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2 Resumen

1 Introduccion

Las proteinas ST, son una familia de proteinas con secuencias repetidas en tandem que se
han descrito en la familia de las fabaceas (De Vries y col.,, 1983; De Vries y col., 1985;
Williams y col., 1990; Mufioz y col., 1997). La secuencia PsaST2 de Pisum sativum fue el
primer cDNA de tipo ST descrito en la bibliografia y se identific6 como un transcrito

especifico de tallos (stem specific, lo que da nombre a la familia ST) (De Vries y col., 1983).

Estructuralmente, las proteinas ST estan formadas por 3 zonas: una regién N-terminal
hidrofébica que determina un péptido sefial, lo que indica que entran en la via de secrecién;
una zona de aminodacidos no repetida; y una regidon de mayor tamafio, con una secuencia de
aminodacidos que se repite en tdndem (De Vries y col., 1985; Williams y col., 1990; Mufoz y
col., 1997). Dichas secuencias tienen 25 o 26 aminoacidos y se repiten un nimero variable
de veces en las diferentes proteinas codificadas por los genes ST. Asi, en las dos proteinas de
P. sativum previamente descritas aparecen 4 veces en PsaST2 y 2 en PsaST3 (De Vries y col.,
1985; Williams y col., 1990), mientras que en Cicer arietinum aparecen 7 veces en CarST1y 8
en CarST2 (Mufoz y col.,, 1997). Las secuencias que se repiten presentan una elevada
similitud entre si y todas ellas contienen la secuencia de aminoacidos [-(D/E)FEPRP----Y-],
apareciendo en algunos casos en la zona entre la segunda Pro y la Tyr un posible sitio de N-

glicosilacion (Asn-X-Ser) (De Vries y col., 1985; Williams y col., 1990; Mufioz y col., 1997).

La presencia de repeticiones en tandem es una de las caracteristicas estructurales de

estas proteinas ST. Actualmente se piensa que aproximadamente el 14 % de las proteinas
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contienen secuencias repetidas, siendo mds abundantes en eucariotas que en procariotas
(Marcotte y col., 1999). Algunos autores sostienen que estas repeticiones pueden

determinar la estructura y funcidn de las proteinas (Katti y col., 2000; Kajava, 2012).

Las proteinas con repeticiones en tdndem presentan caracteristicas muy variables, tanto
en la secuencia de la repeticion como en el niumero y disposicidon de las repeticiones en la
proteina, por lo que se han definido diferentes categorias que facilitan su estudio. Katti y
col. (2000) establecieron tres grupos de proteinas con oligopéptidos repetidos atendiendo a
la longitud del oligopéptido, si bien, mas recientemente, como consecuencia del aumento
de proteinas cuya estructura secundaria y terciaria se ha determinado, Kajava (2012) ha
establecido 5 clases de proteinas con repeticiones en tdndem en funcién de su

conformacion tridimensional.

En la Clase Ill de Kajava (2012) se encuentran proteinas con estructuras alargadas donde
las unidades repetidas se necesitan unas a otras para mantener la conformacién. En esta
Clase, las proteinas presentan repeticiones de entre 5 y 40 aminodcidos que pueden adoptar
plegamientos tipo solenoide o no solenoide. Las repeticiones se acumulan en un numero
indefinido y la superestructura que se forma va adquiriendo cierto grado de curvatura.
Dentro de este grupo se encuentran las proteinas con repeticiones ankirina (Mosavi y col.,
2002), armadillo (Peifer y col., 1994), LRR (ricas en leucina) (Kobe y Deisenhofer, 1994;
Kajaba, 1998), TPR (tetratricopeptide repeat) (Sikorski y col., 1990), PPR (pentatricopeptide
repeat) (Small y Peeters, 2000), las proteinas anticongelantes con repeticiones IRl (Davies,
2014) y las EPR (eicosapentapeptide repeat) (Archak y Nagaraju, 2006). Todas estas
proteinas presentan una clara diversidad estructural, aunque lo mas llamativo, es su enorme
diversidad funcional, que frecuentemente deriva de la presencia de otros dominios ademas

de las regiones repetidas y de la capacidad para establecer interacciones proteina-proteina.

Aunque la estructura general de las proteinas ST no se ha determinado por el momento,
atendiendo a la longitud de las repeticiones de las de guisante y garbanzo (De Vries y col.,
1985; Williams y col., 1990; Mufioz y col., 1997), estas proteinas podrian incluirse en esta
Clase lll. Sin embargo, las proteinas ST de guisante y garbanzo, a diferencia de las proteinas
de esta Clase, muestran un elevado grado de conservacion en la secuencia que se repite (De
Vries y col., 1985; Mufioz y col., 1997). Asi, por el grado de perfeccidén de sus repeticiones,
las ST podrian ser un tipo de proteinas intrinsecamente desestructuradas (IUP) ya que Jorda
y col. (2010) demostraron que las proteinas con repeticiones en tdandem perfectas o casi

perfectas tienen tendencia a ser IUP. Como consecuencia de la falta de estructura
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tridimensional definida tienen una flexibilidad y plasticidad estructural que constituye una
gran ventaja funcional, permitiendo su unién con un amplio conjunto de ligandos como
membranas, proteinas, acidos nucleicos o pequefias moléculas (Uversky, 2010). Algunas IUP
participan en procesos tan relevantes como la transduccion de sefiales (proteinas GRAS), la
regulacién de la transcripcion (factores de transcripcion de la familia NAC o bZip), la
percepcidn de la luz (proteinas CRY) o la respuesta al estrés abidtico (proteinas LEA) (Sun 'y

col., 2013).

Las proteinas ST tienen un péptido senal que indica su posible localizacién en la pared
celular, por lo que podria tratarse de alglin tipo de proteina estructural de la misma
(Albornos vy col., 2014), si bien estas pertenecen a la Clase Il de Kajava (2012) y presentan
repeticiones de 2 a 5 aminodcidos que no coinciden con las de las ST. El trabajo realizado
por Albornos y col. (2014) determind que las ST no pertenecen a ninguno de los siguientes
grupos de proteinas de pared celular: ricas en hidroxiprolina, ricas en prolina, ricas en
glicina, ni arabinogalactano proteinas. A pesar de ello, las proteinas ST de garbanzo si se
encuentran en la pared celular, bien unidas débilmente por enlaces iénicos o solubles en el
apoplasto (Albornos y col., 2014), aunque también se han encontrado en el interior de la

célula (Albornos, 2010; Albornos y col., 2014).

Se desconoce la funcion de las proteinas ST en el desarrollo de la planta aunque se han
relacionado fundamentalmente con los procesos de crecimiento (De Vries y col., 1985;
Williams y col., 1990; Mufioz y col., 1997; Hernandez-Nistal y col., 2006) y con el desarrollo
de frutos y semillas (Williams y col., 1990; Waters y col., 2005; Levi y col., 2006; Fernandez y
col.,, 2007; Wechter y col., 2008; Albornos y col., 2014). Ademas se ha establecido su
intervencién en la asociacion de la planta con hongos micorricicos (Wulf y col., 2003;

Hohnjec y col., 2005; Liu y col., 2007).

La funcidn de las proteinas ST en el crecimiento celular ha sido la mas estudiada hasta el
momento ya que, en un primer momento, el perfil de acumulacidn de los transcritos que
codifican las proteinas CarST1 y CarST2 de garbanzo y PsaST2 de guisante, las relacionaba
con este proceso en epicotilos y tallos aunque no en raices (De Vries y col., 1985; Williams y
col., 1990; Mufioz y col., 1997). Al profundizar en esta funcion se vio que los transcritos ST
no se detectaban en los ejes embrionarios de guisante (De Vries y col., 1985) ni de garbanzo
(Hernandez-Nistal y col., 2006) durante la germinacidn en sentido estricto, apareciendo al
comenzar la elongacidn del epicotilo y alcanzando su mdxima acumulacién en el momento

en el que este organo se encuentra en crecimiento exponencial (De Vries y col., 1985;
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Mufoz y col., 1997; Hernandez-Nistal y col., 2006). La relacidén entre la acumulacion de los
transcritos ST y la tasa de crecimiento no se encontré Unicamente en los epicotilos de
plantulas etioladas sino también en los tallos de plantas de mas edad, al analizar la cantidad
de transcritos que presentaban los diferentes entrenudos. Asi, los transcritos PsaST2
(Williams y col.,, 1990) y CarST1 (Mufioz y col.,, 1997) eran mas abundantes en los
entrenudos mas apicales, con mayor tasa de crecimiento, que en los entrenudos mas
basales, reforzando la relacién de las proteinas ST con este proceso. Esta relacidon entre la
abundancia de mRNA y la tasa de crecimiento no se pudo establecer para los transcritos del

gen CarST2 (Mufioz y col., 1997).

Aunque todas las hormonas vegetales se han asociado de un modo u otro con la
regulacién del crecimiento vegetal, solo auxinas, citoquininas (CK), giberelinas (GA) y
brasindlidos (BL) se han considerado esenciales para este proceso (Depuydt y Hardtke,
2011). Otras hormonas, como el acido abscisico (ABA), se han relacionado con la reduccion
en la tasa de crecimiento que se produce cuando la planta se enfrenta a algun tipo de estrés,
como la sequia, la salinidad o las altas temperaturas. El andlisis del efecto de estas
hormonas en la acumulacién de los transcritos ST de garbanzo indicé que su incremento
durante el crecimiento no se encontraba mediado por auxinas o BL, ya que cuando se
expusieron los epicotilos a estas hormonas se redujeron los niveles de los transcritos ST
(Mufioz y col., 1997). Estos estudios se complementaron con el analisis de los transcritos en
condiciones de inhibicién del crecimiento del epicotilo provocada por dacido abscisico
(Hernandez-Nistal y col., 2010) o por diferentes condiciones de estrés abidtico (Munoz y col.,
1997; Hernandez-Nistal y col., 2010), encontrandose en todos los casos que la inhibicion del
crecimiento disminuia los transcritos ST hasta hacerlos practicamente indetectables en
algunos casos (Mufioz y col., 1997; Hernandez-Nistal y col., 2010), obteniéndose el mismo
efecto que el provocado por las hormonas que inducen el crecimiento. Estos resultados no
permitieron confirmar que las proteinas ST estén relacionadas con el proceso de elongacion,

si bien no se puede descartar que participen en otros aspectos del crecimiento.

Mas recientemente, la inmunolocalizacidn de la proteina CarST1 en distintos érganos de
la planta a lo largo del desarrollo también respalda la posible funcién de esta proteina en el
crecimiento (Albornos y col., 2014), ya que esta proteina es mas abundante en las secciones
apicales de radiculas y epicotilos de plantulas etioladas de 4 d que en las secciones centrales
y basales, cuya tasa de elongacidon es menor (Albornos y col., 2014). La localizacién de esta
proteina en las fibras perivasculares de los epicotilos, una zona de acumulacién de reservas

en tejidos jovenes en crecimiento (Bowes, 1996), sugeria una posible funcién como proteina
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de reserva vegetativa (VSP) (Albornos y col., 2014) que pudiera servir como fuente de N,
durante el crecimiento de la planta y que no estuviese directamente relacionada con el
proceso de elongacidn. Las VSP son un grupo de proteinas muy heterogéneo que no
muestran similitud en la secuencia de aminodcidos ni en la estructura de la proteina y no
parecen estar relacionadas filogenéticamente entre si (Cooke y Weih, 2005), lo que hace
dificil determinar por comparacidon de secuencias si una proteina de funcién desconocida,
como las ST, pertenece a este grupo. Algunas proteinas VSP presentan actividad enzimatica
y su funcion puede estar relacionada con la misma (Andrews y col., 1988; Spilatro y
Anderson, 1989; Selengut, 2001; Meuriot y col., 2004; Tian y col., 2007). Las caracteristicas
de las VSP no permiten descartar que la proteina CarST1 de garbanzo pertenezca a este
grupo de proteinas, ya que comparte algunas caracteristicas con las VSP de soja (Albornos y
col., 2014). Sin embargo, la CarST1 no parece tener ninguna actividad enzimatica ni tampoco
se ha estudiado si la acumulacién de los transcritos y las proteinas responden al estatus de

N, en los distintos érganos de la planta.

Las ST se han vinculado al desarrollo de frutos desde que se determiné que el transcrito
PsaST3 de guisante era especifico de vainas (Williams y col., 1990). A diferencia de lo que
ocurre en guisante, no se han detectado transcritos ST en las vainas de garbanzo durante su
formacioén, pero si se ha localizado la proteina CarST1 en el endocarpo de las vainas verdes
(Albornos y col., 2014). Adicionalmente, diferentes estudios encaminados a esclarecer el
desarrollo de este 6rgano en Vitis vinifera (Waters y col., 2005; Fernandez y col., 2007) y
Citrullus lanatus (Levi y col., 2006; Wechter y col., 2008) apoyaron la posible funcion de las
ST en este proceso fisiolégico. Los trabajos realizados en el desarrollo de frutos carnosos,
como uvas (Waters y col., 2005; Fernandez y col., 2007) y sandias (Levi y col., 2006; Wechter
y col., 2008) indican que las proteinas ST participan en la morfogénesis temprana del fruto,
aumentando hasta la maduracién del mismo (Fernandez y col., 2007) y disminuyendo en el
fruto maduro (Wechter y col., 2008). Finalmente, el estudio de los mutantes flb (fleshless
berry), que no presentan division ni determinacion de las capas de células especializadas en
el agrandamiento del ovario después de la fecundacién, y de frutos sin semilla (Fernandez y

col., 2007) confirmaron la implicacion de las proteinas ST en el desarrollo del fruto.

Las proteinas ST parecen participar también en el desarrollo de las semillas, al haberse
localizado la proteina CarST1 en la testa y el parénquima de reserva de las misma (Albornos
y col., 2014), aunque no se detectaron los transcritos que las codifican (Mufioz y col., 1997).
Su presencia en este parénquima de reserva y su acumulacién en los cotiledones de las

semillas secas, que disminuye durante la germinacion hasta desaparecer cuando estos
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cotiledones se encuentran exhaustos (Albornos y col., 2014), podrian apuntar a que esta
proteina fuera una proteina de reserva en la semilla. Las Unicas proteinas de reserva de
semillas con repeticiones en tandem son las prolaminas, caracteristicas de las
monocotiledéneas, al que podrian pertenecer las proteinas ST, si bien se diferenciarian de
ellas, al igual que ocurre con las a-zeinas, y serian el equivalente de estas proteinas en
dicotiledéneas. Sin embargo, las diferencias en la acumulaciéon de los transcritos y las
proteinas ST de garbanzo (Albornos, 2010; Albornos y col., 2014) no permite confirmar que
su funcién en la semilla esté relacionada con la acumulacién de reservas y podria tener otra
funcién en las semillas independientemente de que pudiera usarse como fuente de N,

durante la germinacién (Albornos y col., 2014).

Finalmente, el estudio de las asociaciones biotréficas entre las plantas y los hongos
formadores de micorrizas ha llevado a relacionar un transcrito ST de la leguminosa modelo
Medicago truncatula (TC107197) (Wulf y col., 2003) con esta interaccidon simbidtica. Este
transcrito, que hemos identificado como MtrST6 en este trabajo, es especifico de raices que
establecen micorrizas arbusculares (Wulf y col., 2003; Liu y col., 2007). De hecho, se
considera que el gen que codifica esta ST podria formar parte del nicleo de genes que se
inducen cuando la planta interacciona con hongos formadores de micorrizas (AMF) (Liu y
col., 2007). La simbiosis con AMF es la mas antigua y extendida de las simbiosis planta-
microorganismo. El 80 % de las plantas terrestres son capaces de interaccionar con hongos
del phylum Glomeromycota (SchiBler y col., 2001). Esta interaccién procura a la planta
nutrientes minerales, especialmente fdésforo, y mejora la absorcion de agua. En
contrapartida, la planta proporciona glucosa al hongo, que es un biotrofo obligado
(Parniske, 2008). Se ha observado que el transcrito ST, que aumenta marcadamente en las
etapas iniciales de la interacciéon con AMF, mantiene niveles elevados en etapas posteriores
(Kuhn y col., 2009) y la expresion del gen ST también esta regulada especificamente en las
etapas tardias de la micorrizacion (Kuhn y col., 2009), acumulandose preferentemente en las
células que albergan arbusculos (Gaude y col., 2012). Todos estos estudios indican que esta
proteina ST de M. truncatula puede participar en el establecimiento de interacciones con
AMF, estando la acumulacidon de sus transcritos regulada por la ruta comin SYM de
reconocimiento inicial, y también en las fases finales de la simbiosis. Estos estudios afiaden

otra posible funcidn a la familia de proteinas ST o, al menos, a alguno de sus miembros.
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2 Planteamiento del trabajo

Los estudios realizados hasta el momento en la familia génica ST en diferentes especies,
sobre todo C. arietinum y P. sativum, pero también V. vinifera, C. lanatus y M. truncatula,
han permitido relacionarla con diferentes funciones durante el desarrollo de la planta:

crecimiento, formacidn de frutos y semillas e interacciones bidticas.

El objetivo general de este trabajo es definir y caracterizar la familia de proteinas ST y
obtener una visidn global de su posible participacién en diferentes procesos del desarrollo
vegetal. Con este fin, nos propusimos una serie de objetivos concretos que se detallan a

continuacion.

Objetivo 1: Definir las caracteristicas de los genes de la familia ST y las proteinas que éstos

codifican.

El estudio de una familia de proteinas de funcién desconocida requiere recopilar toda la
informacién disponible para definir dicha familia en su conjunto y establecer las pautas que

permitan profundizar en el conocimiento de la misma.

Para desarrollar este objetivo se realizard, en primer lugar, una busqueda por similitud de
secuencia utilizando las ST conocidas para encontrar cualquier otra secuencia que pudiera
formar parte de esta familia. A continuacién, se analizara la distribucion de los genes ST en
la naturaleza; se estudiardn las secuencias obtenidas en busca de patrones comunes a todas
ellas para establecer sus caracteristicas; y si es posible, se identificard el origen de las
secuencias encontradas para determinar en qué o6rganos de la planta o situaciones

ambientales se acumulan los transcritos ST.

Los resultados obtenidos al culminar este objetivo nos llevaron a centrarnos en la familia
ST de M. truncatula, que con 6 miembros es la mas numerosa de las halladas hasta la fecha.
Esta planta se ha consolidado en la ultima década como leguminosa modelo, y tiene como
ventaja que su genoma ha sido completamente secuenciado y se han desarrollado métodos
eficaces para su transformacién genética. Nuestra hipdtesis de trabajo es que cada una de
las proteinas ST de una determinada especie puede participar en diferentes procesos del
desarrollo vegetal, bien de forma exclusiva o de forma principal, cubriendo asi la mayoria de

las funciones propuestas.

Por todas estas razones, los siguientes objetivos se llevaron a cabo con la familia ST de M.

truncatula.
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Objetivo 2: Determinar la localizacién subcelular de las distintas proteinas ST de M.

truncatula.

El lugar en el que se localiza una proteina a nivel celular determina el rango de funciones
en las que puede estar implicada. Asi, es muy relevante conocer donde se encuentran las
proteinas ST en la célula, lo que nos permitird acotar las posibles funciones en las que

pueden participar.

Para realizar este objetivo se construiran plantas transgénicas de A. thaliana que
produzcan cada una de las ST de M. truncatula fusionadas a la proteina verde fluorescente
(GFP) y se analizaran por microscopia confocal para determinar la localizacién subcelular en

la que se encuentra cada una de ellas.

Objetivo 3: Caracterizar y analizar la actividad de los promotores de los 6 genes ST de M.

truncatula.

Los promotores constituyen uno de los puntos clave en la regulacidn de la expresidn
génica. El analisis de la secuencia de los promotores ST y la determinacién de su actividad
aportara una visién global de los momentos en los que se induce la transcripcion de cada
uno de los miembros de la familia ST de M. truncatula a lo largo de su desarrollo.
Determinar dénde y cuando se encuentra activo el promotor de un determinado gen ST
podria permitir asociar la proteina que codifica con alguna de las funciones propuestas hasta

el momento para esta familia.

Para desarrollar este objetivo se utilizaran dos aproximaciones complementarias. Por una
parte, se examinaran las secuencias de los promotores utilizando herramientas in silico para
detectar elementos cis reguladores (CRE) de la transcripcion. Por otra parte, se construirian
plantas transgénicas, tanto de A. thaliana como de M. truncatula, que produzcan la proteina
reporter B-glucuronidasa (GUS) bajo el control de los promotores de los genes ST y se
analizard la actividad de cada uno de ellos a lo largo del desarrollo de las plantas, localizando

la actividad GUS.

Objetivo 4: Analizar la acumulacion de los transcritos de la familia ST de M. truncatula en

diferentes organos de la planta y en distintas condiciones de crecimiento.

Conocer el perfil de acumulacién de los transcritos ST a lo largo de la vida de la planta nos
ayudard a relacionar cada miembro de la familia con los procesos en los que podria

participar. Ademads, el andlisis comparativo entre los niveles de acumulacion de los
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transcritos ST en diferentes drganos y situaciones, y la actividad del promotor
correspondiente en esas mismas circunstancias (objetivo 3) puede indicar si existe

regulacién transcripcional a otros niveles o algln tipo de regulacion post-transcripcional.

Para completar este objetivo se determinard por RT-sqPCR (transcripcion reversa
acoplada a PCR semicuantitativa) los niveles de cada transcrito en distintos organos de
plantas de M. truncatula desde su germinacidn hasta el final de su desarrollo. Por otra parte,
se valoraran los cambios producidos en la acumulacion de estos transcritos cuando la planta
crece en presencia de distintos fitorreguladores u otras sustancias relacionadas con el

crecimiento, las interaccionas bidticas y el estrés abidtico.

3 Resultados

Seccion 1: Caracterizacion de los genes y proteinas de la familia ST

Para poder caracterizar los genes y las proteinas ST se buscaron en las bases de datos las
secuencias que presentaran similitud con las ST de guisante y garbanzo, dando como

resultado 327 secuencias nucleotidicas que codificaban 136 proteinas diferentes.

Todas las secuencias ST pertenecian a especies de angiospermas, en concreto a las
dicotiledéneas (65 géneros) repartidas mayoritariamente en la familia Fabaceae (24 %) y

Asteraceae (19 %), sin encontrarse en familias como las Brasicaceae.

Todos los genes presentaban un intrén en la zona 5’ de la ORF y codificaban proteinas
altamente hidrofilicas de tamafio variable. En conjunto, el 36 % de las proteinas ST estdn
formadas por menos de 150 aminoacidos, el 41 % contienen entre 150 y 250 y un 23 %

presentan mas de 250 aminoacidos.

En la regién N-terminal, las proteinas ST presentaban un péptido sefial que las dirige a la
via de secrecidn celular, sin que fuera posible predecir su localizacién subcelular realizando
estudios in silico. Las modificaciones post-traduccionales encontradas fueron: N-

glicosilacion, fosforilacién, N-miristoilacion y amidacion.

El andlisis de la estructura de las proteinas ST permitié diferenciar 3 regiones dentro de
las mismas: un péptido sefial; una regidn no repetida, a continuacién del péptido sefial, que
presenta una serie de caracteristicas conservadas; y una regién con una secuencia de
aminoacidos muy conservada que se repite en tdndem hasta el extremo C-terminal y que

caracteriza a esta familia de proteinas
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La regidon N-terminal no repetida de las proteinas ST se encuentra entre el péptido sefal y
el inicio de las repeticiones en tdndem. Esta regién comenzaba por una Arg que en el 63 %
de los casos aparecia seguida de Lys, estando también muy conservadas las posiciones 7y 8
(83 % de las proteinas) que eran Tyr y Trp, respectivamente, siendo éste generalmente
(69 %) el unico Trp encontrado en la proteina madura. Ademds, en esta region se

encontraba frecuentemente (84 %) la Unica Cys que aparece en la proteina.

La region de las repeticiones en tdndem empezaba generalmente con 1 o 2 repeticiones
imperfectas, que podian tener diferente longitud que el resto y/o carecer de algunas de las
caracteristicas de las repeticiones candnicas, seguidas de una serie de repeticiones perfectas
para, finalmente, terminar con una repeticidn truncada que solia tener 13 aminodacidos.
Tanto el tamafio de la repeticion como el numero de las repeticiones fue relativamente
variable, si bien el grado de perfeccidén de las repeticiones de una misma proteina era muy

alto.

Las repeticiones comenzaban con un hexapéptido altamente conservado que presentaba
la siguiente secuencia: (E/D)FEPRP. A continuacién, se encontraban 4 aminoacidos que
constituyen la denominada region X,, tetrapéptido cuya secuencia se ha utilizado como base
para la clasificacion de las proteinas ST. La siguiente posicién (la 11), la ocupaba una Tyr
totalmente conservada en todas las repeticiones de la familia ST. En el alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de 2 repeticiones candnicas de cada una de las proteinas ST se
observa claramente que las primeras 11 posiciones de la repeticién [(D/E)FEPRPX,Y] eran las

mas conservadas.

En funcidon de las caracteristicas estructurales de las proteinas ST, se establecieron 3 tipos

distintos y se confirmd que su diferencia mas importante se encontraba en la secuencia X;:

- Tipo I: se caracteriza porque el patrén X, presenta la secuencia consenso: SxTx (x =
Lys, Val, Ala o Gly). En este tipo el tetrapéptido no determina un sitio de N-

glicosilacion.

- Tipo Il: en este tipo el patrédn X; presenta Asn en la primera posicién e incluye dos
subtipos. El subtipo lla, con un patrén Xs: NxSx (x = lle, Val o Ala) que determina un
posible sitio de N-glicosilacidn y el subtipo Ilb que se caracteriza por el tetrapéptido

Nx(F/L)x (x, muy variable).

- Tipo Ill: Con un patrdén X4: Dx(S/T)x (x = lle, Val o Ala).
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El arbol filogenético realizado permitié demostrar que las secuencias se agrupaban
principalmente por familias taxondmicas, aunque dentro de cada familia las proteinas se

agrupaban de acuerdo a los dos tipos mayoritarios establecidos en este trabajo (tipo | y tipo

).

La mayoria de las secuencias ST encontradas, un 46 % (149 secuencias), se aislaron de
genotecas de cDNA construidas a partir de mRNA procedente de raices o radiculas de 31
especies diferentes, mientras que el resto de las secuencias se hallaron en genotecas
construidas a partir de mRNA de otros érganos. Del total de las secuencias, el 7,3 % procedia
de semillas; el 6,7 % de hojas; el 5,2% de drganos elongantes (hipocotilos, epicotilos y
tallos); el 2,4 % en frutos; y el resto de flores, haustorios, yemas u otros, con porcentajes
menores al 2 %. Con respecto a las condiciones de crecimiento de las plantas en las que se
encontraron transcritos ST, 122 secuencias (37,3 %) se hallaron en plantas que habian
crecido en condiciones de estrés o en presencia de algin tratamiento especifico, siendo los
mas destacados los encontrados en genotecas de plantas sometidas a estrés hidrico o de

plantas estableciendo interacciones micorricicas.

Seccion 2: Localizacion subcelular de las proteinas ST de Medicago truncatula

La produccidon de proteinas fusionadas a GFP es una metodologia que permite la
localizacién subcelular de las mismas. Con este objetivo se clonaron las ORF de los 6 genes
ST de M. truncatula (nimeros de acceso: LN827607, LN827608, LN827609, LN827610,
LN827611 y LN827612, respectivamente para las ORF ST1, ST2, ST3, ST4, ST5 y ST6), se
construyeron los vectores binarios pK7FWG2.ST y se construyeron plantas transgénicas de
A. thaliana por transformacion con Agrobacterium tumefaciens. Estas plantas transgénicas
p35S::ST-eGFP producen las proteinas ST de M. truncatula fusionadas a GFP en su extremo
C-terminal, de modo que no interfiera con el procesamiento del péptido sefial que se

encuentra en el extremo N-terminal.

El analisis de la localizacién subcelular de las proteinas ST en las raices de las plantas
35S::ST-GFP de arabidopsis se realizd por microscopia confocal. Los resultados obtenidos
cuando las raices se montaron con agua (células turgentes) nos indicaron que las proteinas
ST se encontraban localizadas en la pared celular. Sin embargo, cuando las células estaban
turgentes fue dificil distinguir si las proteinas de fusion ST-GFP se encontraban en la pared,

en la membrana o en el citoplasma.
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Al aplicar manitol a las raices y provocar la plasmélisis celular se observd que las
proteinas ST se mantuvieron en la pared celular pero ademds 3 de ellas, en concreto las
proteinas ST2, ST3 y ST6, también se encontraron en el citoplasma retraido, como se dedujo
de la presencia de fluorescencia verde en el interior del citoplasma y que no colocalizé con
la pared celular tefiida con yoduro de propidio. Esta doble localizacién es muy clara en las

plantas transgénicas p35S::ST3-GFP.

Seccion 3: Andlisis de la actividad de los promotores ST de Medicago truncatula

El andlisis de la actividad de los promotores ST (pST) de M. truncatula se abordé de
diferentes maneras: en primer lugar se hizo un estudio bioinformatico para encontrar
elementos cis reguladores (CRE) conocidos en la secuencia de los mismos y, posteriormente,
se construyeron plantas transgénicas, tanto de A. thaliana como de M. truncatula, en las

gue cada pST dirige la expresidn de un gen reporter y se estudio su actividad in vivo.

El analisis de promotores in silico se ha convertido en una fuente de informacién muy
importante para el estudio de la regulacién transcripcional de los genes. El software TSSP
predijo la presencia de la caja TATA en todos los pST. El analisis de las secuencias de los 6
pST utilizando las bases de datos PLACE y PlantCARE permitié identificar 133 motivos
diferentes que se clasificaron en 7 categorias, de acuerdo a la informacién funcional que
proporcionaban las bases de datos. Estas 7 categorias son: especificos de drgano o de tejido,
de respuesta a luz (luz), de respuesta a hormonas (hormonas), de respuesta a interacciones
bidticas (interacciones bidticas), de respuesta a estrés abiotico (estrés abidtico), enhancers y
otros elementos (otros). El analisis detallado de la distribucion de CRE en la familia pST
reveld que todos los promotores contenian al menos un 40 % de elementos para controlar la
actividad especifica en drganos y tejidos, siendo la mds abundante la relacionada con la
actividad en semillas (entre un 20 % y un 30 %), sobre todo en pST1 (28 %) y pST5 (30 %). La
categoria de respuesta a hormonas constituyd aproximadamente un 10 % de los CRE en
todos los promotores excepto en el pST1, que sélo contenia un 5% de este tipo de
elementos. Todos los pST contenian elementos relacionados con el establecimiento de
interacciones bidticas (entre un 11 % y un 20 % en funcién del promotor) y de respuesta al
estrés abidtico (10 % de los CRE encontrados en cada pST, alcanzando un 13 % en pST3). Los
resultados obtenidos indicaron que cada uno de los promotores de los genes ST presentaba
una composicion caracteristica de CRE que lo diferenciaba del resto, no solo en cuanto a los

motivos concretos que presentaron, sino también en cuanto a los porcentajes de CRE de
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cada categoria, excepto los promotores pST4 y pST6 que resultaron casi idénticos en ambos

aspectos.

La produccién de proteinas reporter como GUS o GFP bajo un promotor especifico,
permite determinar la actividad del mismo. Con este objetivo se clonaron los promotores de
los 6 genes ST de M. truncatula, se construyeron los vectores binarios pKGWFS7.pST y se
introdujeron por electroporacion en A. tumefaciens. Con estas agrobacterias se
transformaron plantas de A. thaliana por inmersion floral y plantas de M. truncatula por
cocultivo seguido de embriogénesis somatica, obteniéndose diferentes lineas transgénicas
de cada promotor. Estas plantas transgénicas pST::eGFP-GUS (abreviadamente pST::GUS)
expresan las proteinas GUS y eGFP bajo los promotores de los genes ST (pST1, pST2, pST3,
pST4 y pST6). La clonacidén del promotor pST5 no se ha podido llevar a cabo hasta hace

pocos meses y por ello no se recoge el andlisis de las correspondientes plantas transgénicas.

Las plantas transgénicas pST::GUS de A. thaliana y de M. truncatula se utilizaron para
estudiar la actividad de los promotores en los diferentes tejidos y estados de desarrollo en
ambas plantas modelo, localizando la actividad B-glucuronidasa, codificada por el gen GUS,

con el sustrato X-GlcA que produce tincién azul.

Los primeros andlisis se realizaron en plantulas de A. thaliana de 3 y 10 d de edad y se
estudiaron tanto plantulas crecidas en luz (verdes) como en oscuridad (etioladas). Las
plantulas pST4::GUS no presentaron tincidn azul ni a los 3 d creciendo en luz o en oscuridad,
ni a los 10 d creciendo en oscuridad. En el resto de los promotores (pST1, pST2, pST3 y pST6)
se observé actividad GUS en los cotiledones y en el cilindro vascular de los distintos drganos,
siendo la actividad en los cotiledones mayor en las plantas mas jévenes y en las que crecian
en oscuridad, si bien el patrén y la intensidad de la tincion histoquimica variaron entre los

distintos promotores.

El patréon de actividad de cada promotor pST se mantuvo invariable durante el desarrollo
de los drganos vegetativos de las plantas adultas. En general, en todas las plantas pST::GUS
la actividad predominaba en el cilindro vascular de la raiz, el hipocotilo y las hojas, aunque
con patrones distintos, siendo mads activos en la raiz que en la parte aérea. La actividad de
los distintos pST fue muy diferente durante el desarrollo de flores y frutos, lo que confirmé
la especificidad de estos promotores. La actividad del pST1 se restringié al androceo,
mientras que el pST2 presentd actividad en el estilo de la flor desde el inicio de su
formacion, manteniéndose a lo largo del desarrollo del gineceo. El rasgo diferencial del pST3

fue su actividad inicialmente localizada en los dvulos y posteriormente en las semillas
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durante su desarrollo. El pST4 apenas presentd actividad durante el desarrollo de flores y

frutos. Finalmente, pST6 se mostrd activo, de forma casi exclusiva, en el septo del ovario.

El MelA ejercio diferentes efectos sobre la actividad de los pST. Asi, incrementé la

actividad pST3, pST4 y pST6 sin modificar la de los promotores pST1y pST2.

La actividad de los promotores ST en M. truncatula se estudié en plantulasde 3,6y 10d
crecidas en oscuridad (etioladas) y en luz (verdes), y en plantas adultas en las que se analizé

la actividad en hojas, flores y frutos.

El promotor del gen ST1 se activé en todos los drganos de las plantulas etioladas y verdes
durante los 10 primeros dias de crecimiento. La actividad GUS se asocid, principalmente, con
los tejidos vasculares siendo mads intensa en la raiz y en el hipocotilo que en los cotiledones y
en las hojas, al menos en plantulas verdes. En las plantas adultas, el pST1 se activo en la fase
reproductora Unicamente en los granos de polen y en la vaina cuando alcanzé la morfologia
caracteristica de barril, momento en que tanto el funiculo como el hilio de la semilla
presentaron coloracién azul. En cortes transversales de las raices etioladas de plantulas de
6 d, la actividad pST1 se observd en todo el cilindro central, siendo mas intensa en el
periciclo, lo que también ocurrié en las raices de plantulas verdes. En estas ultimas, la
actividad GUS también fue detectada en el cértex. Finalmente, en cortes transversales se

observd que el pST1 se encuentra activo ademds en los haces vasculares de los frutos.

En las plantulas de todas las lineas transgénicas pST2::GUS el promotor fue muy activo en
los haces vasculares de todos los érganos, decreciendo la actividad con la edad de la planta
como se confirmd en las raices secundarias, cuya base aparecié claramente azul, y en la
region mas apical de la raiz principal. Este promotor fue activo en el tallo y las hojas de
plantas adultas asi como en flores y frutos. Durante el desarrollo de las flores, el pST2 se
activé en los estambres y en la base de los sépalos, mientras que en las primeras etapas de
la formacion del fruto se encontrd actividad pST2 en el pedunculo, asi como en las semillas
gue se estaban formando. En etapas mas avanzadas del desarrollo del fruto, cuando la vaina
presentaba espinas y comenzaba a endurecerse, la tincidon azul se mantuvo en la zona de
union del fruto al pedinculo y se encontré ademas en los haces vasculares externos. Los
cortes histoldgicos realizados en la raiz de plantulas de 6 d revelaron una fuerte actividad del
pST2 en el periciclo, independientemente de que las plantas crecieran en oscuridad o en luz.
La actividad del pST2 en las secciones del tallo y de hojas confirmé que la tincidn se asociaba
principalmente a los tejidos conductores, aunque en las hojas también se localizé en la

epidermis superior y en el parénquima en empalizada.
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En plantulas y 6rganos vegetativos de plantas adultas el patréon de actividad GUS
controlado por pST3 presenta ciertas similitudes con el encontrado en las plantas
transgénicas pST2::GUS. El patrén de actividad GUS en las flores y en los frutos fue, sin
embargo, diferente. Durante la formacion de las flores, el promotor pST3 se activd en los
estambres de forma transitoria y las semillas aparecieron marcadas desde el inicio de su
desarrollo hasta que el fruto alcanzé su morfologia definitiva, sin que se detectara marcaje
en la etapa final de su formacién. Los frutos aparecieron marcados a lo largo de su
desarrollo. En los cortes histolégicos se confirmd claramente que la actividad pST3 en la raiz
fue mucho menor en plantulas etioladas que en verdes, mientras que los frutos de las
plantas transgénicas pST3::GUS en distintos estados de desarrollo mostraron una actividad

muy especifica de este promotor.

Al igual que ocurrié al analizar la actividad de otros pST, la tincién GUS en plantulas
pST4::GUS se asocid a los haces vasculares y fue decreciendo con la edad. El promotor pST4
fue el Unico que se activd en los botones florales en etapas muy tempranas, si bien su
actividad fue decreciendo rapidamente segln avanzaba su desarrollo. Una vez producida la
fecundacion, el fruto mostré inicialmente actividad del promotor en la zona apical y
posteriormente a lo largo de todo el drgano. Este marcaje se aprecié claramente en el
funiculo pero no se extendio a las semillas. El promotor se activé fuertemente en los tejidos
vasculares y en el endocarpo, como se observé en la seccién transversal de la vaina.
Finalmente, el pST4 tenia una fuerte actividad en el periciclo de raices de plantulas de 6d

etioladas y verdes.

El pST6 fue claramente activo en los cotiledones de plantulas de 3 y 6 d, decreciendo su
actividad en plantulas de 10 d. En las pldntulas, la tincidén en la raiz fue también muy alta y
en el caso de las plantulas verdes, el color azul no solo abarcd los haces vasculares sino que
se extendio alrededor de los mismos. La actividad del pST6 fue muy alta en raices laterales
desde el inicio de su formacién, como se observé tanto en las raices de plantulas etioladas
como verdes, y a lo largo del crecimiento inicial. En las flores en desarrollo el pST6 se activd
en la base de las anteras y en los dvulos y se encontrd posteriormente en las semillas. Los
cortes histoldgicos de las raices de plantulas pST6::GUS de 6 d demostraron la alta actividad
de este promotor en este drgano y mientras en raices de plantulas etioladas la actividad se
restringid al cilindro central, en las de plantulas crecidas en luz la tincidn se extendié a todos
los tejidos de la misma. La actividad GUS en los cortes histolégicos de frutos jovenes
determiné que la coloracion azul se encontraba principalmente en la regidén de la nucela de

las semillas.
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Seccion 4: Estudio de la acumulacion de los transcritos de los genes ST de Medicago

truncatula

En esta seccidon se recoge el estudio de la acumulacion de los transcritos de los genes de
la familia ST de M. truncatula en distintas partes de la planta a lo largo de su desarrollo, asi

como en respuesta a distintos fitorreguladores u otras condiciones de interés.

Debido a la elevada similitud de secuencia que presentan los genes ST entre si fue
necesario verificar que los cebadores disenados reconocian exclusivamente a cada miembro
de la familia. Esto se realizé por PCR utilizando los pares de oligonucleétidos disefiados

utilizando como molde las ORF clonadas, gDNA y mRNA.

Se estudié en primer lugar la acumulacion de los transcritos de los 6 genes ST de M.
truncatula en los diferentes drganos a lo largo del desarrollo de plantulas crecidas en

oscuridad (etioladas) y en condiciones normales de luz.

Cada uno de los transcritos ST se acumulaba de forma diferente durante el desarrollo de
las plantulas etioladas, tanto en el perfil como en la cantidad, si bien se encontraron algunos
patrones comunes. En estas plantulas etioladas se acumularon casi exclusivamente los
transcritos ST1, ST2 y ST3, sobre todo este Ultimo, tanto en la parte aérea como en la raiz. La
cantidad de transcrito fue siempre menor en la parte aérea que en la raiz y decrecié con la

edad de la plantula en ambos érganos.

Al igual que en plantulas etioladas, en las verdes se encontraron mayoritariamente los
transcritos de los genes ST1, ST2 y ST3, siendo este ultimo el mas abundante en todos los
drganos. En plantulas verdes también se detectaron los transcritos ST6 que no se habian
detectado en las etioladas. Cada uno de los transcritos presentd un perfil diferente, aunque
al igual que en plantulas etioladas, los transcritos ST1, ST2 y ST3 presentaron un maximo de
acumulacién en raices de plantulas de 3 d, mientras que el ST6 presenté el maximo en la

parte aérea de estas mismas plantulas.

Una vez analizados los transcritos de la familia ST de M. truncatula en plantulas de hasta
10 d, se estudié como se acumulaban estos transcritos en raices y hojas de plantas adultas.
Se compararon 3 estados diferentes de hojas atendiendo a su grado de desarrollo. Todos los
transcritos, salvo ST3, fueron mucho mas abundantes en la raiz que en las hojas y por
primera vez en este estudio se detectaron transcritos del gen ST4, si bien Unicamente en

muy pequefia cantidad en raices.
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Para estudiar los niveles de los transcritos ST durante la etapa reproductora, se
establecieron 3 estados de desarrollo de las flores y 3 de desarrollo de los frutos (1 a 3 de
menor a mayor). Ademas se analizo la presencia de transcritos en la semilla verde. A lo largo
de las distintas etapas estudiadas se detectaron todos los transcritos de la familia ST,
excepto ST5, que no se encontrd en ningln caso, y ST4, que solo se hallé en los estados 1y 2
de flores. Los transcritos ST1, ST2 y ST3 se acumularon sobre todo en el estado 2 de flores y
en el 3% estado de desarrollo de frutos. Finalmente, los transcritos ST6 se detectaron en
todos los materiales estudiados, aunque su perfil de acumulacién difiere del encontrado en

ST1,ST2y ST3.

Después de estudiar los niveles de cada transcrito ST en los distintos érganos a lo largo
del desarrollo de la planta, se analizé su acumulacién en plantulas de 7 d expuestas a
distintos tratamientos, que se agruparon en diferentes categorias: crecimiento y desarrollo,

estrés abiodtico e interacciones bidticas.

Los tratamientos con auxinas, CK, GA, BL y estrigolactonas (SL) modificaron los niveles de
los transcritos de la familia ST, excepto los transcritos ST4 y ST5 que no se detectaron en
ningun caso. Se pueden establecer 3 patrones diferentes en la acumulacién de transcritos: el
ST1vy el ST6 se comportaron de forma diferente, mientras que el ST2 y el ST3 compartian el
mismo perfil. En general, las CK aumentaron los transcritos ST1, ST2 y ST3, que se

diferenciaban en que las auxinas solo estimularon el ST1, que también estimulé el ST6.

Se estudio el impacto que producian sobre la acumulacién de los transcritos ST el ABA, el
estrés salino (NaCl) y osmatico (manitol), la carencia de nutrientes (N, y Pi) y la exposicion a
temperaturas desfavorables para el crecimiento (4°C y 37°C). Ninguno de estos
tratamientos alterd la acumulacidn de los transcritos ST4 y ST5, que no fueron detectados.
Cuando las plantas se mantuvieron en un medio con ABA, NaCl o manitol los niveles de los
transcritos ST1 disminuyeron de forma drdstica, mientras que los de los transcritos ST2, ST3
y ST6 aumentaron notablemente. Asimismo las carencias nutricionales afectaron mas
claramente a los transcritos ST1. Solo las altas temperaturas tuvieron un claro efecto

inhibidor de la acumulacién de transcritos ST.

Para completar este estudio, se analizé el efecto que causaron sobre la acumulacién de
los transcritos ST las principales hormonas que regulan las respuestas de la planta a la
interaccion con otros organismos (metil jasmonato, MelA; etileno, ET; y acido salicilico, SA),
algunas combinaciones de ellas y la herida mecanica. Estos compuestos produjeron cambios

importantes en los niveles de los transcritos de todos los miembros de la familia ST,
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incluidos en algunos casos los mMRNA ST4 y ST5. De forma general y con la excepcién de los
transcritos ST6, que se acumulan de forma diferente, la aplicacion de ET y de SA disminuye

los transcritos de los genes ST y el metil jasmonato los induce.

4 Discusion

Las proteinas ST, objeto de estudio de este trabajo, se describieron por primera vez en
guisante (De Vries y col.,, 1983; 1985; Williams y col.,, 1990) y posteriormente se
caracterizaron en garbanzo (Mufioz y col., 1997). La funcién en el desarrollo vegetal de estas
proteinas, que presentan una estructura caracteristica de secuencias de 25 o 26
aminodacidos que se repiten consecutivamente en tandem (De Vries y col., 1985; Williams y

col., 1990; Mufioz y col., 1997), no se conoce.

Con el objetivo de definir la familia ST en su conjunto se han buscado todas las especies
gue codifican proteinas ST (94 especies) y se ha visto que todas ellas pertenecen al Reino
Vegetal, dentro del cual no se distribuyen de forma general sino que se restringen a algunas
familias de dicotiledéneas, siendo mds abundantes en las subclases Asteridae y Rosidae. La
distribucién restringida de las proteinas ST dentro del Reino Vegetal apunta a que su funcion

estaria relacionada con las caracteristicas diferenciales de estas familias de plantas.

En aquellos casos en los que se ha podido estudiar la organizacion de los genes ST, hemos
observado que la mayoria de ellos presentan un intrén en una regidn cercana al codén de
inicio, como ya se habia determinado en P. sativum (Williams y col., 1990), indicando que los
genes ST comparten una misma estructura. Estos genes forman familias multigénicas de
nimero variable en funcién de la especie (entre 2 y 6). En Medicago truncatula hemos
encontrado la familia multigénica mas numerosa, con 6 genes ST lo que, junto al hecho de
gue sea una planta leguminosa modelo, nos ha llevado a centrar nuestro trabajo en la
caracterizacion de la familia ST en esta especie. Los genes ST de M. truncatula tienen una
distribucién caracteristica en el genoma que sugiere que algunos de los genes MtrST se
pueden haber generado por duplicacién, que es un mecanismo frecuente de evolucion y
pueden haber sufrido fendmenos de subfuncionalizacién o neofuncionalizaciéon (revisado en

Koonin, 2005).

Sin duda, la caracteristica mas relevante de las proteinas ST es la presencia de
repeticiones en tdndem con un elevado grado de conservacidon en su secuencia. De acuerdo
a la longitud de sus repeticiones se engloban en la Clase Ill (repeticiones de 5 a 40 residuos)

de la clasificacion establecida por Kajava (2012), que se ha adoptado en este trabajo. El
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analisis de las 136 secuencias ST diferentes encontradas en las busquedas, 72 de las cuales
codificaban proteinas completas, nos ha permitido definir la estructura comun de estas
proteinas. Constan de 3 zonas bien diferenciadas: un péptido sefial, gue comentaremos mas

adelante, una regién no repetida y una regidn de secuencias repetidas en tandem.

Se ha observado que la regién no repetida de las proteinas ST maduras presenta algunos
aminoacidos muy conservados, especialmente una Tyr y un Trp consecutivos y una Cys, que
puede ser objeto de numerosas modificaciones post-traduccionales que son importantes en

la regulacion de la actividad de las proteinas (Beltrao y col., 2013).

La secuencia consenso de la repeticién comienza por un hexapéptido muy conservado
(D/EFEPRP), seguido de 4 aminoacidos (regidn X;) que determinan la clasificacién de las
proteinas ST, y una Tyr en posicion 11 que forman el ndcleo de la repeticion ST.
Frecuentemente las proteinas con repeticiones en tdndem se han asociado con el
establecimiento de uniones proteina-proteina o con otros ligandos. La variabilidad de Ila
region X4, ha permitido establecer 3 tipos diferenciados dentro de la familia y esta zona
podria dar lugar a un bolsillo hidrofébico de reconocimiento de ligandos. La abundancia de
Tyr en las proteinas ST nos llevé a considerar que quiza fueran objeto de fosforilaciéon por
Tyr kinasas pero la mayoria de las Tyr de las repeticiones no estarian sujetas a fosforilacién y
Unicamente MtrST1 y MtrST6 tienen un posible sitio de modificaciéon por Tyr kinasas. Al
contrario que en el conjunto de la familia, dentro de una misma proteina ST las repeticiones
estdn muy conservadas en toda su longitud, tal y como se ha comprobado mediante el
algoritmo T-REKS (Jordd y Kajava, 2009), y se ha relacionado el grado de perfeccién de las
repeticiones con la tendencia de las proteinas a ser intrinsecamente desestructuradas (IUP)
(Jordd y col., 2010). La posibilidad de que las ST sean IUP no se puede descartar por el
momento, ya que presentan caracteristicas propias de estas proteinas (Mathura y col.,
2001). La familia ST se ha asociado al dominio de funcion desconocida 2775 (DUF2775)
(Marchler-Bauer y col., 2011) que comprende una parte de la regién no repetida de las
proteinas y 3 repeticiones en tdndem pero que a la vista de nuestros resultados quiza

debiera reconsiderarse su definicion.

La presencia de un péptido sefial en la secuencia de las proteinas ST indica que estas
proteinas se dirigen a la via de secrecion celular y por lo tanto, podrian encontrarse en
distintos compartimentos en el interior de la célula vegetal, asi como en la pared celular de
la misma. Los algoritmos bioinformaticos utilizados en este trabajo no proporcionan

resultados concluyentes. Sin embargo, los resultados obtenidos in vivo utilizando plantas



Resumen 21

transgénicas p35S::ST-eGFP de arabidopsis en las que se expresan las proteinas ST de M.
truncatula si nos indican el lugar en el que se encuentran. En estas plantas las proteinas ST
se acumulan en la pared celular, y 3 de ellas, MtrST2, MtrST3 y MtrST6, presentan una doble
localizacién, ya que también se han detectado en el interior de la célula, al igual que ocurria
con las proteinas CarST1 y CarST2 de garbanzo (Albornos 2010; Albornos y col., 2014). Se ha
descartado que las proteinas ST de garbanzo sean proteinas estructurales de la misma
(Iglesias, 2007) y se ha establecido que CarST1 no estd unida a la matriz polisacaridica por
enlaces covalentes o idnicos, indicando que estas proteinas permanecen solubles en el
apoplasto (Albornos y col.,, 2014), donde quizd pudieran tener un papel en la defensa

(Soares y col., 2007).

En el estudio de la funcién de las proteinas de la familia ST, nuestra hipoétesis de partida
fue que las proteinas ST de M. truncatula podrian tener funciones especificas y, por lo tanto,
los genes ST podrian estar regulados de forma diferencial durante el desarrollo de la planta
y/o responder a distintos factores ambientales. En base a esta hipdtesis, hemos estudiado
cémo estd regulada la expresidon de cada uno de los genes de la familia ST de M. truncatula,
analizando los promotores, in silico e in vivo, y estableciendo la acumulacién de sus
transcritos. Considerando de forma general el conjunto de resultados obtenidos en este
trabajo las proteinas MtrST de M. truncatula (que denominaremos simplemente ST en
adelante) se pueden agrupar en 3 grupos funcionales que curiosamente coinciden con su
localizacién en el genoma: el formado por la proteina ST1, cuyo gen se halla en el
cromosoma 4; el que constituyen las proteinas ST2 y ST3, codificadas por 2 genes
consecutivos en el cromosoma 3; y el que engloba a las proteinas ST4, ST5 y ST6, cuyos
genes también se encuentran préximos en el cromosoma 3. Esta especializacion dentro de
los miembros de una misma familia de proteinas, se corresponde con una posible evolucién
por duplicacion, donde cada nueva copia del gen habria adquirido diferencias en la

regulacion de su expresion y/o en la secuencia codificante.

Independientemente de las divergencias que nos han llevado a establecer los 3 grupos
funcionales dentro de la familia ST de M. truncatula, hemos encontrado aspectos comunes a

todos ellos, que detallaremos en primer lugar.

El primer aspecto comun estd relacionado con la estructura de los pST. El andlisis
bioinformatico de estos promotores indica que tienen una caja TATA para determinar el
inicio de la transcripcion. Aunque se ha establecido que es mas habitual encontrar

promotores sin caja TATA en los genes de plantas (Morton y col., 2014), se ha visto que su
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presencia es mas frecuente en genes duplicados (Zhou y col., 2011), como podrian ser los ST
de M. truncatula. Ademads, todos los pST contienen elementos cis de regulacién (CRE) por
factores enddgenos (especificos de érganos o tejidos, hormonas y enhancer) y exdgenos
(luz, estrés abidtico e interacciones bidticas), aunque se diferencian en la combinacion
exacta de los diferentes CRE y en su nimero, excepto pST4 y pST6 que son practicamente
iguales. El numero de CRE encontrado en cada promotor ST es muy alto, lo que es habitual
en el andlisis in silico de promotores aunque Unicamente un porcentaje muy bajo de los CRE
encontrados in silico, en torno al 5%, constituird un sitio real de unién de un factor de

transcripcién (TF) y sera funcional (Hardison y Taylor, 2012).

Dentro de las caracteristicas comunes en la actividad de todos los pST durante el
desarrollo vegetativo destacamos: su actividad en luz y oscuridad; su mayor actividad en
etapas tempranas del desarrollo; su actividad en dérganos vegetativos, principalmente en
raices; y su actividad en el cilindro vascular y los nervios de las hojas. Por otra parte, el
analisis de la acumulacién de transcritos confirma en numerosas ocasiones los resultados

del estudio de la actividad de promotores y permite matizar algunos resultados.

Los pST de M. truncatula se activan en plantulas creciendo en oscuridad y en luz, lo que
estd de acuerdo con lo establecido en guisante y garbanzo en los que los transcritos ST se
acumulan tanto en plantulas etioladas como verdes (De Vries y col., 1983; Mufioz y col.,
1997). Sin embargo, mientras generalmente las actividades de los promotores son mas altas
en plédntulas etioladas, sobre todo en los cotiledones y especialmente en arabidopsis, el
analisis de los niveles de transcritos indica lo contario. No es facil explicar estos resultados
en base a la composicién de CRE de los pST ya que ningln elemento por si mismo es capaz
de dirigir la regulacion de un promotor en respuesta a la luz, sino que es la combinacion de
varios CRE lo que determina finalmente el efecto de ésta (Terzaghi y Cashmore, 1995;

Argiello-Astorga y Herrera-Estrella, 1996).

La comparacion de plantulas etioladas y verdes, ademds de para estudiar la regulacidn
por luz, es un buen sistema para establecer la relacion de una proteina con el crecimiento en
elongacion, una de las posibles funciones postuladas para las ST y la mas estudiada hasta el
momento, sobre todo en garbanzo (Mufioz y col.,, 1997; Hernandez-Nistal y col., 2006;
Hernandez-Nistal y col., 2010; Albornos y col., 2014). Sin embargo, nuestros resultados nos
llevan a considerar que, en general, las proteinas ST no estan relacionadas con la elongacion.
Aungue determinados datos nos hacian pensar que la proteina ST1 pudiera estar

involucrada en el proceso de elongacién: la baja acumulacidon de los mismos en plantulas
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etioladas con un crecimiento muy rdpido, la localizacion de la actividad pST1 asociada
principalmente a los haces vasculares, el efecto contradictorio de GA y BL y la fuerte
induccion de la acumulacién del transcrito causada por MelA, un regulador negativo del
crecimiento (Yamane y col.,, 1980; Ueda y Kato, 1982), nos hace descartar esta funcion

también para la proteina ST1.

Cuando consideramos el estado de desarrollo de la planta, la actividad de todos los pST y
la acumulacion de los transcritos en los drganos vegetativos es siempre mayor en los
estados de menor desarrollo. Esta mayor acumulacién de los transcritos ST en drganos
jovenes concuerda con la presencia de CRE asociados a la expresion especifica en zonas
meristematicas. El elemento mas abundante en relacidn con la expresidon en meristemos es
NTBBF1ARROLB. De hecho, en secciones transversales de raices, se vio que todos los pST
tenian en comun una fuerte actividad en las células del periciclo y explica la actividad de los
pST en las raices laterales desde que estas comienzan a emerger. Por tanto, podemos indicar

gue las ST tienen una funcién en las primeras etapas del desarrollo de la raiz.

Aungue los transcritos ST pueden acumularse tanto en las raices como en las partes
aéreas de la planta, independientemente de su estado de madurez, los niveles son mayores
en las raices con pocas excepciones, lo que coincide con la actividad de los pST y confirma el
perfil EST. Asociado a esta actividad mayoritaria en raices encontramos un elevado ndmero

de CRE relacionados con el desarrollo de las mismas.

Otra caracteristica comun de la actividad de los pST en los érganos vegetativos es que se
encuentra fuertemente asociada al cilindro vascular, tanto en la parte aérea como en la raiz.
Los cortes histolégicos de raices revelaron que habia diferencias a nivel tisular en la
actividad de cada promotor en la raiz. Estas diferencias en la expresién de los pST a nivel
tisular reflejan diferencias en la regulacion de estos genes que podrian implicar ademas
diferencias funcionales. La asociacién entre la actividad de los pST y el cilindro vascular,
también relaciona las proteinas ST con células préximas a los haces vasculares como son las
células de transferencia, que facilitan la llegada de nutrientes. Las células de transferencia,
se desarrollan, por ejemplo, en los apices de plantulas jovenes (Pate y col., 1970), en las
venas menores de las hojas (Talbot y col., 2001) o en zonas de ramificacién (Royo y col.,
2007) mientras las conexiones vasculares se establecen adecuadamente. Ademas estas
células son caracteristicas de las zonas de intercambio maternofilial durante la formacién de
semillas. Precisamente, en muchas de estas regiones se ha encontrado una fuerte actividad

de los pST, lo que indica su relacidén con células de transferencia que facilitan la llegada de
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nutrientes a los nuevos organos en desarrollo y apoyaria una funciéon de las ST en el

almacenamiento y/o movilizacién de reservas (Albornos y col., 2014).

Ademas de las caracteristicas comunes que hemos encontrado en la actividad de los
pST, los resultados obtenidos en este trabajo, basados sobre todo en el nivel de los
transcritos de cada uno de los genes ST y el efecto de los diferentes tratamientos sobre su
acumulacién, han sido determinantes para establecer los 3 grupos funcionales en las ST de
M. truncatula antes indicados. A pesar de que en nuestro estudio la regulacién de la
expresion del gen ST1 tiene caracteristicas comunes con ST2 y ST3, muestra algunas
diferencias fundamentales con estos, en especial con respecto a la acumulacién de
transcritos en los diferentes tratamientos analizados. Es por ello que consideramos que
debe constituir un grupo aparte. El hecho de que solo los transcritos de los genes ST1, ST2 y
ST3 sean abundantes en casi todos los momentos del desarrollo analizados, sobre todo ST2
y ST3, puede reflejar que algunas proteinas ST realizan su funciéon durante el desarrollo y

otras actlian en procesos que tienen lugar en respuesta a condiciones muy determinadas.

La proteina ST1 es muy similar a CarST1 a nivel de secuencia, y dado que el tipo | dentro
de la familia ST es un grupo bien diferenciado y las especies que presentan ST de tipo |
contienen solo una, es posible que todas las proteinas ST1 tengan una misma funcién en el
desarrollo vegetal, al contrario que ocurre con las ST de los otros tipos. Existen evidencias
experimentales a favor y en contra de que la proteina ST1 de M. truncatula puede ser un
tipo de proteina de almacenamiento vegetativo (VSP), si bien consideramos mas
determinantes aquellas que se postulan en contra. Por tanto, el conjunto de resultados
obtenidos nos han llevado a concluir que la proteina ST1 no es una VSP, pero si que actla en
el metabolismo del N,. La posible regulacion del pST1 por el estatus de N, en la planta, se
apoya en el hecho de que este promotor es el Unico que contiene un CRE caracteristico de
genes relacionados con el metabolismo de N, (AMMORESIIUDUNIA). Dado que también es
el Unico promotor que presenta el CRE denominado P1BS, relacionado con la activacion
transcripcional de transportadores de Pi, es posible que la proteina ST1 tenga una funcién
mds amplia en el estatus nutricional de la planta y no solo en el del N,. Estos resultados,
podrian relacionar la proteina ST1 con el establecimiento de la simbiosis con bacterias
fijadoras de N, y con hongos formadores de micorrizas, lo que vendria apoyado por el
elevado numero de transcritos encontrados en genotecas realizadas a partir de plantas en
las que se estan estableciendo este tipo de simbiosis. Existen mds datos, algunos
circunstanciales, que permiten pensar que la proteina ST1 puede tener una funcién en las

interacciones de la planta con otros organismos, sean simbidticas o patdgenas. Estos datos
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incluyen la localizacién de ST1 en el apoplasto; la induccién por MelA, que tiene un papel
reconocido en la defensa de la planta; la induccion por IAA y CK, que regulan positivamente
y de forma coordinada la organogénesis de los nddulos (Oldroyd y col., 2011); y el hecho de
qgue las hormonas que regulan negativamente la nodulacién, como ABA (Ding y col., 2008),
ET (Penmetsa y Cook, 1997; Oldroyd y col., 2001) y SA (Martinez-Abarca y col., 1998),

disminuyen drasticamente los transcritos ST1.

El siguiente grupo de nuestra clasificacion funcional lo integran ST2 y ST3. La actividad
de los promotores pST2 y pST3 asi como la alta acumulacién de los correspondientes
transcritos indican una representacion significativa de las proteinas en la planta,
independientemente del estado de desarrollo de la misma. En este caso la actividad de los
promotores pST2 y pST3 se refleja en los niveles de transcritos encontrados en los distintos
drganos lo que indica que, en este caso, la regulacidén de la expresion de los genes depende

en gran medida de la actividad del promotor.

Aparte del hecho de que los transcritos ST2 y ST3 son los mds representados de la
familia de M. truncatula en practicamente todas las condiciones analizadas, una de las
caracteristicas mas destacadas de estos 2 genes es la fuerte acumulacion de sus transcritos
en las semillas verdes, lo que estd en consonancia con la elevada cantidad de CRE
relacionados con la expresion génica en semillas, muchos de ellos especificos de promotores
de genes de proteinas de reserva de semillas (SSP). Se ha establecido que las ST podrian
comportarse como SSP. Sin embargo, se ha comprobado que pST2 y pST3 no presentan
ninguna de las combinaciones de CRE caracteristicas de los promotores de genes SSP
(revisado en Vicente-Carbajosa y Carbonero, 2005). El hecho de que los transcritos ST2 y
ST3, ademas de inducirse fuertemente en la etapa final de formacidon de la semilla,
experimenten un aumento considerable en presencia de ABA, NaCl y manitol nos llevd a
considerar que estas proteinas pudieran ser un grupo de proteinas LEA (late embryogenesis
abundant). Las proteinas ST2 y ST3 comparten las caracteristicas comunes de las LEA como
su alta hidrofilicidad; un alto contenido de Gly y de aminodacidos pequefios, como Ala o Ser;
un alto nimero de aminoacidos cargados, y la falta de Trp y Cys (Garay-Arroyo y col., 2000).
Otra caracteristica comun entre las LEA y las proteinas ST es que, al menos 3 de los 7 grupos
de proteinas LEA establecidos, contienen repeticiones en tandem de una secuencia
conservada (revisado en Battaglia y col., 2008) y finalmente ambos tipos de proteinas
podrian ser IUP, y asi se ha confirmado en algunas LEA (Lisse y col., 1996; Thalhammery col.,
2010; Boucher y col., 2010). Segun el patrén de activacion de los promotores y el perfil de

acumulacién de los transcritos las proteinas ST2 y ST3 se podrian localizar en los mismos
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momentos del desarrollo en los que se ha descrito la presencia de las proteinas LEA

(Nylandery col., 2001; Rorat y col., 2004; Hundermart y Hicha, 2008).

Al igual que las ST, las proteinas LEA se han detectado en diferentes etapas del
desarrollo de las plantas en respuesta a condiciones de déficit hidrico ya sean fisioldgicas,
como la maduracidn de la semilla, o bien ocasionadas por estreses ambientales derivados de
la sequia, la salinidad o las bajas temperaturas (revisado en Battaglia y col., 2008). De hecho,
por su localizacidon subcelular la proteina ST3 podria contribuir a la estabilidad de las
membranas en condiciones de choque osmoético. Esta funcién en la deshidratacién se ve
apoyada por la presencia de diferente sitios CRE en pST2 y pST3. Los factores de
transcripcién que modulan la expresion génica en situaciones de estrés abidtico se unen a
sitios ABRE (ABA-responsive element) (DRE2COREZMRAB17, ABRELATERD1 y ABRERATCAL)
en las respuestas dependientes de ABA. Los promotores pST2 y pST3 contienen sitios ABRE
(3 y 4 respectivamente) y al igual que muchos promotores inducibles por ABA contienen
también elementos G-box (CACGTGMOTIF), que son elementos auxiliares necesarios para
gue ocurra la induccion mediada por otros CRE de respuesta a diferentes estimulos, como
los ABRE (Donald y Cashmore, 1990; Kim y col.,, 1992; Shen y Ho, 1995). Ademas, estos
promotores contienen sitios LTRE (low temperature responsive element) y los sitios de unién
a TF MYB y MYC (Shinozaki y col., 2003; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006), aunque
solo pST3 presenta sitos de unién de TF DRE/CTR (dehydration-responsive element/C
repeat) (DRECRTCOREAT). En relacién con el estrés abidtico, también es interesante la
activacion de pST3 por el tratamiento con MelA y la acumulacion de los transcritos ST2 y
ST3. Los TF WRKY, presentes en ambos promotores, que tradicionalmente se han
relacionado con el estrés bidtico, tienen un papel relevante en la regulacion del estrés
abidtico (Qiu y Yu, 2009). Ademas de las caracteristicas de la regulacion de los genes ST2 y
ST3 que hemos expuesto hasta ahora, la relacidn de las ST con el estrés abidtico se refleja en
el perfil EST, donde un alto porcentaje de secuencias se han encontrado en plantas

sometidas a algln estrés de este tipo, especialmente sequia y salinidad.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo nos llevan a incluir las proteinas
ST4, ST5 y ST6 en un mismo grupo funcional. Los niveles de sus transcritos son mucho
menores que el resto de la familia ST, e incluso indetectables durante el desarrollo
vegetativo, lo que implica que pudieran tener funciones muy especificas. De acuerdo con la
composicion en CRE de los promotores, el perfil EST y el efecto de las hormonas sobre la

acumulacién de sus transcritos proponemos que estas proteinas desempeiien sus funciones
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en la interaccidn con otros organismos, aunque no descartamos que también otros

miembros de la familia puedan participar en estos procesos.

La combinacién de CRE encontrada en cada uno de los 6 pST de M. truncatula fue
diferente, excepto en pST4 y pST6, que tenian los mismos elementos en un nimero muy
similar. Este hecho apuntaria a que ambos genes tienen una regulacién semejante y a que
las proteinas que codifican podrian intervenir en los mismos procesos, llevando a cabo
funciones similares y/o complementarias. Tanto la actividad de los promotores como los
niveles de acumulacion de los transcritos en plantulas indican que la acumulacién del ST6 es
mayor que la del ST4, cuyos transcritos no se detectaron en ningun estado ni drgano de
plantulas. De hecho, los niveles de ST6 son mucho menores que los de los transcritos ST1,
ST2 y ST3 pero no asi la actividad de su promotor que fue muy similar. Esta diferencia puede
deberse a la presencia de algun silenciador distal en el genoma que condicione la actividad
del promotor pST6 en su entorno nativo o a la existencia de algin mecanismo de regulacion

post-transcripcional que afecte a la estabilidad de los mRNA ST6 en la célula.

Las proteinas ST4 y ST6 se han relacionado con el establecimiento de interacciones
bidticas por diferentes razones. El estudio in silico de los promotores pST4 y pST6 indica que
contienen una mayor proporcién de CRE asociados con las respuestas de defensa que los
otros pST. Concretamente, pST4 y pST6 presentan un elevado numero de sitios W-box
(WRKY710S) que es el nucleo de la secuencia de union de los TF WRKY, considerados un
elemento central en la regulacion de la defensa (Eulgem y Somssich, 2007) y sitios de unién
para los TF TGA (ASFIMOTIFCAMYV) (Niggeweg y col., 2000) relacionados con la induccion
mediada por SA de numerosos genes PR (pathogenesis related) (Strompen y col., 1998,
Griner y col., 2003). En cambio, pST4 y pST6 carecen de sitios GCC-like que son los CRE a los
que se unen los TF AP2/ERF que median las respuestas de defensa dirigidas por ET (Eulgem y
Somssich, 2007). Otro aspecto que apoya la participacion de ST4 y ST6 en las relaciones
bidticas, es el hecho de que las principales hormonas de defensa: MelA, SA y ET, modifican
significativamente los niveles de acumulaciédn de sus transcritos. Sin embargo, pese a la
similitud de sus promotores, nuestros resultados indican que la expresidn de los genes ST4 y
ST6 se regula a través de rutas diferentes en la sefializaciéon de defensa: JA y SA,

respectivamente.

El perfil de acumulacién de transcritos ST4 es tipico de genes regulados en la ruta de
defensa coordinada por JA y, ademds, se han encontrado estos transcritos en hojas de

plantas atacadas por Spodoptera exigua, un insecto herbivoro frente al cual se activa la ruta
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del JA (Howe y Jander, 2008), respaldando nuestra idea de que la proteina ST4 tiene un

papel en la defensa de la planta frente a herbivoros.

Una caracteristica muy peculiar en la regulacién de la acumulacién de los transcritos ST6
es que tanto el SA como el ET promueven su aumento. La acciéon conjunta de estas
hormonas no ha sido apenas descrita en el estudio de la defensa, pero se ha encontrado que
frente a algunos patégenos hemibiotrofos la planta activa tanto la via del SA como la del ET
(Sasek y col.,, 2012), lo que puede explicar que este transcrito se induzca por ambas
hormonas. La composicion en CRE del promotor pST6 y el efecto de las hormonas de
defensa sobre la acumulacién de los transcritos apuntan a un papel de la proteina ST6 en la
defensa frente a patdgenos biotrofos. Numerosos autores han sefialado que la acumulacion
de los transcritos ST6 se incrementa notablemente en plantas que establecen micorrizas
arbusculares (AM) (Wulf y col., 2003; Hohnjec y col., 2005; Liu y col., 2007), aunque todavia
no se conoce en profundidad el papel que juegan las hormonas en el establecimiento de la
AM (Gutjahr y Paszkowski, 2009; Gutjahr, 2014). Con estos datos parece que la proteina ST6
tendria una funcién durante el establecimiento de interacciones bidticas, beneficiosas o no,
para el cual la expresion del gen ST6 estd especificamente regulada y en el que
posiblemente no participarian otras proteinas ST. Queda por determinar cudl es su papel en

el establecimiento de AM.

Finalmente, dentro de este grupo de ST de M. truncatula, las situaciones en las que se
ha acumulado el transcrito ST5, similares a las de la defensina PDF1.22 (Penninckx y col.,
1998), relacionan a la proteina por ellos codificada con la respuesta de defensa a patégenos

necrotrofos.

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto la especificidad de la
regulaciéon de la expresion génica en la familia ST de M. truncatula. Sin duda, esto debe
traducirse en una cierta especializacién funcional de las proteinas como proponemos en

esta discusion.

5 Conclusiones

1. Las proteinas ST son un nuevo tipo de proteinas exclusivas de algunas familias de
dicotiledéneas dentro del Reino Vegetal. Se caracterizan por la presencia del dominio
DUF2775 y estan codificadas por familias multigénicas de hasta 6 miembros, como en
Medicago truncatula. Los genes ST mantienen una estructura conservada con un

intron préximo al extremo 5°. Las proteinas ST tienen 3 regiones bien diferenciadas:
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un péptido sefal, una zona N-terminal no repetida y una zona de repeticiones en
tandem. El nucleo de las repeticiones consiste en un hexapéptido muy conservado,
seguido de un tetrapéptido variable que denominamos X4 y una Tyr en posicion 11
totalmente conservada. Segun la secuencia del tetrapéptido X4 se pueden dividir en
tres tipos estructurales. A pesar de que las proteinas ST presentan ciertas similitudes
con las proteinas con repeticiones en tdndem de la Clase lll, tienen caracteristicas
Unicas que no permiten incluirlas claramente en ninguno de sus grupos, pudiendo ser

proteinas intrinsecamente desestructuradas.

Las proteinas ST tienen un péptido senal que las introduce en la via de secrecidn, si
bien el analisis bioinformdtico no permitié determinar su localizacién subcelular. Sin
embargo, los resultados obtenidos in vivo indican que las ST de Medicago truncatula
se encuentran localizadas en la pared celular y, tres de ellas, ST2, ST3 y ST6 se situan
también en el interior de la célula. Esto indica que la doble localizacién subcelular no

es una caracteristica comun de todas las proteinas ST.

Los promotores de los genes que codifican las 6 proteinas ST de Medicago truncatula
se activan fundamentalmente en las raices, sobre todo en los primeros momentos de
su desarrollo, y en las zonas mas jovenes de plantulas tanto etioladas como verdes. Su
actividad no depende de la luz y se asocia al cilindro vascular. Ademas, todos ellos se
activan en diferentes etapas y/o tejidos durante el desarrollo de flores, frutos y
semillas. El estudio de los elementos cis reguladores y la actividad de los promotores,
asi como el analisis de la acumulacion de los transcritos, revela diferencias
significativas entre los 6 miembros de la familia multigénica de Medicago truncatula,
lo que nos ha llevado a establecer 3 grupos funcionales, confirmando nuestra

hipdtesis de partida de que cada ST puede tener funciones especificas.

La proteina ST1 podria estar relacionada con el estatus nutricional de la planta, en

concreto con el metabolismo y movilizacidn del nitrégeno y el fosfato inorganico.

Las proteinas ST2 y ST3, cuyos transcritos son los mas representados, forman un grupo
funcional y parecen relacionadas con la proteccidn frente a la desecacién, de forma

similar a las proteinas abundantes en la embriogénesis tardia o proteinas LEA.

Las proteinas ST4, ST5 y ST6 de la familia ST de Medicago truncatula parecen actuar
principalmente en las interacciones bidticas, si bien cada una de ellas estd asociada a

una ruta diferente de sefializacion.
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