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Los factores de transcripcién (TFs) de tipo DOF (DNA binding with One Finger) son una familia de proteinas con papeles reguladores en procesos fisioldgicos especificos
de plantas, entre ellos el desarrollo y germinacién de semillas. En semillas de cebada (Hordeum vulgare), nuestro grupo ha descrito cuatro DOFs: BPBF, SAD, HvDof19 y
HvDof17, que ejercen un papel regulador en la expresion de genes que codifican hidrolasas en aleurona en germinacion y en la de genes que codifican proteinas de reserva
en endospermo en desarrollo (1-5).

En los promotores de genes inducidos durante la germinacién en Arabidopsis thaliana (p.e. Lipasas), se ha observado la presencia de motivos en cis reconocidos por TFs de
tipo DOF (5" T/A-AAAG 3'). Ademas, el andlisis de expresién por RT-gPCR de distintos TFs de tipo DOF, nos ha permitido identificar el gen AtDof6 como un posible
regulador negativo de la expresion génica durante la germinacién de la semilla de Arabidopsis.
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Fig. 2: Localizacion de la expresion del gen Dof6 en distintos tejidos
A. Tinciones de plantas transgénicas con la region promotora del gen AtDof6

2 las etapas tempranas de la germinacion.

Los valores representados son relativos

a la expresion de la ubiquitina.

(hdi), horas después de la imbibicion;

0, semilla seca; S, 48h estratificacion a

postgerminacion 4°C; condiciones germinacion: 22°C-16h
luz/8h osc.

hdi 0 s 3 6 9 12 24 30 36 48

Germinaci6n

Fig.3: Andlisis de lineas de sobreexpresién 35S::AtDof6. No se
encontraron mutantes KO para el gen AtDof6, por lo que se generaron 10
lineas transgénicas con el gen AtDof6 bajo el control del promotor 35S.
Todas estas lineas mostraron un fenotipo enano y 7 de ellas murieron antes
de florecer. Las otras 3 lineas mostraban flores aberrantes, sus anteras
contenian una elevada proporcién de polen inviable no dehiscente y
desarrollaron pocas silicuas de menor tamafio y con menor contenido de
semillas que el fenotipo silvestre.

A, C, E, F, | son plantas, flores, anteras y silicuas del fenotipo silvestre Col-0.
B, D, F, H y J muestran los fenotipos de las lineas 35S::Dof6. K y L,
muestran las anteras vistas al microscopio Optico y con la tincion de
Alexander (K, Col-0; L, 35S::AtDof6).
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Fig. 5: Andlisis de la capacidad de activacion de la
transcripcién en levaduras. Se fusion6 el gen AtDof6 al
dominio de unién a DNA del GAL4 y se testd su capacidad de
activar la transcripcion en S. cerevisiae, en las cepas HF7c (A) y
SFY526 (B). El crecimiento celular en ausencia de His (A.1) y la
actividad B-galactosidasa (A.2) demuestran que DOF6 es capaz
de activar la transcripcion en levaduras..

dirigiendo la expresion del gen delator que codifica la p-glucuronidasa
(GUS). A.1, Distintos tiempos durante la germinacion. A.2, Tinciones en
hojas, flores y silicuas.

B, Hibridaciones in situ de semillas en germinacion con sondas especificas
para el mRNA del gen AtDof6.

El gen AtDof6 se expresa en todo el embrion y, en etapas post-germinativas,
su expresion es intensa en el sistema vascular.
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Fig. 4: Niveles de expresién por RT-gPCR de la Lipasal en lineas de
sobreexpresion del gen AtDof6 A. Mediante andlisis in silico del promotor
de la Lipasal, hemos observado la presencia de distintos motivos en cis,
entre ellos motivos reconocidos por TFs de tipo DOF. B. Se cuantific6 por RT-
gPCR la expresion del gen lipasal en hojas de plantas adultas de lineas
transgénicas 35S::AtDof6 y bajo un promotor regulado por estradiol (6). Los
valores de expresién son relativos a la expresién de la ubiquitina. Estos
resultados apuntan a una regulacién negativa de la expresion del gen Lipasal
por el TF AtDOF6.
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