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1. RESUMEN

Los organismos modelo facilitan el estudio de fendmenos bioldgicos y la
obtencion de resultados y conclusiones extrapolables a otras especies. El
principal organismo modelo en las plantas es Arabidopsis thaliana

(Arabidopsis).

La actividad HUA-PEP de Arabidopsis impide la terminacion y poliadenilacion
prematuras en intrones grandes, un fenémeno similar al descrito en animales
con el nombre de telescripting, del que es responsable la snRNP U1, conocida
previamente por su funcién en el reconocimiento del sitio 5’ de splicing. En un
intento de comprobar si la snRNP U1l también estd implicada en el fenédmeno
observado en las plantas, se plantea inicialmente la caracterizacion genética
del gen U1-70K de Arabidopsis, que codifica la proteina de 70 kDa, esencial

para la funcion de la shnRNP U1.

Se ha analizado una linea de Arabidopsis con una posible insercién de T-DNA
en el gen, determindndose que esta linea contiene una Unica insercion
localizada en el sexto intron, muy probablemente inactivando completamente la
funcién. La mutacién tiene un comportamiento letal y presenta baja transmision
a través del gametofito femenino, indicativo de que la ausencia de la proteina

muy probablemente también resulta letal durante la fase haploide.

El alelo mutante se comporta completamente como recesivo, no observandose
ningun fenotipo mutante en el heterocigoto, ni siquiera sutiles fenotipos
alterados en el tiempo de floracién, como si ocurre en los mutantes simples
para la actividad HUA-PEP. También se determind la expresion relativa del
gen, observandose que el heterocigoto tiene niveles de expresion comparables
a los del homocigoto silvestre, lo que sugiere que el gen U1-70K esta sometido
a mecanismos de regulacion muy estrictos para que sus niveles de expresion
sean similares en las dos copias funcionales del homocigoto silvestre en

relacion con la unica copia del heterocigoto.



2. ANTECEDENTES

2.1. Arabidopsis thaliana como sistema modelo
Los organismos modelo son seres vivos ampliamente estudiados que poseen
una serie de caracteristicas que los hacen ideales para obtener conocimientos
sobre otros organismos sin necesidad de utilizar a estos Ultimos. Esto es
posible gracias a la relacion evolutiva que comparten. En el caso de las
plantas, Arabidopsis thaliana es el modelo mas utilizado por la comunidad

cientifica y el que se emplea en este trabajo de fin de grado.

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Arabidopsis) es una crucifera o brasicécea,
adoptada originalmente como sistema modelo por su sencillez para la
experimentacién genética, debido a su corto tiempo de generacion, pequefio
tamafio y una prolifica produccién de semillas mediante autopolinizacion 2.
Ademas, posee relativa simplicidad de su genoma 3* facilidad de

transformacion °

, asi como numerosos recursos tanto de estirpes y clones,
como moleculares, técnicos o bioinformaticos disponibles para la comunidad

investigadora, lo que la convierte en la especie vegetal mas estudiada 2.

2.2. Genes de actividad HUA-PEP

La actividad HUA-PEP comprende un conjunto de proteinas con dominios de
union a RNA codificadas por los genes HUA1l, HUA2, HUA ENHANCER 4
(HEN4), FLOWERING LOCUS WITH KH DOMAINS (FLK) y PEPPER (PEP).
HUAL determina un producto proteico con dedo de zinc nuclear de tipo CCCH
®: HUA2 una proteina con el dominio RPR (regulacién del pre-mRNA nuclear) ’,
y los genes HEN4, FLK y PEP proteinas con dominio KH (K-homologia) ®**.
Estos cinco genes participan en programas de desarrollo vitales para la
reproduccion de las plantas, como son el control del tiempo de floracion y de la
morfogénesis de las flores 3. Ademas, intervienen en la regulacién del
desarrollo y la identidad de los 6vulos **.

Los mutantes de pérdida de funcion en uno solo de los genes de la actividad
HUA-PEP son esencialmente indistinguibles de las plantas silvestres, salvo por

9-11

alteraciones sutiles en el tiempo de floracion Por el contrario, las

combinaciones mutantes hua-pep de orden superior, dobles y triples mutantes,



presentan defectos en la identidad de los 6rganos florales y los 6vulos, asi
como en la determinacién de los meristemos ®!%'*. Se ha demostrado que
estos mutantes multiples hua-pep acumulan transcritos de AGAMOUS (AG)
aberrantes y no funcionales que son poliadenilados prematuramente en el

segundo intrén, de gran tamarfio, a expensas del mRNA funcional de AG *2.

El gen AG codifica un factor de transcripcion con dominio MADS (MADS-box)
implicado en la identidad de los organos florales de los verticilos tercero
(estambres) y cuarto (carpelos). Por ello, la disminucion en la funcion de este
gen da lugar a fallos en la identidad de los 6rganos, provocando que los
estambres se conviertan hacia pétalos y los carpelos hacia sépalos. Otra de las
funciones del gen AG es lograr la determinacion del meristemo floral, es decir,
cuando se han producido los érganos en todos los verticilos, se acaba la
actividad del meristemo y dejan de producirse mas organos. Como
consecuencia, los mutantes fuertes ag poseen un meristemo indeterminado y
siguen produciendo organos florales, generando una reiteracion de verticilos
alternos de sépalos y pétalos, conocido como el fenotipo “flor dentro de flor”,
que también puede observarse en los mutantes mdultiples que presentan la

actividad HUA-PEP seriamente afectada (Figura 1) *>°.

hual hua2 hen4 hual ag
35S::PEP 35S::PEP

Figura 1.- Morfogénesis floral alterada en los mutantes multiples hua-pep. A-D) Flores
hual hua2 35S:PEP. E) Flor hen4 hual 35S::PEP. F) Flor ag. Todas las flores muestran
estambres transformados hacia pétalos, pistilos convertidos total o parcialmente en sépalos y el

fenotipo de flor dentro de flor 12,



Por otro lado, AG participa en la identidad de oOvulo junto a otros tres genes,
paralogos muy cercanos a éste y que, por tanto, también codifican factores de
transcripcion con MADS-box, los genes SHATTERPROOF1 (SHP1), SHP2 y
SEEDSTICK (STK), que forman un grupo monofilético con AG *° y, en ausencia
de éste, proporcionan identidad carpelar en ciertos contextos genéticos "8,
Los tres genes, al igual que AG, tienen un intron grande susceptible a la
terminacion prematura por corte y poliadenilacién aberrante. La actividad HUA-
PEP tendria como funcién la proteccion de sitios cripticos de terminacion de la
transcripcion para evitar el corte y la poliadenilacion aberrantes en los intrones

grandes de estos genes (Figura 2) ***,

FLOWERING LOCUS C (FLC) también es un gen con MADS-box relacionado
estructuralmente con AG. Su producto proteico es un potente supresor de la
floracidn y su sobreexpresion esta asociada con un retraso en la floracién
mediante la represion de la expresion de los activadores florales. Este gen
también posee un intrén de gran tamafio y esta regulado por la actividad HUA-
PEP 13,19.
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2.3. Eliminacion de intrones (splicing)
La mayoria de los genes eucaridticos estan interrumpidos, presentando
secuencias llamadas exones que estan separadas unas de otras por
secuencias denominadas intrones. Cada uno de estos genes se transcribe para
dar un transcrito primario, o pre-mRNA, que contiene intrones y exones. Los
intrones se eliminan del pre-mRNA mediante el mecanismo de eliminacion de
intrones (splicing) para generar un mMRNA maduro en el que se conservan

Unicamente los exones.

La separacion entre los intrones y los exones viene determinada por
secuencias especificas de nucleétidos en el pre-mRNA, que delimitan donde se
producira el splicing. Los limites exdn-intrén en los extremos 5’ y 3’ del intréon
estan marcados por los sitios de empalme 5 y 3’, respectivamente. Para la
eliminacion del intrén se necesita también un elemento de secuencia adicional,

llamado sitio de ramificacion, cerca de su extremo 3.

El corte y empalme caracteristico del splicing consiste en dos reacciones de
transesterificacion sucesivas en las que se rompen enlaces fosfodiéster en el
pre-mRNA y se forman otros nuevos. Como consecuencia, se fusionan los
extremos 3’ y 5’ de dos exones consecutivos y el intron situado entre ambos se
libera en wuna estructura con forma de lazo. Las reacciones de
transesterificacion estdn mediadas por el espliceosoma, un complejo molecular
de gran tamafio en el que participan 5 ribonucleoproteinas (RNP) que toman su
nombre de los RNA nucleares pequefios (SnRNA) que contiene cada una de
ellas. Asi, el espliceosoma mas abundante presenta las snRNP U1, U2, U4, U5
y U6, ademas de otras proteinas colaboradoras, con la actividad catalitica
residiendo principalmente en el componente de RNA.

La snRNP U1 reconoce el sitio de empalme 5 en el pre-mRNA mediante
interaccidbn por emparejamiento entre secuencias complementarias de
nucledtidos, mientras que la snRNP U2 reconoce el sitio de ramificacion. A
continuacion, se unen las snRNP U4 y U6, junto con la U5. Tras la salida del
complejo de las snRNP Ul y U4, las snRNP U2 y U6 interaccionan mediante

emparejamiento entre secuencias complementarias de los dos snRNA, dando



lugar a la formacion del centro activo. Una vez formado éste, se produce la
primera reaccion de transesterificacion entre el sitio de ramificacion y el sitio de
empalme 5. A la segunda reaccion, entre los sitios de empalme 5 y 3,
contribuye la snRNP U5 que favorece el acercamiento de los dos exones
(Figura 3) %,

3’SS 5’SS 3’SS 5’SS
— SRR U — /A — - AG [z —
¥

3
@ Complex B \\&
(SFL
/ § Complex B*

Complex A U2AF -

@ QHELE
\@ g

Complex E or 6

commitment complex U2AF
o> (=

ernant
Figura 3.- Ensamblaje del espliceosoma y splicing del pre-mRNA. En el primer paso, la
snRNP U1 se une al sitio de empalme 5’, el factor de splicing 1 (SF1) al sitio de ramificacion y
el factor U2AF al sitio de empalme 3’, formando el complejo E. La salida de SF1 y la unién de la
snRNP U2 al sitio de ramificacién da como resultado el complejo pre-espliceosoma A. En los
siguientes pasos, se unen las snRNP U4, U5 y U6, dando lugar al complejo B. El complejo C se
ensambla después de reordenamientos que separan las snRNP Ul y U4. Este complejo, que
contiene Unicamente las snRNP U2, U5 y U6, es responsable de las reacciones de

transesterificacion. Se producen reordenamientos adicionales en la escisién del intron y la

ligacion de los exones. Las snRNPs U2, U5 y U6 se liberan del complejo y se reciclan.

2.4. Telescripting
Los mecanismos de splicing y de corte y poliadenilacion en el 3’, junto a la
formacion de la caperuza 5’, son procesos de maduracion necesarios para la
formacion de los mMRNA a partir de sus precursores inmaduros. Aunque estos

mecanismos se han estudiado como vias bioguimicas independientes, en
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realidad, tienen lugar cotranscripcionalmente, es decir, al mismo tiempo que la
transcripcion, y en estrecha proximidad tanto espacial como temporal, de

manera que actuan de forma coordinada en la produccion de los transcritos.

Se ha observado que el snRNA U1, que participa en el reconocimiento del sitio
de empalme 5’ durante la eliminacion del intron, esta presente en las células en
cantidades mayores a las necesarias tnicamente para el splicing %'y, ademas,
la snRNP U1 es la Unica particula ribonucleica de splicing que aparece también

22

asociada a genes sin intrones Estas observaciones apuntan hacia la

existencia de funciones de la snRNP U1 no asociadas a splicing.

Durante la presente década, se ha descubierto que el snRNA U1l regula la
longitud de los transcritos mediante la inhibicibn de corte y poliadenilacion
prematuros a partir de sefiales de poliadenilacion cripticas localizadas
preferentemente en intrones de gran tamafo. El proceso, que ha recibido el
nombre de telescripting tras su estudio en varios organismos animales, incluida
nuestra especie, implica la union del snRNA U1 al sitio de empalme 5’ para la
proteccion de los transcritos al corte y poliadenilacibn en sitios de
poliadenilacion internos (Figura 4) >%°. Esta funcién independiente de splicing
de la snRNP Ul, descrita en organismos animales, plantea una atractiva
conexion con el mecanismo de la actividad HUA-PEP en la inhibicion del corte
y poliadenilacién prematuros en grandes intrones de varios genes de
Arabidopsis 24 (2.2).

11
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Figura 4.- Modelo de la terminacién prematura por escisién y poliadenilacion (PCPA)
cotranscripcional y su supresiéon por Ul. Los factores de escision y poliadenilacion (CPSF)
se asocian con el ciclo de elongacion de la transcripcion de la RNA polimerasa Il (RNA Pol 11) y,
por lo tanto, estan preparados para la escision del extremo 3'y la poliadenilacion, pero también
pueden causar una terminacion prematura en sefiales de poliadenilacion (PAS) cripticas
presentes en los pre-mRNA. Ul es incorporado en las transcripciones nacientes mediante
multiples interacciones, incluido el emparejamiento de bases de su extremo 5' con secuencias
de pre-mRNA complementarias (sitios de empalme 5’ al inicio del intrén y sitios cripticos de
empalme 5’ en el interior del intrén) y puede suprimir PCPA mediante la inhibicion de los CPSF
asociados a la RNA pol Il. La escasez de Ul aumenta la probabilidad de que las PAS distales

queden desprotegidas.
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3. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El fendmeno de telescripting, descrito en los metazoos, y la proteccion frente a
corte y poliadenilacibn prematuros que realiza la actividad HUA-PEP en
Arabidopsis presentan similitudes evidentes. Es razonable, por tanto, que dada
la conservacion de los mecanismos moleculares basicos, como el splicing, en
los eucariotas, ambos procesos pudieran estar interviniendo tanto en los
animales como en las plantas para evitar la formaciéon de mRNA aberrantes por
corte y poliadenilacion prematuros. Para estudiar esta posibilidad en
Arabidopsis, nos planteamos el aislamiento de mutaciones de pérdida de
funcibn en genes que codifican proteinas esenciales de la snRNP Ul,
implicada en el telescripting animal, para que, con posterioridad, se pueda
realizar un analisis genético de las posibles interacciones entre estos alelos

mutantes y los ya disponibles en los genes de la actividad HUA-PEP.

La snRNP Ul, implicada en el reconocimiento del sitio de empalme 5 en
splicing y telescripting, contiene el snRNA Ul, cuya secuencia es
complementaria a la de dicho sitio de splicing 5, asi como proteinas
compartidas con otras snRNP y tres proteinas especificas. Entre estas Ultimas,
la U1l-70kDa es fundamental para el splicing, ya que su interaccion in vitro con
otras proteinas desempefia una funcién esencial en el reconocimiento y unién
de la snRNP U1 al sitio de empalme 5’ ?’. Consistente con la idea de que la
proteina Ul-70kDa desempefia un papel crucial en el splicing, mutaciones
nulas en el gen de Drosophila melanogaster resultan en letalidad embrionaria

cuando estan en homocigosis 28

, experimentos de interferencia de RNA
encaminados a la drastica reduccién de los niveles de la proteina demuestran
que U1-70kDa es imprescindible para la viabilidad en Caenorhabditis elegans
2 y la expresién de una construccién antisentido en Arabidopsis con un
promotor especifico de pétalos y estambres suprime el correcto desarrollo de

estos 6rganos .

Un mutdgeno muy utilizado en Arabidopsis es el T-DNA, un segmento del
plasmido Ti de la bacteria Agrobacterium tumefaciens, que se transfiere a la

planta produciendo mutaciones por insercion. El grupo de investigacion del

13



area de Genética en el campus de Sant Joan d’Alacant dispone de una linea de
Arabidopsis, la GK-213B07, obtenida de la coleccion de inserciones de T-DNA
del GABI-Kat (Universidad de Bielefeld, Alemania), que aparentemente
contiene la insercion de un T-DNA modificado, que confiere resistencia al
antibidtico sulfadiazina, interrumpiendo el gen que codifica la proteina Ul-
70kDa de Arabidopsis **.

Se plantea como obijetivo principal la caracterizacion de la linea GK-213B07, lo

que incluye:

e La elaboracion de un genotipado molecular para la identificacion de la
insercion en el gen.

e La determinacion del numero de inserciones de T-DNA de la linea y, en
su caso, la eliminacién de las inserciones no relacionadas con el gen.

e La caracterizacion genética del alelo mutante por insercion.

e El aislamiento de plantas homocigotas para la insercion, en el caso de
gue sean viables, y el estudio de los posibles fenotipos mutantes. En
particular, alteraciones en el tiempo de floracion, ya que mutantes
simples de la actividad HUA-PEP presentan fenotipos mutantes sutiles

en el tiempo de floracién.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Organismos utilizados
4.1.1. Arabidopsis thaliana

41.1.1. Estirpes de Arabidopsis thaliana

Las estirpes utilizadas han sido el acceso Col-0 como control silvestre y la linea
GK-213B07, obtenida mediante insercién de T-DNA en Col-0 3.

4.1.1.2. Esterilizacion de las semillas

Las semillas se esterilizaron con una solucién de lejia convencional al 40%
(v/v) y triton X-100 al 0,1% (v/v), durante 8 minutos. A continuacion, se
realizaron 3 lavados sucesivos de 5 minutos con agua destilada estéril. Este

proceso se llevd a cabo en una cabina de flujo laminar.

4.1.1.3. Cultivos en placas de Petri

Las semillas esterilizadas se depositaron en placas de Petri con medio GM
(4.2.1) con una pipeta Pasteur. Para seleccionar lineas transgénicas portadoras
de la insercion de T-DNA se utilizaron placas que incluian el antibiotico
sulfadiazina como agente selector (4.3.1). Las placas se depositaron 1 dia a
4°C, para estratificar las semillas. Posteriormente, se trasladaron a incubadores
Sanyo MLR-351 al 60-70% de humedad, iluminacion continua (130

umol/m?sec) y 20-22°C de temperatura.

4.1.1.4. Cultivo en maceta

Tras 2 0 3 semanas de crecimiento en placa, se trasplantaron las rosetas a
macetas con sustrato (4.2.3) en alveolos de plastico (Péppelmann) dentro de
una bandeja con medio nutritvo ATM (4.2.2). Se cubrieron con film
transparente agujereado para evitar el exceso de humedad. Las bandejas se
trasladaron a una camara de cultivo a 20-22°C, 60-70% de humedad y luz

continua con intensidad de 130 umol/m?sec.

Tras varios dias, se retir0 el film transparente, y se efectuaron riegos con agua

una o dos veces por semana. Posteriormente, se colocaron bases y cilindros

15



de plastico del sistema Aracon (Arasystem, Betatech) para cultivar las plantas

de manera individualizada.
4.2. Medios de cultivo

4.2.1. Medio de germinacién de Arabidopsis (Medio GM)
Se afiadié medio Murashige y Skoog 2,15 g/L; sacarosa 1% (m/v); MES (acido
2-[N-morfolino]-etanosulfonico) 0,5 g/L. Tras ajustar a pH 5,7 con KOH 5 M, se
incorporg agar para plantas a una concentracion de 0,8% (m/v) y se autoclavo.
En la cabina de flujo laminar, se vertié el medio en placas de Petri de 140 mm
de diametro, y se almacenaron en bolsas precintadas a 4°C.

Para la realizacion de placas con agente selector, el medio fue previamente
atemperado en un bafio a 50°C y se incorpor6 el antibiético sulfadiazina a una
concentracion final de 7,5 ug/mL (4.3.1).

4.2.2. Medio minimo ATM (Arabidopsis thaliana Medium)
Este medio se uso para regar las plantas en el momento de ser trasplantadas.
Su composicion es: Ca(NO3); 2 mM; Fe-Na(EDTA) 51 mM; KH,PO,4 2,5 mM;
KNO3 5 mM; MgSO,4 2 mM; CoCl, 0,01 uyM; CuSO4 0,5 uM; H3BO3; 10 pM;
MnCl, 14 uM; NaCl 10 uM; NaMoO, 0,2 uM; ZnSO4 1 uM *2.

Las soluciones madre se prepararon diluyendo cada componente en agua

destilada, y se esterilizaron mediante filtracion. Se conservaron a 4°C.

4.2.3. Sustrato para el cultivo de Arabidopsis en maceta
Se realizé una mezcla de perlita, vermiculita y turba (2:2:1) en bolsas de

plastico, y posteriormente se esterilizé en el autoclave.
4.3. Disoluciones y tampones

4.3.1. Antibiéticos
La solucion stock de sulfadiazina se prepar6 en la cabina de flujo laminar a una
concentracion de 7,5 mg/mL en agua destilada previamente autoclavada. Antes

de distribuirse en alicuotas, la solucién stock se esterilizo por filtracion a través

16



de un filtro de 0,22 pm de tamaiio de poro (Millex GP, Millipore). La sulfadiazina

se utiliz6 a una concentracion final de 7,5 ug/mL.

4.3.2. Tampon de extraccion de DNA
Tris-HCI 200 mM pH 7,5; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM pH 8 y SDS 0,5% (m/v)
diluidos en agua destilada estéril. Se conservo a temperatura ambiente (basado
en el protocolo Quick DNA Prep for PCR *3).

4.3.3. Disoluciones utilizadas en electroforesis en geles
de agarosa
Tampon TAE 50X: Tris-base [Tris(hidroximetil)Jaminometano] 2 M; acido acético
glacial 5,71% (v/v); Na,EDTA 50 mM pH 8. pH final: 7,6.

Tampon de carga 6X: glicerol 30% (v/v); azul de bromofenol 25% (m/v);

xilenecianol 0,25% (m/v).

Bromuro de etidio (10 mg/mL): se diluyé el bromuro de etidio sdlido en agua, y

se conservo en un frasco protegido de la luz.
4.4. Obtencién y manipulacion de acidos nucleicos

4.4.1. Aislamiento de DNA gendmico de Arabidopsis
Se trituré la muestra (hoja vegetativa) dentro de un tubo de eppendorf de 1,5
mL con una varilla de plastico. Posteriormente, se afiadié tampon de extraccion
(4.3.2) durante 15 minutos a 37°C. Tras centrifugar a 13000 rpm durante 5
minutos, se tomd parte del sobrenadante y se afiadio isopropanol (1:1, v/v). Se
incub6 15 minutos a -20°C para permitir la precipitacion del DNA. A
continuacion, se volvi6 a centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos. Se
sustituyé el isopropanol por etanol 70% para lavar el DNA. Por ultimo, después
de otra centrifugacion a la misma velocidad y tiempo, se eliminé el etanol y se

resuspendio en agua destilada estéril.

4.4.2. Aislamiento de RNA total de Arabidopsis
Se tomaron rosetas antes de la transicion floral, utilizando nitrogeno liquido
para congelarlas inmediatamente después de su recoleccion. Este material se

pulveriz6 mediante el uso de un mortero, tomandose 100 mg de cada muestra.
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Posteriormente se procedié a la extraccidon del RNA usando el kit GeneJET
Plant RNA Purification (Thermo Scientific), siguiendo el protocolo del fabricante.

A continuacioén, se realiz6 una digestion con DNasa | (Thermo Scientific)
durante 1 hora a 37°C para la eliminacién del DNA gendémico. Para concentrar
el RNA, se afadieron 2 volumenes de etanol al 100% y 1/10 de volumen de
LiCl 4 M y se incubd a -80°C durante varias horas. Se centrifug6é a 14000 rpm y
4°C durante 10 minutos. Tras un lavado con etanol al 70%, se dejo secar la
muestra durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar trazas de
etanol. Para terminar, se resuspendié en 25uL de agua libre de RNasas,

almacenandola a -80°C hasta su uso.

Para evitar la degradacion del RNA, se utilizd nitrégeno liquido para congelar
tanto el material vegetal como el instrumental usado. Ademas, se tratd la

superficie de trabajo con etanol para limitar la accion de las RNasas.

4.4.3. Andlisis cuantitativo y cualitativo del RNA total
aislado
Se determind el RNA obtenido con el espectrofotometro Eppendorf
BioPhotometer, que permite medir la absorbancia a 260 nm y 280 nm, asi
como la obtencién del cociente, en una dilucion de 1/50 de la muestra.

Se realizé una PCR con cebadores de DNA genomico para asegurar la
ausencia del mismo. Se visualizaron 0,5 yg de cada muestra en un gel de
agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio, para comprobar su integridad.

Para evitar la presencia de RNasas, se traté todo el material con NaOH 0,4 M.

4.4.4. Electroforesis en gel de agarosa
Se utilizé la electroforesis para comprobar el tamafio de los fragmentos

obtenidos tras una amplificacion por PCR.

Los geles se prepararon con TAE 1X (4.3.3) y agarosa de punto medio de
electroendésmosis (Ecogen) con una concentracion del 1%, dependiendo del
tamafo de las moléculas a visualizar, y con bromuro de etidio 0,5 pg/ml (4.3.3).
Para cargar las muestras se anadié 1,5 pl de tampoén de carga 6X (4.3.3) por
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cada 10 pl. La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 100 voltios.
Para visualizar el resultado, se utilizé un transiluminador (GeneDoc) con una
camara Canon 1000D acoplada que permite la captura de imagenes de los

geles con el programa Eos Utility.

4.5. Realizacion de cruzamientos

Para realizar cruzamientos entre plantas de distinto genotipo, se retiraron todos
los érganos florales, excepto el pistilo, de una flor de la planta aceptora de
polen (parental femenino), con ayuda de unas pinzas de diseccion y una lupa
binocular (Leica Zoom 2000). A continuacion, se tomo una flor en antesis de la
planta donante de polen (parental masculino), y se pusieron en contacto sus
anteras con el pistilo de la flor aceptora. Tras la maduracion del fruto resultante,
éste se recogid y se conservo a 4°C en un tubo eppendorf.

4.6. Sintesis de acidos nucleicos

4.6.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Para la amplificacion de secuencias especificas de DNA, se realizaron
reacciones de PCR. Se afiadi6 0,2 uM de cada cebador; 0,2 mM de una mezcla
equimolar de desoxirribonucleésidos trifosfato; MgCl, 1,5 mM; 1 U de Taqg DNA
polimerasa (EURX); tampén de PCR 10X (EURX) y concentracion variable de
DNA molde.

La reaccién se realizdé en un termociclador Bio-Rad T100 Thermal Cycler. Se
inicié con 2 minutos a 94°C, seguido de 35-40 ciclos de 30 segundos a 94°C
para la desnaturalizacion del DNA, previo a un paso de 30 segundos a 50-60°C
(temperatura 6ptima de hibridacion de los cebadores) (4.10), y 1 minuto a 72°C.
Por ultimo, se programé una elongacién de 7 minutos a 72°C.

4.6.2. PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)
Después de la retrotranscripcion, se midié la expresion a través del sistema
LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics) utilizando el kit de amplificacion Maxima
SYBER Green gPCR Master Mix 2X, siguiendo las indicaciones del fabricante
(Thermo Scientific).
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Los niveles de expresién se normalizaron con el gen de referencia OTC % asi
como con los niveles silvestres correspondientes. Se realizé una réplica
intraensayo. Los resultados de expresion finalmente se corrigieron con una
curva de calibrado de los cebadores (curva de eficiencia; Pfaffl 2001). Los

valores se expresaron en promedios + desviacion estandar (DE).

4.7. Genotipados de las estirpes mutantes
En la siguiente tabla se describe el genotipado molecular llevado a cabo para

identificar los alelos para el gen U1-70K presentes en las plantas.

Tabla 1.- Genotipados moleculares

Gen Cebadores Cebador Tamafio del producto de
genomicos del T-DNA PCR en pares de bases (pb)
silvestre/mutante
U1-70K SJ1-144 08409 934/500
SJ1-145

4.8. Estudio de las caracteristicas morfolégicas e histoldgicas

4.8.1. Microscopia 6ptica
Las observaciones microscopicas se realizaron con microscopio Nikon Eclipse
E800. La captura de imagenes se realizd con camara Nikon Digital Camera

DXM1200F, conectada al microscopio, mediante el programa ACT-1 2.70.

4.8.2. Microscopia electréonica de barrido (SEM)
Las muestras se fijaron en metanol durante 5 minutos a temperatura ambiente
y se conservaron en etanol a 4°C. Posteriormente, se sometieron a secado por
punto critico en el equipo EMS 850 (Electron Microscopy Science),
intercambiando el etanol por CO,, y permitiendo el secado del tejido. El tejido
se coloco sobre un portaobjetos metalico mediante una cinta de carbono
adherente por ambas caras y se recubrié con una pelicula de oro utilizando el
metalizador Sputter Coater SCD 004 (Balzers). Por ultimo, se realizaron las
observaciones con el microscopio electronico de barrido JEOL JSM-840,

conectado a un ordenador para la toma y almacenamiento de fotografias.
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4.8.3. Tincidn con solucion de Alexander
Esta solucion contiene dos colorantes que tifien la superficie del grano del
polen (verde malaquita) y el protoplasma (fucsina acida) *. Con unas pinzas de
diseccion se tomaron inflorescencias y se fijaron con la solucién de Carnoy
durante al menos 2 horas a 4°C. A continuacién se deposité la muestra sobre
un trozo de papel absorbente para luego sumergirla en una alicuota de la
tincion de Alexander e incubarla a 37°C durante 1 o 2 horas. Se tomo una flor
de estadio 12 de la muestra, y se diseccionaron los estambres depositandolos
en un portaobjetos de vidrio sobre una gota de tincion. Con ayuda de un
mechero se aplicd calor al portaobjetos desde abajo, sujetdndolo con unas
pinzas. Se dej6 enfriar y se colocé un cubreobjetos para proteger los

estambres. Las muestras fueron visualizadas con un microscopio (4.8.1).
4.9. Anaélisis estadistico

4.9.1. Analisis estadistico de los experimentos de gPCR
Se realizaron analisis para verificar si los niveles de mRNA de un gen en los
distintos fondos mutantes presentan diferencias significativas respecto a los
niveles silvestres. Se utilizé la funcion Prueba t Student del programa Excel
como analisis preliminar. Considerando una diferencia estadisticamente

significativa un valor de probabilidad menor a 0,05.

4.10. Oligonucleétidos utilizados
Los oligonucleétidos empleados en este trabajo fueron sintetizados por
Invitrogen (Life Technologies) en la escala 25 nmol, y con un grado de

purificacion moderado.

Tabla 2.- Oligonucleétidos utilizados

Nombre Secuencia 5’-3’ Finalidad
SJ1-144 GATGTTTTCGGTAAATTTGGCC Genotipado
SJ1-145 GTTGTTCCCCAACAATTTCTTC Genotipado
gPCR
08409 ATATTGACCATCATACTCATTGC Genotipado
SJ1-146 GACTGATCAGCTGACCAATAAA gPCR

21



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Genotipado molecular

5.1.1. Disefo del genotipado molecular
El proyecto del GABI-Kat dio lugar a la obtencibn de miles de lineas
independientes de Arabidopsis mutagenizadas por insercion de un T-DNA
modificado que confiere resistencia a sulfadiazina. Para cada una de las lineas,
se ha aislado y secuenciado la region gendmica adyacente al T-DNA,
creandose una base de datos que permite la busqueda de mutantes en genes
concretos 3. Se empled esta base de datos para la busqueda de una linea de
Arabidopsis que contuviera una insercion de T-DNA interrumpiendo el gen Ul-
70K (codigo AGI AT3G50670), que codifica la proteina de 70 kDa especifica
del complejo snRNP U1 del espliceosoma, identificandose la linea GK-213B07,
de la que se obtuvieron 12 tubos con semillas T2 procedentes de la planta T1

en la que se identificé originariamente la insercion.

Una linea de insercion puede tener la anotacion errénea, no encontrandose la
insercion en el gen indicado en la base de datos, o puede contener mas de una
insercion, por lo que hay que realizar un analisis genético con el objeto de
caracterizar la linea. Con este fin, se procedi6 a disefiar un genotipado
molecular para la identificacién de la insercion, que permite tanto la deteccion

de su presencia como de su ausencia.

El gen U1-70K contiene 9 exones y 8 intrones. La informaciéon de la base de
datos del GABI-Kat indica que la insercion de la linea GK-213B07 estaria
localizada en el sexto intrén del gen U1-70K, lo que facilité el disefio de tres
oligonucledtidos que se emplearon como cebadores para realizar el genotipado
molecular por PCR (Figura 5). El oligonucleétido 08409 hibrida con una region
localizada cerca de uno de los extremos del T-DNA, y los oligonucleétidos SJ1-
144 y SJ1-145 hibridan en el DNA genomico, a ambos lados de donde
hipotéticamente estd localizada la insercibn. Este genotipado permite
determinar si la insercion esta presente o no en el lugar indicado en la base de

datos, asi como discernir entre el alelo silvestre y el alelo con la insercion de T-
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DNA, ya que el primero da un fragmento de amplificacion de 934 pb (pares de
bases) y el segundo produce un fragmento de unas 500 pb (Figura 5).

ctgttcttgtcttgcagAACTACGAATCCTCAGAGAGTAAGATTAAAAGGGAGTTTGAATCTTATGGACC
AATTAAACGGgtaggttattctgagcattcccttgectggttcggtaagaatttgtgtaatggecttcecectce
tctagagctctttgctcaatttgttttattttatctacaaaagtcttccaaggttagaatttttcagtcce
cttataaatttgcatcttttctgctagaccaaaaggccattctacatttgectttgttttgcatgecttect
ttagactgtgtaaagccatcaagtctcttagacctttctcaataactgaatatatagatgcataagtgcet
tctcatataatgacacagctcctctctceccatggtgtttgtttgagatgttttcggtaaatttggectggt
atttttatttccttgtcccttcagagagcaaatacttttacaatgatatatcatatagtggttataggca
cacggtttacctaatcaattagttgttttctgaatctataatgagctcaactcatcctgctggtaagcaa
cttataaaatattatctgcccatatcccaaagccattcaaatgctttattttcaagcaaccaaqg.gga
ttatcgaaaacccttctctcecttttectatcttaacatctatatatattcagtatctgggacttgggectac
tatgaaggtgatctggttcactttttaatacatttttagttatctaagtttctataccctggtaaggggt
ggtttattagactcttcaaaaatggtaattttgctgcaatacatccatttttctgccaattcttgatgtyg
ggtggtgacattctcggatttggacacaacataaaggttgcctgeccttatagagctgcatgtttgtttga
tatgaaacacttttatcttgaatctgattttgttctcacagatttgatttgttaattgtcttcttctgaa
acttctcagGTTCATTTGGT CCCAAAGGATATGCTTTCATTGAGTACA
TGCACACCCGTGACATGAAAGgtgccctcacatctecttttectttcaaccctettttatectececctgagatyg
tttgctctttatactgatgttgcattgtgttttgctactcttcctacagCTCGCATATAAGCAAGCTGATG
GACAAAAGATTGACGGCAGAAGAGTTTTGGTTGATGTGGAGAGAGGTAGAACCGTCCCAAACTGGCGTCC
ACGCAGGCTTGGTGGTGGACTTGGGACCTCAAGAGTGGGTGGTGGTGAAGAAATTGTTGGCGCGAACAACAA
CCGCAAGGAAGAACCTCCCAGTCAGAGGAGCCATCGAGACCACGGGAAGAGCGgtaaagatattttecatt

SJ1-144 SJ1-145
— P

934 pb

Fragmento del alelo silvestre

SJ1-144 08409 SJ1-145

— - -
I I

500 pb

Fragmento del alelo con la insercién de T-DNA

Figura 5.- Esquema parcial del gen U1-70K. Las secuencias de los exones 6, 7 y 8 se
representan con letras mayusculas en color naranja, mientras que las secuencias de los
intrones 6 y 7 se representan con letras mindsculas en color azul. La insercién de T-DNA esta
localizada en el sexto intron (color verde). El oligonucle6tido 08409 hibrida con secuencias del
T-DNA. La posicion del oligonucleétido SJ1-144 se indica en amarillo, el del SJ1-145 en gris y
el del SJ1-146 en turquesa. Abajo se representa un esquema explicativo del genotipado
molecular, donde el DNA gendmico se representa en rojo y en amarillo se muestra la insercién
de T-DNA. SJ1-144 y SJ1-145 amplifican un fragmento de PCR de 934pb para el alelo
silvestre. SJ1-144 y 08409 producen un fragmento de amplificacion de 500pb en el alelo

mutante.
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5.1.1. Genotipado molecular de la linea GK-213B07
Con intencién de confirmar la presencia de la inserciéon en el gen U1-70K y
obtener plantas que la contengan, se procedio a la siembra de semillas T2 de
los 12 tubos recibidos en placas de medio nutritivo con el antibidtico
sulfadiazina, que selecciona las plantas portadoras de la insercion, empleando
como control sensible el acceso silvestre Col-0 (Tabla 3).

Tabla 3.- Recuento de plantas T2 en placas con sulfadiazina

Siembra en placa con sulfadiazina

Linea Resistentes Sensibles
1 14 10
2 17 12
3 11 9
4 13 11
5 9 13
6 13 8
7 13 14
8 22 5
9 19
10 17 10
11 10 13
12 12 9
TOTAL 170 123

Todas las plantas claramente resistentes a la sulfadiazina mostraron fenotipo
silvestre y no presentaron ninguna alteracion evidente. El genotipado molecular
de 60 de estas plantas resistentes mostr6 que todas las que se genotiparon
resultaron ser heterocigotas para la mutacion, no pudiéndose identificar plantas

homocigotas (Figura 6).
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Figura 6.- Genotipado molecular de las
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silvestre y 934 pb para el alelo mutante.

El elevado numero de plantas heterocigotas para la insercion, sin la deteccion
de ninguna planta homocigota, sugiere que la mutacion tiene efectos
deletéreos en homocigosis. Ademas, el hecho de que todas las plantas que
sobreviven en el medio con sulfadiazina presenten la insercion en el gen Ul-
70K, tras confirmacion con el genotipado molecular, es compatible con que la

linea GK-213B07 no contenga otra insercion de T-DNA no relacionada.

Entre las plantas clasificadas inicialmente como sensibles, se observaron 8 que
presentaron un desarrollo incipiente, produciendo unas pocas hojas de un
verde muy claro antes de morir, siendo reclasificadas finalmente como
resistentes. En principio, planteamos la hipotesis de que estas plantas pudieran
ser homocigotas que sobreviven so6lo en estadios tempranos, aunque no se
pueden descartar otras posibilidades, como que se trate de algun artefacto

producido por el antibiético empleado.

5.2. Estudio de la descendencia de plantas heterocigotas
El estudio de la descendencia T3 de las plantas heterocigotas obtenidas
anteriormente se realizd con el objetivo de establecer con mayor precision el
modo de herencia del alelo mutante y si los homocigotos para la insercion son
0 no viables. Ademas, se pretende determinar si las plantas resistentes que no

se desarrollan aparecen en placas que no contienen sulfadiazina, con lo que
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quedaria descartado un efecto causal del antibiético sobre el fenotipo, y
establecer el genotipo de estas plantas. Para ello, se aislaron semillas T3
procedentes de 7 plantas heterocigotas T2 y se sembraron en placas con

sulfadiazina y en placas sin el antibiético.

La segregacion esperada en las placas con sulfadiazina es 3:1 en ausencia de
letalidad (3 plantas resistentes, homocigota para el alelo mutante y
heterocigotas, por cada planta sensible, homocigota para el alelo sivestre) o 2:1
si hay letalidad para la insercién (2 plantas resistentes, heterocigotas, por cada
planta sensible, homocigota para el alelo silvestre). Sin embargo, el resultado
obtenido se acerc6 mas a una segregacion 1:1 (Tabla 4), lo que indica una
transmision del alelo mutante a través de los gametos por debajo de lo
esperado, sugiriendo que no sélo hay letalidad cigética, sino también letalidad
gametofitica. Esto no es de extrafiar, ya que dada la funcién esencial que
desempefia la proteina Ul-70kDa en la snRNP Ul, cabe esperar que la
ausencia de esta funcion inhiba el correcto splicing de muchos pre-mRNA vy la
produccion de las correspondientes proteinas, resultando en efectos adversos

sobre los procesos celulares.

Tabla 4.- Recuento de plantas T3 en placas con sulfadiazina

Siembra en placas con sulfadiazina

Linea Resistentes Resistentes Sensibles Sin
sin desarrollar germinar
1 25 0 23 4
2 19 1 30 2
3 21 2 20 7
4 21 3 26 2
5 44 0 58 1
6 115 6 95 40
7 20 3 25 3
TOTAL 265 15 277 59
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En total, para las 7 lineas de semillas T3, se han contado 280 plantas
resistentes (265 + 15) y 277 sensibles, ajustandose a la segregacion 1:1 tras la
prueba de bondad de ajuste y? con correccién de Yates para un grado de
libertad (p > 0,85).

Con el fin de obtener més informacioén sobre el efecto letal de la mutacion
insercional, se observaron frutos de las plantas heterocigotas aclarados con
metanol. Se detectaron huecos en los frutos, debidos a semillas abortadas,
demostrandose el caracter letal de la mutacidon en el gen U1-70K. Se observa
alrededor de un 50% de semillas abortadas, lo que no se puede explicar
Gnicamente por la existencia de letalidad cigotica, que tedéricamente seria del
25% de homocigotos para la inserciéon, por lo que este resultado nuevamente
sugiere que hay letalidad gametofitica, al menos en el gametofito femenino
(Figura 7).

Figura 7.- Frutos de Col-0 y del heterocigoto. En la imagen de la izquierda observamos
frutos del silvestre Col-0, mientras que en la imagen de la derecha podemos observar huecos

sin semillas en los frutos del heterocigoto.

A continuacion, se sembraron las semillas de las plantas heterocigotas en
placas carentes de sulfadiazina, observandose también plantas que no se
desarrollaron correctamente y terminaron muriendo. Esto implica que el
antibiético no es el causante de la aparicién de estas plantas y sugiere que
podrian tratarse de plantas homocigotas para el alelo mutante (Tabla 5, Figura
8).
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Tabla 5.- Recuento de plantas T3 en placas sin sulfadiazina

Siembra en placas sin sulfadiazina

Linea Vivas Sin desarrollar Sin germinar
1 214 14 32
2 182 9 22
3 160 37 7
4 137 5 14
5 130 5 14
6 370 48 44
7 299 44 18
TOTAL 1492 162 151

Figura 8.- Placas de Petri con plantas de Arabidopsis. A la izquierda, se observa una

placa de Petri con medio sin sulfadiazina. A la derecha, se muestra una ampliacion de la

placa anterior con plantas blanquecinas que no se desarrollan (flecha azul).

Se genotiparon 12 de las plantas anormales, que mueren sin completar
desarrollo, para comprobar si, en efecto, se trataba de plantas homocigotas
para la insercion. Sin embargo, todas resultaron ser heterocigotas, por lo que
podemos afirmar que ninguna planta homocigota pasa de la fase embrionaria.
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Conjuntamente, se genotiparon 9 plantas silvestres que crecieron en las

mismas placas (Figura 9).

[ EBEPVEEER Figura 9.-  Genotipado
molecular de las plantas
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anormales que no

completan desarrollo.

Calles 1 y 14, marcador
molecular. Calles 2 a la 13,
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 pantas T3 heterocigotas que
no se desarrollan. Calles 15
a la 23, plantas T3

silvestres. Calle 24, silvestre

La aparicién de estas plantas alteradas heterocigéticas parece deberse a un
hecho aleatorio, ya que entre diferentes siembras su porcentaje varia entre un
3,7% y un 19%, con la media en 9,8%. De hecho, la hipétesis més razonable
es gue la completa ausencia de la proteina Ul-70kDa es una condicion letal
celular, con lo que seria letal en las condiciones haploides tanto del gametofito
femenino como del masculino. Esto plantea la duda de como, siendo letal la
ausencia de la proteina en los gametofitos, la mutacion puede transmitirse a la

descendencia.

En un trabajo previo, se observdO que plantas transgénicas con una
construccion antisentido para el gen, expresada con un promotor especifico de
pétalos y estambres, no eliminaban completamente la formacion de estos
organos, llegando a formar rudimentos. Esto se explicaba porque las células
precursoras de los pétalos y estambres, antes de la activacion del promotor de
la construccién antisentido, acumulaban proteina U1-70kDa que posteriormente
se diluiria en las células hijas descendientes, permitiendo la formacion de
rudimentos de los 6rganos hasta que la concentracion de la proteina bajaba a

%0 De forma similar, cierto

niveles en los que se detenia el desarrollo
porcentaje de gametofitos haploides portadores del alelo mutante podrian

sobrevivir al haber recibido, de forma aleatoria, cantidades suficientes de
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proteina de las células precursoras heterocigéticas, y gracias a ello se puede
transmitir la mutacién a la descendencia. Sin embargo, algunos gametofitos
femeninos portadores de la mutacién darian lugar a las plantas anormales
heterocigotas, debido a que recibirian cantidades limitantes de la proteina Ul-
70kDa que les permitirian completar una diferenciacion andmala que
condicionaria severamente las etapas de desarrollo posteriores a la
fecundacion, y otros no habrian recibido suficiente proteina, resultando

directamente en letalidad gametofitica.

5.3. Cruzamientos del heterocigoto por Col-0. Obtencion de
plantas F;

Posteriormente, se procedid al estudio de la transmisién del alelo mutante a
través de los gametos masculino y femenino, mediante cruces entre plantas
heterocigotas y silvestres Col-0. Una transmision normal de los alelos mutante
y silvestre daria lugar a que la mitad de la descendencia fuera homocigota para
el alelo silvestre, sensible a sulfadiazina, y la otra mitad heterocigota, resistente
a sulfadiazina (segregaciéon 1:1). Cualquier desviacion sobre la segregacion
esperada, implicaria un defecto de transmision a través de uno o de los dos

gametofitos.

En primer lugar, se realizaron cruces utilizando pistilos del heterocigoto (ul-
70k/+) y polen de Col-0 (4.5). Un hecho resefiable es que el heterocigoto
funciona mal como aceptor de polen, obteniéndose pocas semillas en el cruce.
Esto sugiere defectos en el pistilo (Qque no se observan, ya que tiene una
morfologia normal) o en algunos de los 6vulos (que podria darse como
consecuencia de letalidad gametofitica). El resultado, aun cuando hubo pocas
semillas resultantes del cruce, indica que el alelo mutante se transmite peor
que el silvestre a través del gametofito femenino, ya que se obtuvo
aproximadamente el doble de descendencia silvestre, sensible a sulfadiazina,
que heterocigota, resistente al antibiotico (Tabla 6). Por tanto, deducimos que
hay letalidad parcial de la mutacion a través del gametofito femenino,
corroborando el resultado observado previamente al aclarar frutos de plantas

heterocigotas con metanol.
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Tabla 6.- Resultados primer cruzamiento

Cruzamiento 1

Linea Resistentes Sensibles Sin germinar
F1ul-70k/+ x Col-0 (+/+)1 6 10 2
F1ul-70k/+ x Col-0 (+/+)2 O 2 1
TOTAL 6 12 3

A continuacién, se realizo el cruzamiento reciproco al anterior, empleandose
Col-0 como parental femenino y el heterocigoto como parental masculino. En
este caso, se observo el mismo nimero aproximado de plantas silvestres y de
plantas heterocigotas (segregacioén 1:1), resultado que cabria esperar de no

existir letalidad a través del gametofito masculino (Tabla 7).

Tabla 7.- Resultados segundo cruzamiento

Cruzamiento 2

Linea Resistentes Sensibles Sin germinar
F1 Col-0 (+/+) x ul1-70k/+1 17 17 2
F1 Col-0 (+/+) x ul-70k/+2 13 17 2
Fi Col-0 (+/+) x ul-70k/+3 28 20 0
TOTAL 58 54 4

No obstante el resultado anterior, para confirmar si hay o no letalidad a través
del gametofito masculino, se procedié a realizar la tincion con solucion de
Alexander, que tifie diferencialmente el polen viable. Se observé la presencia
de polen no viable en las anteras del heterocigoto y no en las del silvestre
(Figura 10), lo que indica que también hay letalidad parcial a través del
gametofito masculino, aunque ésta no fue detectada en el cruce genético,
posiblemente debido a que la letalidad en este gametofito es mucho mas

reducida que en el femenino.
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Figura 10.- Polen de plantas heterocigotas y silvestres. Arriba a la izquierda, se observa la
antera de una planta heterocigota y en la imagen del centro una magnificacion de esta antera
en la que se observa polen no viable (flecha azul). La fotografia de la derecha muestra la
antera de una planta Col-0. Abajo, se muestra a la izquierda una fotografia de microscopia
electronica de barrido de polen de una planta heterocigota y una magnificacion de ésta a la
derecha en la que se observa polen no viable (flecha azul).

5.4. Estudio de la descendencia de Ilas plantas F;
heterocigotas

Con el objetivo de confirmar las segregaciones observadas anteriormente, se
sembro la descendencia de 10 plantas F; resistentes a sulfadiazina obtenidas
en el apartado 5.3. Ademas, esto nos permite descartar por completo la
existencia de otra insercion, ya que si hubiera otra insercién, la segregacion al
azar de las dos llevaria a que alguna de las plantas F; hubiera recibido
Gnicamente la insercion no relacionada con el gen U1-70K y su descendencia
daria una segregacion normal 3:1 en placas de sulfadiazina (tres plantas
resistentes por cada planta sensible). El resultado de los recuentos confirma la

segregacion 1:1 observada en la descendencia de las plantas T2, indicativa de
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letalidad gametofitica, y descarta que haya otra insercion independiente no
ligada al gen U1-70K (Tabla 8).

Tabla 8.- Recuento de la descendencia de plantas F; en placas con

sulfadiazina

Siembra en placas con sulfadiazina

Linea Resistentes Sensibles Sin germinar
1 19 33 0
2 30 24 0
3 21 31 0
4 27 24 0
5 28 24 0
6 17 35 0
7 26 25 0
8 26 24 0
9 25 27 0
10 26 43 0

TOTAL 245 272 0

5.5. Estudio de la floracién
Para estudiar posibles fenotipos mutantes, se realizé un estudio de la floracion,
ya que los unicos fenotipos mutantes observados en los mutantes simples de la

actividad HUA-PEP afectan levemente al tiempo de floracion.

Se midi6 el tiempo de floracion de plantas heterocigotas ul-70k/+ y se comparé
con el del acceso silvestre Col-0. Para ello, se sembraron plantas heterocigotas
y silvestres, y se contaron los dias que transcurrieron hasta que florecieron
(alzado del tallo o inflorescencia principal). Ademas, se contabiliz6 el nimero
de hojas vegetativas que tenian en el momento de la floracion. No se
detectaron diferencias en el tiempo de floracién ni en el nimero de hojas
vegetativas, no observandose ningun fenotipo mutante para la floracion en el

heterocigoto (Figura 12).
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Figura 12.- Tiempo de floracién y namero de hojas

5.6. Analisis de la expresion mediante gPCR
Aunque es relativamente comun que heterocigotos para un alelo nulo
presenten niveles de expresion que son aproximadamente la mitad que las dos
copias funcionales del gen que posee el silvestre, debido a que no se
encontraron diferencias fenotipicas con respecto a la floracién, se procedio a
un analisis para verificar si los niveles de mRNA del gen U1-70K en el
heterocigoto presentan diferencias significativas respecto a los niveles del

acceso silvestre Col-0.

La diferencia de expresion, menor en el heterocigoto que en el silvestre, es
estadisticamente significativa (p = 0,011695964), ya que queda por debajo del
limite de significacion comunmente escogido (*p<0,05) (Figura 13). Sin
embargo, al ser minima esta diferencia y estar basada en una Unica réplica
intraensayo, seria preciso realizar un mayor nimero de réplicas biolégicas para
confirmar este resultado, y se puede asumir, en principio, que muy
probablemente no tiene efecto bioldgico o lo tiene muy escaso, de ahi que no
se observara fenotipo mutante alguno en el heterocigoto. No obstante, no se
puede descartar, de confirmarse la leve disminucion de expresion del gen en el
heterocigoto en comparacion con el silvestre Col-0, que pudiera darse un
efecto sinérgico en combinaciones de la heterocigosis para la inserciéon en U1-

70K con mutaciones en genes de la actividad HUA-PEP.
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Figura 13.- Medidas de expresion relativa del gen U1-70K mediante qPCR. *p<0,05. Barra

de error: DE (desviacion estandar).
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6. CONCLUSIONES

Hemos identificado en la linea GK-213B07 del GABI-Kat una Unica insercién
de T-DNA localizada en el sexto intron de gen U1-70K que probablemente

inactiva completamente la funcién del gen.

El alelo mutante es letal embrionario en homocigosis.

La mutacion confiere letalidad parcial en el gametofito femenino,
observandose una baja transmision del alelo mutante cuando se emplean

pistilos del heterocigoto como aceptores de polen silvestre.

. Aunque hay polen no viable en los heterocigotos, se observa una
transmision aparentemente normal del alelo mutante a través del gametofito
masculino cuando se emplean pistilos silvestres como aceptores de polen
del heterocigoto, posiblemente debido a que la letalidad en el gametofito

masculino es méas reducida que en el femenino.

El alelo mutante se comporta como recesivo frente al alelo silvestre, no

observandose fenotipos mutantes en el heterocigoto.

Los niveles de expresion del gen en el heterocigoto son similares a los del
silvestre, por lo que debe haber un mecanismo de regulacion fina que
asegure que se producen cantidades suficientes de la proteina, aun con una
Gnica copia funcional del gen, para cumplir con los requerimientos

estequiométricos en los complejos en los que participa.
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