primera sehal hormonal que se

desencadena es un aumento de la concentracién de auxinas en los ovulos.

La mimetizacién de este efecto mediante tratamientos exdgenos con auxinas

o NPA es probablemente la causa de su capacidad de inducir partenocarpia.

A continuacién se induce la expresion de genes implicados en la biosintesis

de GAs, y por lo tanto posiblemente aumentan los niveles de GAs activas.

Finalmente, la biosintesis de GAs, al igual que los tratamientos exogenos con
GA,, desencadena eventos de sefalizacion por GAs.

3. La induccion de genes de respuesta a auxinas tras los tratamientos con
GA, sugiere que, aunque las auxinas actlan aguas arriba de las giberelinas
en la fructificacion, la ruta de senalizacion hormonal en este proceso
probablemente no es lineal, sino mas compleja.

Conclusiones
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