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 Resum 
 Les  plantes,  durant  tot  el  seu  cicle  de  vida,  s'enfronten  a  nombrosos  reptes  en  el 

 desenvolupament,  incloent  fer  front  a  diferents  estressos  abiò�cs  i  biò�cs.  Entre  els  diversos 

 mecanismes  de  regulació  i  defensa  de  les  plantes  ,la  modificació  pos�raduccional  de  les 

 proteïnes  anomenada  SUMOilació  és  un  dels  més  importants.  Tot  i  que  es  coneix  que  està 

 implicada  en  diverses  funcions  cel·lulars  (com  la  transcripció,  la  traducció  i  l'estabilitat  del 

 genoma)  i  de  l’organisme  (com  la  resposta  a  diferents  estressos),  encara  queden  moltes 

 funcions regulades per la SUMOilació per entendre. 

 El  present  treball  es  centra  a  estudiar  la  importància  de  la  regulació  mitjançant  conjugació  de 

 SUMO  de  tres  factors  de  transcripció  de  resposta  a  l’hormona  e�lè  (  ERF  s,  de  l’anglès 

 ethylene-responsive  transcrip�on  factor).  Els  ERF  s  par�cipen  en  la  resposta  induïda  per 

 l'hormona  e�lè  i  controlen  el  desenvolupament  de  la  planta  i  les  respostes  a  alguns  estressos,  i 

 la  seva  ac�vitat  es  pot  veure  afectada  per  la  SUMOilació.  En  aquest  estudi  s'han  fet  un  seguit 

 d'experiments  per  analitzar  si  existeixen  diferències  feno�piques  entre  plantes  d’  Arabidopsis 

 thaliana  silvestre  i  sobreexpresores  dels  gens  ERF  2,  ERF6  i  ERF104  en  les  seves  formes 

 SUMOilables  o  no,  i  plantes  mutants  de  pèrdua  de  funció  d’aquests  gens.  L'anàlisi  feno�pic  s’ha 

 realitzat  tant  en  absència  d'estrès  com  en  presència  de  diferents  �pus  d'estrès  com  ara  salí, 

 osmò�c,  presència d’e�lè o de metalls pesants. 

 Amb  aquest  estudi  hem  determinat  que  en  absència  d'estrès  els  gens  ERF2,  6  i  104  no  regulen 

 ni  el  desenvolupament  ni  la  capacitat  fotosintè�ca  de  les  plantes.  En  condicions  d'estrès,  sí  que 

 vam  determinar  el  paper  que  juguen  els  ERF  s  d’aquest  estudi.  Es  conclou  que  per  exposició 

 d’e�lè  els  gens  ERF2,  6  i  104  no  tenen  un  efecte  sobre  l’allargament  de  l’hipocò�l.  Amb  metalls 

 pesants  trobem  com  la  SUMOilació  d’ERF2  sí  que  confereix  tolerància  als  metalls  coure,  cadmi  i 

 bor,  la  SUMOilació  d’ERF6  i  104  confereix  únicament  tolerància  al  coure  i  la  SUMOilació 

 d’ERF104  afecta  nega�vament  la  tolerància  al  cadmi.  Per  úl�m,  els  ERFs  mencionats 

 anteriorment no van resultar tenir cap paper en la tolerància a l’estrès salí o osmò�c. 
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 Resumen 

 Las  plantas,  durante  todo  su  ciclo  de  vida,  se  enfrentan  a  numerosos  retos  en  el  desarrollo, 

 incluyendo  hacer  frente  a  dis�ntos  estreses  abió�cos  y  bió�cos.  Entre  los  dis�ntos  mecanismos 

 de  regulación  y  defensa  de  las  plantas,  la  modificación  postraduccional  de  las  proteínas 

 llamada  SUMOilación  es  uno  de  los  más  importantes.  Aunque  se  conoce  que  está  implicada  en 

 varias  funciones  celulares  (como  la  transcripción,  la  traducción  y  la  estabilidad  del  genoma)  y 

 del  organismo  (como  la  respuesta  a  diferentes  estreses),  todavía  quedan  muchas  funciones 

 reguladas por la SUMOilación por comprender. 

 El  presente  trabajo  se  centra  en  estudiar  la  importancia  de  la  regulación  mediante  conjugación 

 de  SUMO  de  tres  factores  de  transcripción  de  respuesta  a  la  hormona  e�leno  (  ERF  s,  del  inglés 

 ethylene-responsive  transcrip�on  factor).  Los  ERF  s  par�cipan  en  la  respuesta  inducida  por  la 

 hormona  e�leno  y  controlan  el  desarrollo  de  la  planta  y  las  respuestas  a  algunos  estreses,  y  su 

 ac�vidad  puede  verse  afectada  por  la  SUMOilación.  En  este  estudio  se  han  realizado  una  serie 

 de  experimentos  para  analizar  si  existen  diferencias  feno�picas  entre  plantas  de  Arabidopsis 

 thaliana  silvestre  y  sobreexpresoras  de  los  genes  ERF2,  ERF6  y  ERF104  en  sus  formas 

 SUMOilables  o  no,  y  plantas  mutantes  de  pérdida  de  función  de  estos  genes.  El  análisis 

 feno�pico  se  ha  realizado  tanto  en  ausencia  de  estrés  como  en  presencia  de  dis�ntos  �pos  de 

 estrés como salino, osmó�co, presencia de e�leno o de metales pesados. 

 Con  este  estudio  hemos  determinado  que  en  ausencia  de  estrés  los  genes  ERF2,  6  y  104  no 

 regulan  ni  el  desarrollo  ni  la  capacidad  fotosinté�ca  de  las  plantas.  En  condiciones  de  estrés,  sí 

 que  hemos  determinado  el  papel  que  juegan  los  ERFs  de  este  estudio.  Se  concluye  que  por 

 exposición  de  e�leno  los  genes  ERF2,  6  y  104  no  �enen  un  efecto  sobre  el  alargamiento  del 

 hipocó�lo.  Con  metales  pesados  encontramos  como  la  SUMOilación  de  ERF2  sí  confiere 

 tolerancia  a  los  metales  cobre,  cadmio  y  boro,  la  SUMOilación  de  ERF6  y  104  confiere 

 únicamente  tolerancia  al  cobre  y  la  SUMOilación  de  ERF104  afecta  nega�vamente  a  la 

 tolerancia  al  cadmio.  Por  úl�mo,  los  ERFs  mencionados  anteriormente  no  resultaron  tener 

 ningún papel en la tolerancia al estrés salino u osmó�co. 
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 Abstract 

 Plants,  throughout  their  life  cycle,  are  subjected  to  numerous  challenges  in  development  such 

 as  bio�c  or  abio�c  stress.  Among  different  regula�on  and  defense  mechanisms  of  plants,  the 

 post-transla�onal  modifica�on  of  proteins  called  SUMOyla�on  is  one  of  the  most  important. 

 Although  it  is  known  that  it  is  involved  in  several  cellular  func�ons  (such  as  transcrip�on, 

 transla�on  and  genome  stability)  and  in  the  organism  (such  as  the  response  to  different 

 stresses), there are s�ll many func�ons regulated by SUMOyla�on to be understood. 

 The  present  thesis  focuses  on  the  study  of  the  importance  of  the  SUMO  conjuga�on-based 

 regula�on  of  three  ethylene-responsive  transcrip�on  factors  (  ERF  s).  ERF  s  take  part  in  the 

 ethylene-induced  response  aside  from  controlling  plant  development  and  stress  response,  and 

 their  ac�vity  can  also  be  affected  by  SUMOyla�on.  In  this  study,  mul�ple  tests  have  been 

 conducted  in  order  to  analyze  the  possible  phenotypic  differences  between  Arabidopsis 

 thaliana  wild-type  and  overexpressed  of  the  genes  ERF2  ,  ERF6  and  ERF104  plants  in  their 

 SUMOylated  forms  or  not,  and  loss-of-func�on  mutant  plants  for  these  genes.  A  phenotypic 

 analysis  has  been  carried  out  in  both  absence  and  presence  of  mul�ple  types  of  stress  such  as 

 saline, osmo�c and the presence of ethylene or heavy metals. 

 The  study  has  concluded  that,  in  the  absence  of  stress,  ERF2,  6,  104  genes  do  not  regulate 

 either  the  plants  development  or  its  photosynthe�c  capacity.  In  contrast,  under  stress 

 condi�ons,  it  has  been  proved  that  ERF  s  from  this  study  played  an  important  role.  This  is,  these 

 genes  not  having  any  effect  on  hypocotyl  elonga�on  due  to  ethylene  exposure.  On  the  other 

 hand,  in  presence  of  heavy  metals  SUMOyla�on  of  ERF2  does  not  provide  tolerance  to  copper, 

 cadmium  and  boron.  Moreover,  SUMOyla�on  of  ERF6  and  104  only  confers  tolerance  to 

 copper.  Also,  SUMOyla�on  of  ERF104  nega�vely  affects  tolerance  to  cadmium.  Finally,  the 

 previously  men�oned  ERFs  did  not  appear  to  have  any  role  in  saline  or  osmo�c  stress 

 tolerance. 
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 UNITATS 
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 M: Molar, mM: millimolar,  μM: micromolar. 
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 Abiò�c:  Dit de l'estructura o el procés esdevingut  sense la intervenció d'éssers vius. 
 Alifà�c:  Compost  orgànic  que  disposa  d'una  cadena  oberta  com  estructura  de  les  seves 
 molècules. 
 Biò�c:  Rela�u o pertanyent a la vida. 
 Element  regulador  en  cis:  Regions  no  codificants  de  l’ADN  que  regulen  la  transcripció 
 dels gens propers. 
 Floral-dip  :  Mètode  de  transformació  vegetal  que  consisteix  en  la  immersió  de  les  flors 
 de  plantes  en  un  cul�u  d'  Agrobacterium  tumefaciens  que  conté  un  transgen  d’interès 
 durant  uns  segons.  Permet  la  transformació  d’  Arabidopsis  thaliana  sense  haver  de 
 passar per cul�u  in vitro. 
 Fosforilació:  Procés químic en el qual s'incorpora  d'un grup fosfat a una molècula. 
 Gens  cons�tu�us:  També  denominats  gens  de  manteniment,  en  anglès  housekeeping  . 
 Codifiquen  proteïnes  necessàries  per  al  metabolisme  bàsic  cel·lular  i  es  caracteritzen 
 per  tenir  nivells  d'expressió  constant  en  totes  les  cèl·lules  i  condicions  d'un  mateix 
 organisme. 
 Glicosilació:  Procés químic en el qual s'afegeix un  carbohidrat a una altra molècula. 
 Heterodimèric:  Molècula formada per de dos monòmers  diferents. 
 Homozigot:  Dit  de  l'individu  diploide  els  al·lels  del  qual  són  iguals  per  a  un  locus 
 cromosòmic determinat. 
 In silico  :  Fet per ordinador o via simulació computacional. 
 Nitrosilació:  Procés  químic  en  el  qual  s'incorpora  un  grup  covalent  d'un  fragment 
 "nitrosil" d'òxid nítric en una altra molècula. 
 Patogen:  Que causa malal�a. 
 Planta  sobreexpresora:  Planta  que  expressa  un  gen  en  nivells  més  elevats  que  la 
 corresponent planta silvestre. 
 Planta  transgènica:  Planta  que  conté  un  transgen.  Planta  que  introdueix  un  o  diversos 
 gens nous per modificar la funció d'un gen propi. 
 Senescència:  Procés d’envelliment. 
 Transesterificació:  Intercanvi  d'un  grup  orgànic  R  d'un  èster  amb  el  grup  orgànic  R  d'un 
 alcohol. 
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 1.  Introducció 

 1.1.  Les modificacions postraduccionals 

 El  dogma  central  de  la  biologia  molecular  afirma  que  la  informació  genè�ca  flueix  en  una  sola 

 direcció:  de  l'ADN  a  l'ARN  i  d'aquest  a  proteïna  (Crick,  1970).  Les  proteïnes  són  polímers 

 formats  per  la  unió  d'aminoàcids  ordenats  específicament  que  adopten  una  estructura 

 tridimensional  que  permet  diferenciar  unes  molècules  d'unes  altres  i  d'aquesta  manera 

 desenvolupar funcions diferents. 

 A  la  regulació  de  la  síntesi  d’aquestes  molècules  se  l'anomena  regulació  de  l'expressió  gènica  o 

 genè�ca.  Als  organismes  que  es  troben  molt  dependents  de  les  condicions  del  seu  entorn,  la 

 regulació  de  l’expressió  gènica  i  per  tant  la  producció  de  proteïnes  ha  de  permetre'ls  respondre 

 a  les  modificacions  mediambientals  amb  l'objec�u  de  garan�r  la  seva  supervivència.  La 

 u�lització  d'una  part  o  una  altra  de  la  seva  dotació  genè�ca  els  hi  facilitarà  adaptar-se 

 adequadament al seu entorn (Merino Pérez et al., 2020). 

 Les  proteïnes  són  les  efectores  de  gran  part  de  les  funcions  fisiològiques  a  l'interior  de  les 

 cèl·lules  i  el  seu  paper  en  el  medi  extracel·lular  també  és  fonamental.  L'estructura  i  funció  de 

 les  proteïnes  no  està  únicament  regulada  per  la  seva  síntesi  o  degradació,  sinó  també  per 

 canvis  químics  que  modifiquen  les  proteïnes  un  cop  sinte�tzades.  Aquestes  variacions  és 

 coneixen  com  modificacions  postraduccionals  (també  conegudes  com  PTM  de  les  sigles  en 

 anglès  de  post-transla�onal  modifica�ons)  i  són  produïdes  generalment  per  enzims 

 especialitzats  amb  posterioritat  a  la  biosíntesi  d’una  proteïna.  Aquestes  modificacions  poden 

 tenir  lloc  mitjançant  l’addicció  de  pe�tes  molècules  com  grups  fosfat  o  ace�l,  glúcids,  lípids, 

 ubiqui�na,  etc.,  exis�nt  més  de  200  �pus  de  PTMs  diferents  (Jensen,  2006).  Així  doncs, 

 qualsevol  proteïna  del  proteoma  d’un  organisme  pot  modificar-se  després  o  durant  la 

 traducció.  D’aquesta  manera,  les  PTMs  incrementen  el  repertori  de  proteïnes  cel·lulars  i,  en 

 conseqüència,  generen  una  gran  font  de  variació  més  enllà  de  la  que  ve  determinada  per  l’ADN 

 o  la  variació  dels  nivells  d’ARN  (Kerscher  et  al.  2006).  A  més,  les  PTMs  són  importants  per 

 regular  l’ac�vitat,  l’estabilitat  i  la  localització  intracel·lular  de  les  proteïnes  (Bayer  et  al.,  1998). 
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 Així  doncs,  entendre  com,  quan  i  el  perquè  té  lloc  aquesta  modulació  proteica  és  essencial  per 

 comprendre el funcionament dels organismes. 

 1.2.  La ubiqui�na, la família de proteïnes similars a la ubiqui�na 

 (UBLs) i la proteïna  Small Ubiqui�n-like Modifier  (SUMO) 

 La  ubiqui�na  va  ser  la  primera  proteïna  iden�ficada  com  a  modificador  pos�raduccional  en 

 eucariotes  i  està  present  en  diferents  teixits  i  organismes.  Des  del  seu  descobriment,  tota  una 

 família  sencera  de  pe�tes  proteïnes  relacionada  amb  aquesta  ha  sigut  descrita  i  nomenada 

 com  "Ubiqui�n  like  proteins"  (UBLs).La  ubiqui�na  és  el  representant  més  destacat  dels 

 modificadors  post-traduccionals  amb  estructura  conservada  entre  les  espècies.  La  seva  unió  és 

 un  procés  reversible  i  té  lloc  mitjançant  una  cascada  enzimà�ca  que  es  coneix  com  a 

 ubiqui�nació.  La  unió  de  la  ubiqui�na  als  seus  substrats  permet  la  degradació  d’aquests, 

 regulant d’aquesta manera la vida mitjana de les proteïnes  (Kerscher et al., 2006). 

 La  proteïna  SUMO,  de  l'anglès  S  mall  U  biqui�n-like  Mo  difier,  és  un  pe�t  polipèp�d  format  per 

 uns  cent  aminoàcids  que,  des  de  que  va  ser  descobert  l’any  1996,  s’ha  conver�t  en  un  membre 

 molt important de modificadors postrancripcionals. 

 Tot  i  que  SUMO  i  la  ubiqui�na  tan  sols  presenten  un  18%  de  similitud  de  la  seva  seqüència 

 d'aminoàcids,  comparteixen  la  mateixa  estructura  terciària  ben  definida  denominada  ub-Fold 

 (UFD)  caracteritzada  per  un  plegament  de  fulles  β  entorn  d’una  hèlix  α  (plec  ββαββαβ  �pic)  i 

 un C-terminal doble de glicerina  (Bayer et al., 1998)  (Figura 1). 

 Figura  1.  Representació  de  l'estructura  3D  de  les  proteïnes  humanes  ubiqui�na,  SUMO1  i  SUMO2/3.  (Adaptada 
 de Mar�n et al., 2007) 
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 Tot  i  que  SUMO  i  ubiqui�na  tenen  una  estructura  similar,  difereixen  en  la  seva  funció.  La 

 ubiqui�na  majoritàriament  està  relacionada  amb  el  control  de  la  vida  mitjana  de  les  proteïnes. 

 En  canvi,  la  funció  de  la  proteïna  SUMO  és  molt  variable  i  dependent  a  la  proteïna  modificada. 

 Algunes  de  les  modificacions  de  proteïnes  per  la  conjugació  de  la  proteïna  SUMO  han  estat  ben 

 caracteritzades  i  existeixen  diversos  estudis  que  mostren  la  seva  vinculació  a  diferents 

 processos  com  el  manteniment  i  la  remodelació  de  la  croma�na,  la  reparació  i  replicació  de 

 l’ADN,  el  transport  subcel·lular,  la  regulació  transcripcional  i  la  senyalització  cel·lular  (Heun, 

 2007). 

 1.3.  La SUMOilació 

 La  SUMOilació  es  un  procés  mecànicament  similar  al  de  conjugació  de  la  ubiqui�na.  De  forma 

 anàloga  al  procés  d’ubiqui�nació,  la  conjugació  de  SUMO  amb  proteïnes  diana  implica  l’acció 

 seqüencial  dels  enzims  ac�vadors  (E1),  conjugadors  (E2)  i  lligases  (E3)  (Lois  et  al.,  2003).  Aquest 

 procés  consta  de  quatre  etapes:  la  maduració,  l’ac�vació,  la  conjugació,  la  lligació  i  la 

 desSUMOilació  (Figura  2).  Primerament,  SUMO  és  sinte�tzada  com  proteïna  precursora  que 

 necessita  ser  processada  per  exposar  el  mo�u  C-terminal  (Glicina-Glicina,  Gly-Gly) 

 comunament  conservat.  Aquest  pas  es  mediat  per  les  ULPs  (  Ubiqui�n-like  proteases  ,  proteases 

 de  �pus  cisteïna  específiques  de  SUMO)  (Johnson  &  Gupta,  2001).  L’ac�vació  de  SUMO 

 comença  amb  una  reacció  dependent  d’ATP  catalitzada  per  l’enzim  ac�vador  heterodimèric  E1 

 (SAE1  /  SAE2)  que  dona  com  a  resultat  la  proteïna  SUMO  adenilada.  Seguidament,  SUMO  és 

 transferida  a  la  cisteïna  catalí�ca  present  en  l’enzim  conjugador  E2  mitjançant  una  reacció  de 

 transesterificació.  En  la  tercera  reacció,  SUMO  és  unida  a  la  proteïna  diana  mitjançant  un  enllaç 

 isopep�dic  entre  l’extrem  C-terminal  del  modificador  i  el  grup  ε-amino  d’un  residu  de  Lisina  en 

 el substrat. 

 En  la  majoria  dels  casos  la  SUMOilació  té  lloc  en  un  residu  de  lisina  con�ngut  en  la  seqüència 

 consens  ΨKxE/D  (on  Ψ  és  un  residu  alifà�c  (Isoleucina,  Valina  o  Leucina);  K  :  lisina;  X:  qualsevol 

 aminoàcid;  E/D:  glutamat  o  aspàr�c)  (Bernier-Villamor  et  al.,  2002).  Aquest  pas  final  és  facilitat 

 per  l’enzim  lligasa  E3  que  interactua  amb  SUMO  transferida  des  de  l’enzim  E2  fins  al  substrat. 

 L'úl�ma  etapa  del  procés  és  la  desSUMOilació,  fent  de  la  SUMOilació  un  procés  reversible. 
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 Aquesta  etapa  de  desconjugació  és  catalitzada  per  la  mateixa  família  de  proteases  que  duen  a 

 terme la maduració. 

 Figura  2.  Cicle  de  la  SUMOilació  i  de  SUMOilació.  (1)  Processament  del  precursor  de  SUMO  per  les  proteases  de 
 SUMO  (SENP).  (2)  Exposició  de  la  di-glicina  de  SUMO  i  formació  d’un  enllaç  �oèster  amb  una  cisteïna  catalí�ca  de 
 SAE2  d'una  manera  dependent  d'ATP.  (3)  Reacció  de  transesterificació  on  SUMO  passa  de  l'enzim  ac�vador 
 heterodimèric  E1  (SAE1  /  SAE2)  a  l'enzim  de  conjugació  E2  (UBC9).  (4)  Unió  de  SUMO  a  la  proteïna  diana  (aquí 
 indicada  com  a  SUBSTRATE)  mitjançant  l'enzim  E2,  procés  on  també  intervé  l'enzim  E3  lligasa.  (5)  Trencament  de 
 l’enllaç  isopep�dic  amb  el  substrat  per  les  proteases  SENP.  ATP,  adenosina  trifosfat;  C,  carboni;  GG,  di-glicina; 
 SENP,  proteases específiques de sentrina; S, SUMO. Font: Talamillo et al., 2020. 
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 1.4.  Implicacions biològiques de SUMO en plantes 

 La  unió  de  SUMO  a  les  proteïnes  dianes  pot  provocar-los  un  canvi  d’ac�vitat  ja  que  pot  generar 

 o  bloquejar  super�cies  d’interacció  de  la  proteïna  diana.  Aquestes  modificacions 

 postraduccionals  mediades  per  SUMO  tenen  com  a  conseqüència  diferents  efectes  biològics  en 

 les  plantes  (Kurepa  et  al.,  2003)  .S’ha  demostrat  que  la  SUMOilació  juga  un  paper  fonamental 

 en  processos  de  desenvolupament  i  defensa  de  les  plantes,  a  més  d’estar  implicada  en  la 

 regulació de les respostes a l’estrès abiò�c, biò�c i les respostes hormonals (Figura 3). 

 Figura 3.  Esquema de les implicacions biològiques  de SUMO en plantes  (Elaboració pròpia). 
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 1.4.1.  La SUMOilació i les respostes de les plantes a l’estrès abiò�c 

 La  SUMOilació  es  un  procés  essencial  davant  els  diferents  estressos  ambientals  ja  que 

 indueixen  una  acumulació  dràs�ca  de  conjugats  SUMO.  En  plantes,  aquesta  acumulació  de 

 conjugats  s’ha  pogut  observar  en  la  planta  model  Arabidopsis  thaliana  (d’ara  en  endavant 

 arabidopsis)  com  a  resposta  a  elevades  o  baixes  temperatures,  sequera,  salinitat,  sucres, 

 exposició  a  metalls  pesants,  incubació  en  peròxid  d’hidrogen,  etanol  i  cannavanina  (Miura  et 

 al., 2005). 

 Diversos  estudis  han  mostrat  que  existeix  una  relació  inversa  entre  l’elevada  conjugació  i  la 

 baixa  quan�tat  de  SUMO  lliure  i  que  aquesta  correlaciona  amb  la  duració  i  la  intensitat  de 

 l’estrès.  En  altres  paraules,  es  podria  dir  que  la  SUMOilació  actua  transitòriament,  ja  que  la 

 quan�tat  de  conjugats  comença  a  disminuir  un  cop  finalitza  l’aplicació  de  l’estrès  (Kurepa  et  al., 

 2003). 

 1.4.2.  La SUMOilació i les respostes de les plantes a l’estrès biò�c 

 Les  plantes  s'enfronten  constantment  a  una  mul�tud  d’estressos  biò�cs  que  involucren  una 

 miríada  de  patògens  microbians  i  herbívors.  En  els  cul�us,  les  infeccions  per  patògens  donen 

 com  a  resultat  pèrdues  agronòmiques  significa�ves  en  tot  el  món,  el  que  representa  una 

 amenaça  per  a  la  seguretat  alimentària  (Sharma  et  al.,  2021).  Per  tal  de  protegir-se  de  les 

 infeccions,  les  plantes  han  desenvolupat  diversos  mecanismes  per  tal  de  percebre  l’atac  de 

 patògens i desenvolupar ràpidament programes específics de resposta i defensa. 

 Les  plantes  compten  amb  diferents  línies  de  defensa  (morfològiques,  bioquímiques  i 

 moleculars)  contra  agents  biò�cs.  La  primera  línia  es  basa  en  els  patrons  moleculars  associats  a 

 patògens  o  microbis  (PAMPs,  de  pathogen-associated  molecular  paterns),què  són  els 

 determinants  moleculars  que  desencadenen  respostes  immunitàries  induïbles  (Cook  et  al., 

 2015).  La  segona  s’anomena  resposta  hipersensible  (HR  ,  hypersensi�ve  response)  i  és  més 

 específica  que  l’anterior,  ja  que  dirigeix  la  mort  cel·lular  programada  de  les  cèl·lules  vegetals 

 infectades  mitjançant  la  producció  d'espècies  reac�ves  d’oxigen  (ROS,  reac�ve  oxygen  species) 

 (Jones & Dangl, 2006). 

 Tot  i  que  les  línies  de  defensa  mencionades  anteriorment  són  ú�ls,  poden  ser  suprimides  i 

 finalitzar  amb  cèl·lules  vegetals  infectades.  Per  aquesta  raó,  l’estudi  dels  mecanismes  de 
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 modificació  postraduccional  com  són  la  fosforilació,  la  ubiqui�nació,  la  SUMOilació,  la 

 nitrosilació  i  la  glicosilació  han  estat  en  el  punt  de  mira  en  els  úl�ms  anys,  i  s’ha  revelat  que 

 tenen  una  considerable  importància  i  implicació  en  les  respostes  de  defensa  de  les  plantes 

 envers a patògens  (Stulemeijer & Joosten, 2008). 

 1.5.  L’e�lè i els factors de transcripció de resposta a l’e�lè 

 Com  s'ha  mencionat  anteriorment,  les  plantes  s'adapten  constantment  als  canvis  ambientals  i 

 la  regulació  de  l'expressió  gènica  és  un  dels  processos  més  importants  en  el  control  de  les 

 respostes  a  aquests  canvis  i,  per  tant,  del  desenvolupament  vegetal.  Un  pas  rellevant  en  el 

 control de les respostes a l'estrès és l'ac�vació o repressió transcripcional dels gens. 

 En  la  modulació  de  l'expressió  gènica  és  necessària  la  presència  de  seqüències  reguladores 

 properes  als  gens  (element  regulador  en  cis)  i  de  proteïnes  reguladores.  Aquestes  proteïnes, 

 conegudes  com  a  factors  de  transcripció,  s'uneixen  a  les  seqüències  reguladores  de  l'ADN  i 

 ac�ven  o  reprimeixen  la  transcripció  dels  gens.  Els  factors  de  transcripció  tenen  funcions 

 fonamentals  en  quasi  tots  els  processos  biològics  com  el  desenvolupament,  el  creixement  i  les 

 respostes  a  estrès,  i  s'assumeix  que  han  �ngut  un  paper  preponderant  en  l'evolució  de  les 

 espècies (Tiessen et al., 2009). 

 L'e�lè  és  una  hormona  vegetal  (fitohormona)  gasosa  que  influeix  en  diferents  processos  de 

 creixement  i  desenvolupament  de  les  plantes,  incloses  la  germinació,  la  senescència,  l'abscisió 

 de  fulles  i  flors,  l'allargament  cel·lular,  la  maduració  del  fruit,  la  modulació  i  la  resposta  a  una 

 gran  varietat  d'estressos  (Ma�oo  &  Su�le,  2018).  L’e�lè  ha  estat  ben  definit  en  la  regulació  de 

 l’allargament  de  l’hipocò�l,  creixement  i  diferenciació  radicular  i  desenvolupament  foli  ar.  Atès 

 que  l'e�lè  regula  múl�ples  aspectes  del  desenvolupament  de  les  plantes  i  les  respostes  a 

 l'estrès,  el  resultat  de  la  seva  senyalització  necessita  una  modulació  adequada  segons  les 

 condicions  espai-temporals  i  ambientals  (Ecker  et  al.,  199  5  )  .  Les  proteïnes  encarregades  de  la 

 regulació  transcripcional  de  la  resposta  a  aquesta  hormona  s’anomenen  factors  de  transcripció 

 de  resposta  a  l’e�lè  (ERFs,  de  l’anglès  ethylene-responsive  transcrip�on  factors  ).  Aquestes 

 proteïnes  són  membres  de  la  superfamília  AP2/ERF,  una  de  les  famílies  més  grans  i  rellevants 

 de  factors  de  transcripció  de  plantes.  Les  proteïnes  ERF  poden  unir-se  a  la  caixa  GCC 

 (AGCCGCC),  un  element  regulador  en  cis  que  es  troba  en  els  promotors  de  molts  gens  induïbles 

 per  la  senyalització  àcid  jasmònic/e�lè  (JA/Et)  i  que  estan  relacionats  amb  la  patogènesi. 
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 D’aquesta  manera  els  ERFs  poden  afectar  posi�va  o  nega�vament  regulant  la  transcripció 

 (Moffat  et  al.,  2012).  Les  proteïnes  ERF  són  molècules  fonamentals  en  la  modulació  de  diversos 

 processos  de  desenvolupament  de  les  plantes  i  juguen  paper  crucial  en  la  immunitat 

 d'aquestes.  També  s'ha  demostrat  que  diversos  ac�vadors  transcripcionals  ERF  confereixen 

 major  resistència  a  l’estrès  i  a  malal�es  quan  és  sobreexpressen  i  disminueixen  la  resistència 

 quan  es  reprimeixen  (Huang  et  al.,  2016).  Morfològicament  s’han  evidenciat  canvis  en  plantes 

 sobreexpresores  de  gens  ERF  s,  on  la  sobreexpressió  d’aquests  donava  com  a  resultat  plantes 

 més  grans  que  les  salvatges  (augment  d’altura,  roseta  i  arrels  lleugerament  més  grans).  En  canvi 

 plantes  mutants  de  pèrdua  de  funció  dels  gens  ERF  obtenien  un  creixement  reduït  de  les 

 plantes  en  comparació  amb  les  salvatges  (Bolt  et  al.,  2017).  Diversos  factors  de  transcripció  de 

 �pus  ERFs  també  s’han  relacionat  amb  mecanismes  fotosintè�cs  com  el  control  estomà�c  de  la 

 difusió  i  assimilació  de  CO₂.  Tot  i  que  encara  queda  iden�ficar  i  caracteritzar  funcionalment 

 nous  factors  de  transcripció  que  regulin  l’expressió  de  gens  associats  amb  la  fotosíntesi  i  el 

 metabolisme relacionat (Saibo et al., 2009). 

 En  arabidopsis  la  família  ERF  està  formada  per  un  alt  número  de  gens,  alguns  dels  quals  han 

 estat  caracteritzats  .  Un  exemple  és  ERF2,  que  és  induït  ràpidament  després  del  tractament 

 amb  e�lè  i  la  seva  expressió  és  suficient  per  conferir  resistència  a  alguns  patògens 

 (Berrocal-Lobo  et  al.,  2002).  ERF5  i  ERF6  actuen  com  a  reguladors  posi�us  de  la  defensa 

 mitjançada  per  JA  i  s'indueixen  molt  ràpidament  i  específicament  després  d'una  exposició 

 sobtada  a  estrès  osmò�c.  També  trobem  ERF104  ,  que  juga  un  paper  crucial  en  la  resistència  a 

 patògens  bacterians  no  adaptats  (Bethke  et  al.,  2009).  Fora  d’aquesta  família  però  relacionats 

 amb  la  percepció/senyalització  de  l’e�lè  trobem  els  factors  de  transcripció  ETHYLENE 

 INSENSITIVE  3  (EIN3)  i  ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE1  (EIL1),  els  dobles  mutants  dels  quals 

 (  ein3/eil1  )  presenten  insensibilitat  completa  a  l’e�lè,  demostrant  així  que  són  reguladors  clau 

 de la senyalització d’aquest, concretament, de la seva percepció (Dolgikh et al., 2019). 
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 1.6.  Arabidopsis thaliana  com a planta model 

 Arabidopsis  thaliana  ,  coneguda  comunament  com  a  arabidopsis,  és  una  planta  herbàcia  de  la 

 família  de  les  angiospermes  que  s'ha  conver�t  en  el  sistema  model  d'elecció  per  a  la 

 inves�gació en biologia vegetal. 

 Arabidopsis  és  una  planta  de  camp  no  destacable  a  simple  vista.  Les  plàntules  d’arabidopsis 

 crescudes  en  foscor  presenten  un  feno�p  caracteritzat  pel  desenvolupament  d'hipocò�ls  llargs 

 i  co�ledons  tancats,  mentre  que  en  presència  de  llum  presenten  hipocò�ls  curts  i  co�ledons 

 expandits  i  verds.  És  pe�ta,  mesura  entre  deu  i  trenta  cen�metres  d'altura  sense  incloure 

 l'arrel.  Les  fulles  es  troben  en  disposició  de  roseta  a  la  base  i  compta  amb  una  �ja  allargada  i 

 simple.  Les  flors  són  molt  pe�tes  i  hermafrodites  de  color  blanc  que  s'agrupen  formant  pe�ts 

 grups  de  flors  o  inflorescències.  A.  thaliana  segueix  un  patró  de  desenvolupament  determinat 

 segons es�guin cul�vades en llum o en obscuritat (Meinke et al., 1998). 

 1.7.  Antecedents 

 El  present  treball  de  fi  de  grau  s'ha  realitzat  al  Centre  de  Recerca  Agrigenòmica  (CRAG),  al  grup 

 d'inves�gació  Protein  regula�on  in  development  and  stress  dirigit  per  la  Dra.  L.  Maria  Lois. 

 L'objec�u  del  laboratori  és  estudiar  les  bases  biològiques  i  mecanicistes  de  la  regulació  de  les 

 proteïnes  mitjançant  la  conjugació  de  SUMO.  En  aquest  context,  el  present  treball  comprèn 

 una  part  del  desenvolupament  de  la  tesis  doctoral  de  Diana  Fuertes  "SUMOyla�on  at  the 

 crosstalk between development and defense response"  . 

 Prèviament  a  la  meva  estança  al  laboratori  Diana  Fuertes  va  fer  una  selecció  in  silico  basada  en 

 la  creació  d'una  base  de  dades  de  substrats  de  SUMO  a  par�r  de  bibliografia  sobre  el 

 SUMOiloma.  Després,  amb  l'ajuda  del  programari  R  va  crear  dues  llistes  que  contenien 

 proteïnes  relacionades  amb  les  funcions  de  defensa  i  desenvolupament.  De  totes  les  proteïnes 

 iden�ficades  com  a  possibles  substrats  de  SUMO  va  fer  una  selecció  d'aquelles  que  eres  més 

 convenients per validar en assaigs d'expressió  in vitro. 
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 De  tots  els  gens  que  codificaven  les  proteïnes  que  va  trobar,  aquest  treball  es  centra  solament 

 en  els  gens  ERF  s,  concretament  en  tres  factors  de  transcripció:  ERF2,  ERF6  i  ERF104  .  Com  s'ha 

 mencionat  anteriorment,  els  gens  ERF  juguen  un  paper  molt  important  en  el  desenvolupament 

 i la defensa de les plantes, i la seva sobreexpressió pot millorar aquesta resposta. 

 Obtenció de plantes transgèniques 
 Per  poder  realitzar  l’anàlisi  funcional  d’aquests  factors  de  transcripció  per  regulació  de  SUMO, 

 Diana  Fuertes  va  generar  les  plantes  transgèniques  que  s’han  u�litzat  per  aquest  treball  i  que 

 es  descriuen  a  con�nuació.  A  les  plantes  derivades  de  successos  de  transformació 

 independents les anomenem línies i els adjudiquem un número. 

 -  Plantes de guany de funció o sobreexpresores 

 Línies  transgèniques  de  guany  de  funció  o  sobreexpresores  dels  gens  escollits  (  ERF2,  ERF6  i 

 ERF104  ).  Per  a  la  generació  d’aquestes  plantes  van  transformar  A.  thaliana  eco�p  Columbia-0 

 mitjançant  la  tècnica  floral-dip  amb  diferents  cul�us  d’  Agrobacterium  tumefaciens  que 

 contenien  vectors  recombinants  portadors  del  promotor  cons�tu�u  35S  del  virus  del  mosaic  de 

 la  coliflor  fusionat  al  gen  en  qües�ó  (  ERF2,  ERF6  o  ERF104  ),  a  més  a  més  del  gen  de  selecció  per 

 resistència a Higromicina (Hyg). 

 -  Plantes mutants de pèrdua de funció 

 Les  línies  mutants  o  de  pèrdua  de  funció  u�litzades  corresponen  al  mutants  de  �pus  SALK,  els 

 quals  tenen  una  inserció  de  T-DNA  (de  l’anglès  transfer  DNA)  interrompent  el  gen  en  concret. 

 Les llavors van ser adquirides al  No�ngham Arabidopsis  Stock Centre  (NASC  ). 
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 -  Plantes mutants no SUMOilables 

 Per  poder  realitzar  l'anàlisi  funcional  de  la  SUMOilació  en  proteïnes  diana  és  necessari  disposar 

 de  plantes  SUMOilables  i  no  SUMOilables  o  deficients  en  SUMOilació  per  poder-les  comparar 

 entre sí. 

 Per  a  l'obtenció  de  línies  sense  la  funció  de  SUMOilació  es  van  u�litzar  plantes  d’  A.  thaliana 

 eco�p  Columbia-0  que  contenien  el  vector  recombinant  portador  del  promotor  cons�tu�u  35S 

 del  virus  del  mosaic  de  la  coliflor  fusionat  al  gen  en  qües�ó  (  ERF2,  ERF6  o  ERF104  )  a  més  del 

 gen  de  selecció  per  resistència  a  Higromicina  (Hyg)  i  se’ls  va  fer  un  procediment  anomenat 

 mutagènesi  dirigida.  Mitjançant  amplificació  PCR,  es  va  subs�tuir  un  nucleò�d  per  un  altre  per 

 obtenir  un  canvi  en  la  seqüència  aminoacídica  de  la  proteïna  substrat  que  fa  possible  la 

 SUMOilació.  És  necessari  que  el  nou  aminoàcid  presen�  les  mateixes  condicions 

 fisicoquímiques  per  a  que  no  es  produeixi  cap  problema  amb  la  proteïna  (mal  plegament,  etc), 

 per això el canvi d’aminoàcid va ser de lisina a arginina. 

 Anàlisis d’expressió i jus�ficació de línies u�litzades 

 Els  gens  de  referència  endògena  (  Housekeeping  genes  o  HKG  s)  u�litzats  en  les  anàlisis 

 d’expressió  del  �pus  PCR  quan�ta�va  s’u�litzen  com  a  controls  endògens  que  permeten  la 

 correcció  de  variacions  experimentals,  causades  per  components  inhibidors,  transcripció 

 inversa  (  reverse  transcip�on  ,  RT),  eficiència  o  qualitat  del  material  de  par�da,  etc.  (Infante  et 

 al.,  2008).E  l  gen  de  referència  que  trobem  en  aquest  treball  per  normalitzar  l’expressió  dels 

 gens  ERFs  i  d’aquesta  manera  escollir  les  línies  per  als  experiments  va  ser  el  gen  de  la 

 UBIQUITINA  . 

 A  cada  línia  amb  la  capacitat  de  SUMOilació  (na�va)  li  correspon  una  línia  no  SUMOilable  (  amb 

 la  lisina  mutada),  amb  nivells  d'expressió  similars  per  poder  comparar  en  els  experiments. 

 Trobem  línies  amb  nivells  d’expressió  alts  i  baixos  (Figures  4,  5  i  6).  En  aquestes  figures  es 

 mostren  les  línies  escollides  per  al  present  treball.  Encerclades  en  verd  fosc  s’indiquen  les  línies 

 amb  major  nivell  d’expressió,  mentre  que  en  verd  clar  s’encerclen  aquelles  de  menor 

 expressió. 
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 Per  a  la  línia  ERF6  7.4  (Figura  5)  no  es  va  obtenir  cap  línia  no  SUMOilable  amb  els  mateixos 

 nivells  d’expressió  amb  qui  correlacionar-la,  però  es  va  u�litzar  per  que  contenia  uns  nivells 

 d’expressió  d’  ERF6  molt  elevats,  que  poden  ser  interessants,  en  comparació  amb  les  altres 

 línies. 

 Figura  4:  Nivells  d’expressió  rela�us  del  gen  ERF2  respecte  al  gen  de  la  UBIQUITINA  (UBC)  en  diferents  línies 
 SUMOilables  (na�ve)  i  no  SUMOilables  (SUMO  deficient)  sobreexpressores  d’  ERF2  .  Encerclades  s’indiquen  les 
 línies  escollides  per  al  present  treball:  en  verd  fosc  les  de  major  nivell  d’expressió  i  en  verd  clar  les  de  menor 
 (Diana Fuertes,2022). 

 Figura  5:  Nivells  d’expressió  rela�us  del  gen  ERF6  respecte  al  gen  de  la  UBIQUITINA  (UBC)  en  diferents  línies 
 SUMOilables  (na�ve)  i  no  SUMOilables  (SUMO  deficient)  sobreexpressores  d’  ERF6  .  Encerclades  s’indiquen  les 
 línies  escollides  per  al  present  treball:  en  verd  fosc  les  de  major  nivell  d’expressió  i  en  verd  clar  les  de  menor 
 (Diana Fuertes,2022). 
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 Figura  6:  Nivells  d’expressió  rela�us  del  gen  ERF104  respecte  al  gen  de  la  UBIQUITINA  (UBC)  en  diferents  línies 
 SUMOilables  (na�ve)  no  SUMOilables  (SUMO  deficient)  sobreexpressores  d’  ERF104  .  Encerclades  s’indiquen  les 
 línies  escollides  per  al  present  treball:  en  verd  fosc  les  de  major  nivell  d’expressió  i  en  verd  clar  les  de  menor 
 (Diana Fuertes,2022). 
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 2.  Objec�us 
 La  proteïna  SUMO  modula  diversos  processos  biològics  del  desenvolupament  i  també  les 

 respostes  de  defensa  davant  diferents  estressos  biò�cs  i  abiò�cs  en  plantes.  Tot  i  que  s’ha 

 descobert  que  la  regulació  per  SUMO  és  molt  important,  els  detalls  d’aquesta  regulació  són 

 encara poc coneguts. 

 En  aquest  context,  l’objec�u  general  d’aquest  treball  és  l’estudi  de  l’efecte  de  la  SUMOilació  en 

 la  regulació  dels  factors  de  transcripció  ERF  en  la  modulació  del  desenvolupament  durant  les 

 respostes de defensa de les plantes. 

 L'abordatge  d’aquest  objec�u  general  s’ha  dut  a  terme  mitjançant  el  desenvolupament  dels 

 següents objec�us concrets: 

 -  Analitzar  si  existeixen  diferències  feno�piques  entre  plantes  d’arabidopsis  silvestres, 

 sobreexpressores  dels  gens  ERF  s  SUMOilables  i  no  SUMOilables  cul�vades  en 

 condicions normals (absència d’estrès) i en condicions d’estrès abiò�c. 

 -  Estudiar  l’efecte  de  la  SUMOilació  en  plantes  arabidopsis  que  sobreexpressen  els  gens 

 ERF2, ERF6  i  ERF104  . 
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 3.  Materials i mètodes 

 En  aquest  apartat  es  descriuen  els  materials  i  mètodes  de  major  rellevància  per  al 

 desenvolupament i realització d’aquest treball. 

 3.1.  Material vegetal 

 El  material  vegetal  u�litzat  en  aquest  treball  va  consis�r  en  eco�ps  silvestres  i  plantes  mutants  i 

 transgèniques d’arabidopsis (Taula 1). 

 3.1.1.  Plantes silvestres 

 L’eco�p  silvestre  d’  Arabidopsis  thaliana  u�litzat  va  ser  Columbia-0  (Col-0).  En  els  experiments 

 es va u�litzar com a control durant la caracterització del feno�p de les plantes. 

 3.1.2.  Plantes transgèniques 

 -  Plantes  de  guany  de  funció  o  sobreexpesores:  Plantes  d’arabidopsis  que 

 sobreexpressaven  els  gens  ERF2  ,  ERF6  ,  i  ERF104  en  el  fons  genè�c  Columbia-0  (Col-0). 

 Dins  d’aquest  grup  trobem  les  plantes  SUMOilables  i  les  no  SUMOilables  (mutants  per 

 a la lisina sense la capacitat de SUMOilació). 

 -  Plantes  mutants  de  pèrdua  de  funció:  Plantes  d’arabidopsis  mutants  de  pèrdua  de 

 funció  en  el  fons  genè�c  Columbia-0  (Col-0).  Aquestes  plantes  van  ser  u�litzades  com  a 

 control  en  els  experiments  de  caracterització  feno�pica.  Dins  d’aquest  grup  trobem  els 

 dobles  mutants  ein3/eil1  i  erf5/erf6  i  el  mutant  simple  erf104  ,  deficitaris  en  la  resposta 

 o la sensibilitat a l’e�lè. 
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 Taula  1.  Resum  del  material  vegetal  u�litzat.  El  símbol  (+)  fa  referència  al  nivell  d’expressió  dels  diferents  gens 
 ERF  s  en  les  diferents  plantes  respecte  a  plantes  silvestres.  =,  nivell  d’expressió  del  corresponent  gen  igual  que  el 
 nivell  de  les  plantes  silvestres  ;  +;  nivell  d’expressió  superior  al  de  les  plantes  silvestres,  ++;  encara  més  expressió 
 que +,  0,  expressió nul.la.. 

 Tipus de planta  Geno�p  Nivell d'expressió 

 ERF2  ERF6  ERF104 

 Transgèniques 
 Guany de funció/ 
 sobreexpresores 

 SUMOilables 
 (SUMO na�ve) 

 ERF2 5.4  ++  =  = 

 ERF2 7.5  +  =  = 

 ERF6 2.5  =  +  = 

 ERF6 6.4  =  ++  = 

 ERF6 7.4  =  +++  = 

 ERF104 5.5  =  =  ++ 

 ERF104 6.3  =  =  + 

 No 
 SUMOilables 

 (SUMO 
 deficient) 

 ERF2K 7.3  +  =  = 

 ERF2K 9.6  ++  =  = 

 ERF6K 2.2  =  +  = 

 ERF6K 4.1  =  ++  = 

 ERF104K 1.4  =  =  ++ 

 ERF104K 6.2  =  =  + 

 Mutants de pèrdua de funció 
 ein3 / eil1  =  =  = 

 erf5 / erf6  =  0  = 

 erf104  =  =  0 

 Escola d’Enginyeria Agroalimentària i de Biosistemes de Barcelona 
 UPC - BarcelonaTech 



 Regulació dels factors de transcripció ERF per conjugació de SUMO 
 29 

 3.2.  Cul�u de plantes en cambres de creixement 

 3.2.1.  Sembra i substrat de cul�u vegetal 

 El  substrat  de  germinació  i  creixement  de  les  plantes  va  ser  una  barreja  de  torba,  perlita  i 

 vermiculita en proporció 3:1:1 col·locada en testos rodons. 

 3.2.2.  Condicions de cul�u 

 Un  cop  sembrades  les  llavors  es  van  estra�ficar  durant  2  dies  (foscor  a  4ªC).Les  plantes  que  es 

 van  fer  créixer  per  analitzar  els  feno�ps  sota  condicions  normals  (absència  d’estrès)  han  estat 

 cul�vades  en  cambres  de  llum  con�nua  o  dia  llarg  (Long  day  condi�ons,  LD),  amb  16  h  de  llum  i 

 8 h de foscor, una temperatura de 22 ± 2ºC i una humitat rela�va del 65% . 

 3.3.  Cul�u  in vitro  de plantes 
 Els  diferents  assaigs  de  resposta  a  l'estrès  es  van  realitzar  en  condicions  de  cul�u  in  vitro  .  Abans 

 de  sembrar  les  llavors,  aquestes  es  van  desinfectar  amb  una  solució  de  lleixiu  al  20%  i  Triton 

 X-100  al  1%.  Es  van  netejar  durant  un  minut  en  aquesta  solució  (tres  repe�cions)  i  a 

 con�nuació es van rentar amb aigua Milli-Q durant trenta segons (tres repe�cions). 

 3.3.1.  Sembra i medi de cul�u  in vitro 

 El  medi  de  germinació  i  creixement  de  les  plantes  en  plaques  de  Petri  de  cul�u  in  vitro  va  ser 

 Murashige  &  Skoog  (MS)  amb  vitamines  al  0,5%  c/v  (el  qual  correspon  a  la  meitat  de  la 

 concentració  del  medi  canònic  MS)  suplementat  amb  diferents  components  que  indueixen  a 

 l’estrès i que s’expliquen a con�nuació. 

 -ACC:  Es  va  u�litzar  ACC  (àcid  1-Aminociclopropà-1-  carboxílic)  perquè  és  un  precursor  d’e�lè. 

 Després d'una sèrie de reaccions a par�r de l'aminoàcid me�onina l’ACC es transforma en e�lè. 
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 -Metalls  pesants:  Es  van  u�litzar  diferents  metalls  pesants  perquè  provoquen  estrès  oxida�u  i 

 alguns efectes tòxics que impedeixen el creixement de les plantes. 

 -D-mannitol:  Es  va  emprar  mannitol  perquè  és  un  compost  que  s'u�litza  com  a  osmoregulador, 

 ja  que  pot  actuar  com  a  solut  compa�ble  en  la  cèl·lula  simulant  condicions  d'estrès  osmò�c  o 

 sequera lleu. 

 NaCl: El clorur de sodi es va fer servir per produir estrès salí. 

 El  �pus  de  compost,  les  concentracions  de  les  solucions  estoc  o  inicials  u�litzades  i  les 

 concentracions finals de treball es mostren a la taula 2. 
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 Taula 2.  Tipus de compost afegits al medi, concentració  estoc i  concentracions finals de treba  ll. 

 Compost  Estoc  Concentració final 

 ACC  50 mM  0,5 µM 

 1 µM 

 M 
 e 
 t 
 a 
 ll 
 s 

 p 
 e 
 s 
 a 
 n 
 t 
 s 

 CuSO  4  100 mM  10 µM 

 20 µM 

 30 µM 

 50 µM 

 MnCl  2  500 mM  200 µM 

 500 µM 

 750 µM 

 ZnSO  4  500 mM  100 µM 

 200 µM 

 300 µM 

 CoCl  2  500 mM  25 µM 

 H  3  BO  4  500 mM  200 µM 

 500 µM 

 750 µM 

 CdCl  2  500 mM  5 µM 

 10 µM 

 15 µM 

 30 µM 

 D-mannitol  1 M  25 mM 

 NaCl  5 M  50 mM 

 75 mM 

 100 mM 

 150 mM 
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 3.3.2.  Condicions de cul�u  in vitro 

 Un  cop  sembrades  les  llavors  es  van  estra�ficar  durant  2  dies  (foscor  a  4ªC).  En  el  cas  concret 

 de  l’experiment  amb  e�lè,  posteriorment  a  l'estra�ficació  es  van  sotmetre  a  un  pols  de  llum 

 durant dues hores per induir la germinació, i a con�nuació es van deixar créixer en foscor. 

 Les  condicions  de  cul�u  in  vitro  van  ser  de  llum  con�nua  o  bé  12  h  de  llum  i  12  h  de  foscor, 

 temperatura de 22 ±2ºC i una humitat rela�va del 65%. 

 3.4.  Metodologies 

 3.4.1.  Assaig de feno�pat de les plantes en condicions normals (absència d’estrès) 

 Per  analitzar  el  feno�p  de  les  plantes  en  condicions  normals  de  cul�u  (absència  d'estrès)  el 

 disseny  experimental  va  consis�r  en  la  sembra  de  cinc  plantes  de  cada  línia  a  analitzar  fent  tres 

 rèpliques  biològiques.  Cada  una  de  les  tres  rèpliques  es  va  col·locar  en  una  cambra  de 

 creixement.  Les  tres  cambres  u�litzades  tenien  les  mateixes  condicions  de  cul�u,  a  fi  d’evitar 

 qualsevol alteració feno�pica provocada per l’efecte de la cambra. 

 Durant  el  procés  de  creixement  de  les  plantes  es  va  realitzar  un  registre  fotogràfic  setmanal  per 

 analitzar  els  següents  paràmetres  feno�pics  al  cap  de  21  díes:  l'àrea  de  la  roseta  (cm²),  la 

 longitud  de  l’arrel  (cm)  i  de  la  planta  (cm)  i  el  temps  d’inici  de  floració  (  comptabilitzat  com  a 

 dies  transcorreguts  des  de  la  germinació  fins  a  que  les  plantes  presenten  al  centre  de  la  roseta 

 el botó floral amb una �ja de més d’un cen�metre de llarg) i la capacitat fotosintè�ca. 
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 En  la  figura  7  podem  veure  un  exemple  de  la  disposició  dels  testos  amb  les  plantes  germinades 

 i desenvolupades en fase vegeta�va (roseta). 

 Figura 7:  Exemple de safata per a l’assaig de feno�pat  de les plantes en absència d’estrès. 

 Un  altre  paràmetre  que  es  va  mesurar  va  ser  la  capacitat  fotosintè�ca  de  les  plantes  per  poder 

 analitzar  si  la  sobreexpressió  dels  gens  ERF  s,  la  seva  repressió  o  la  capacitat  de  SUMOilació 

 afectaven  en  el  procés  d'obtenció  d'energia  d'aquestes.  La  fotosíntesi  és  un  procés  primordial 

 en  el  qual  les  plantes  fan  la  conversió  de  matèria  inorgànica  en  matèria  orgànica,  gràcies  a 

 l'energia  lumínica.  Com  que  les  plantes  depenen  d'aquesta  transformació  energè�ca  per  a  la 

 seva  subsistència,  estudiar  com  varia  aquest  paràmetre  és  important,  ja  que  pot  ajudar  a 

 entendre processos d'adaptació a canvis desfavorables de les plantes. 

 La  fluorescència  de  la  clorofil·la  és  un  indicador  molt  sensible  de  la  fotosíntesi.  Per  mesurar  la 

 capacitat  fotosintè�ca  de  les  plantes  es  va  u�litzar  el  mesurador  de  clorofil·la  IMAGING-PAM 

 sèrie  M.  Seguidament  amb  el  programa  ImagingWinGigE  es  va  obtenir  la  informació 

 quan�ta�va de la conversió d'energia fotosintè�ca per poder comparar els resultats. 
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 3.4.2.  Assaigs de feno�pat de les plantes en resposta a diferents estressos 

 Per  estudiar  la  resposta  de  totes  les  plantes  a  diferents  condicions  d'estrès  es  va  seguir  el 

 següent  disseny  experimental:  es  van  sembrar  entre  20-30  llavors  de  cada  línia  en  plaques  de 

 Petri  amb  el  medi  amb  els  suplements  corresponents  per  a  cada  tractament.  En  cada 

 experiment  també  es  van  sembrar  llavors  en  medi  MS  sense  suplements  com  a  control.  Es  va 

 fer únicament una repe�ció biològica per a cada condició d’estrès. 

 Cada  estrès  diferent  esta  relacionat  i  actua  de  manera  especial  i  diferent  sobre  un  paràmetre 

 feno�pic  específic,  per  això  el  paràmetre  feno�pic  a  analitzar  i  la  durada  de  l'experiment  varia 

 depenent del tractament aplicat. 

 En  l'experiment  amb  ACC,  després  de  deixar  les  llavors  sota  un  pols  de  llum  durant  dues  hores, 

 es  van  deixar  créixer  durant  tres  dies  en  foscor  i  es  va  mesurar  la  llargada  de  l'hipocò�l.  Amb 

 metalls  pesants  les  plantes  es  van  deixar  créixer  durant  vuit  dies  i  es  va  mesurar  la  llargada  de 

 l'arrel.  I  en  els  experiments  amb  NaCl  i  D-mannitol  es  va  mesurar  l'àrea  de  la  roseta  de  les 

 plantes després de deu dies (Taula 3). 

 Taula  3  .  Tractaments  d’estrès  realitzats  en  el  present  treball  i  respostes  mesurades.  Es  mostren  els  diferents 
 tractaments, els paràmetres a mesurar (cm) i la duració de l’experiment (dies). 

 Tractament  Paràmetres a mesurar (cm)  Duració de 
 l’experiment (dies) 

 E�lè (ACC)  Hipocò�l  3 

 Metalls pesants  Llargada arrel  8 

 Estrès salí (NaCl)  Àrea roseta  10 

 Estrès osmò�c (D-mannitol)  Àrea roseta  10 
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 3.4.3.  Tractament de dades 

 Tots  els  paràmetres  feno�pics  mencionats  anteriorment,  la  �ja,  l’arrel,  l’hipocò�l  i  l’àrea  de  la 

 roseta  de  les  plantes,  s’han  mesurat  amb  ImageJ.  Aquest  és  un  programari  lliure  de 

 processament  d'imatges  en  Java  desenvolupat  en  els  Ins�tut  Nacionals  de  Salut  i  el  Laboratori 

 d'Instrumentació  Òp�ca  i  Computacional  (LOCI,  Universitat  de  Wisconsin).  El  paràmetre 

 feno�pic  inici  de  floració  es  va  fer  calculant  el  percentatge  de  floració  de  cada  línia  considerant 

 aquelles  plantes  que  contenien  més  d’1  cm  de  llarg  de  botó  floral.  La  capacitat  fotosintè�ca  es 

 va  mesurar  amb  el  mesurador  fotosintè�c  Imaging-PAM  .  Els  instruments  GigE  de  la  sèrie  M 

 d'IMAGING-PAMP  estan  totalment  controlats  pel  programari  ImagingWinGigE.  Aquest  sistema  i 

 so�ware  va  ser  creat  per  l'empresa  alemanya  Heinz  Walz  GmbH,  un  dels  principals  productors 

 mundials  de  sistemes  de  mesura  de  fotosíntesis.  El  programari  u�litzat  per  al  tractament  de  les 

 dades  d’aquest  treball  ha  estat  el  GraphPad  Prism  9.5.0.  GraphPad  Prism  és  un  programa 

 estadís�c  que  forma  part  de  Dotmá�ca,  líder  mundial  en  R+D  de  programari  cien�fic.  Combina 

 gràfics  cien�fics,  ajusts  complets  de  corbes  (regressió  no  lineal),  estadís�ques  comprensibles  i 

 organització de dades. Actualment, GraphPad So�ware està ubicat en San Diego, California. 

 Totes  les  dades  dels  diferents  assaigs  es  van  sotmetre  prèviament  a  test  de  normalitat  i 

 homogeneïtat  de  variàncies.  Consegüentment,  es  va  efectuar  una  ANOVA  d’un  factor  per  a 

 estudiar  els  diferents  factors  independentment.  L’agrupació  de  dades  es  va  dur  a  terme  amb  el 

 mètode  de  Tukey.  Per  comparar  els  resultats  ob�nguts  amb  les  variables  de  les  plantes 

 SUMOilables  vs  les  no  SUMOilables,  totes  les  dades  es  van  sotmetre  a  la  prova  de 

 Mann-Whitney,  una  prova  no  paramètrica  que  compara  les  distribucions  de  dos  grups  no 

 emparellats.  Aquest  test  es  va  fer  amb  un  nivell  de  confiança  del  95%  i  amb  un  valor  de  P  d’una 

 cua. 

 Quan  diem  que  el  tractament  de  dades  i  l'anàlisi  estadís�ca  de  tots  els  paràmetres  feno�pics  es 

 va  realitzar  de  manera  rela�va,  ens  referim  al  fet  que  es  van  normalitzar  les  dades.  La 

 normalització  d’aquestes  va  significar  l'ajust  dels  valors  mitjans  de  diferents  escales  respecte  a 

 una  escala  comuna.  D'aquesta  manera  els  gràfics  ob�nguts  no  presenten  unitats,  ja  que 

 s’obtenen valors adimensionals. 
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 4.  Resultats 

 -  4.1  Anàlisi  del  feno�p  de  plantes  amb  diferents  nivells  d’expressió  dels  gens  ERF  s  i 

 SUMOilables o no en condicions normals (absència d’estrès) 

 Amb  l'objec�u  de  veure  si  existeixen  diferències  en  el  feno�p  de  les  plantes  adultes  crescudes 

 en  condicions  normals  degudes  a  la  sobreexpressió  dels  gens  ERF2,  ERF6  i  ERF104  i/o  a  la 

 suscep�bilitat  de  les  proteïnes  que  codifiquen  de  ser  SUMOilades,  es  van  cul�var  plantes 

 sobreexpressores  de  cadascun  dels  gens  ERF  en  les  seves  variants  SUMOilables  (no  mutades)  i 

 no  SUMOilables  (mutades,  indicat  amb  K).  Com  a  controls  es  van  u�litzar  plantes  silvestres 

 Col-0 i mutants relacionats amb la sensibilitat o la resposta a l’e�lè. 

 Com  s'ha  mencionat  en  la  introducció,  s’ha  descrit  que  la  sobreexpressió  o  la  pèrdua  de  funció 

 d’alguns  gens  ERF  s  pot  afectar  al  creixement  de  les  plantes.  Per  aquesta  raó  als  21  dies  de 

 creixement  de  les  plantes  anteriorment  citades  es  van  analitzar  els  següents  paràmetres 

 feno�pics:  l’àrea  rela�va  de  la  roseta  (Figura  8),  la  longitud  rela�va  de  la  �ja  (Figura  9),  longitud 

 rela�va  de  l’arrel  (Figura  10),  el  temps  de  floració  o  floració  rela�va  (Figura  11)  i  la  capacitat 

 fotosintè�ca  (Figura  12).  La  línia  ERF6  7.4,  que  mostra  uns  nivells  d’expressió  molt  elevats,  es  va 

 eliminar  de  l'anàlisi  estadís�c  per  no  tenir  una  línia  sense  capacitat  de  SUMOilació  amb  els 

 mateixos nivells d’expressió per comparar-la. (Figura 5). 

 Respecte  a  l’àrea  de  la  roseta,  Col-0  va  mostrar  un  rang  ampli  de  valors,  la  mitjana  dels  quals 

 vam  considerar  com  a  1  (Figura  8).  La  línia  mutant  ein3/eil1  va  desenvolupar  una  roseta  més 

 pe�ta  que  les  plantes  Col-0,  resta  de  mutants  i  sobreexpresores.  El  fet  de  que  ein3/eil1  mostri 

 rosetes  més  pe�tes  suggereix  que  aquesta  pèrdua  de  funció  regula  nega�vament  el 

 desenvolupament  foliar  de  les  plantes.  Les  línies  mutant  erf5/erf6  i  erf104  de  pèrdua  de  funció 

 d’  ERF6  i  ERF104  respec�vament,  van  mostrar  uns  valors  molt  similars  als  de  Col-0  i  en 

 comparació  amb  les  línies  sobreexpressores,  tampoc  van  mostrar  diferències  significa�ves.  A 

 l’analitzar  les  plantes  de  sobreexpressió  totes  van  mostrar  valors  entre  0,9  i  1,3  d’àrea  rela�va 

 de  roseta  i  no  es  va  veure  dis�nció  entre  si  aquestes  eren  SUMOilables  o  no.  Per  tant,  sembla 

 que  la  sobreexpressió  dels  gens  ERF2,  ERF6  i  ERF104  no  afecta  a  l’àrea  de  la  roseta.  A  més,  en 

 les  línies  sobreexpresores  no  existeixen  diferències  significa�ves  entre  les  línies  SUMOilables  i 
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 les  no  SUMOilables,  concloent  d’aquesta  manera  que  la  SUMOilació  de  les  proteïnes  ERFs 

 estudiades  en  aquest  treball  no  afecta  l'àrea  de  la  roseta  de  les  plantes,  i  suggerint  que  la 

 senyalització  de  l’hormona  e�lè  a  través  dels  factors  de  transcripció  ERF2,  6  i  104  no  té  un 

 paper en la regulació de l’àrea de la roseta (Figura 8). 

 Figura  8:  Anàlisi  de  l’àrea  rela�va  de  la  roseta.  Plantes  silvestres  Col-0,  mutants  ein3/eil1,  erf5/erf6  i  erf10  4  i 
 sobreexpressores d’  ERF2  (A),  ERF6  (B) i  ERF104  (C).  ns: no significa�u segons el test de Mann Whitney. 

 Pel  que  fa  a  la  longitud  de  la  �ja  principal  de  les  plantes,  es  va  observar  un  patró  similar  al  de  la 

 roseta  (Figura  9).  Les  plantes  silvestre  Col-0  va  mostrar  un  valor  mig  de  1,05  de  longitud  rela�va 

 de  la  �ja.  Pel  que  fa  a  les  plantes  mutants,  e  in3/eil1  va  desenvolupar  una  �ja  més  curta  que 

 Col-0  i  que  la  resta  de  plantes  sobreexpressores,  mentre  que  els  mutants  erf5/erf6  i  erf104  van 

 mostrar  valors  semblants  a  les  plantes  silvestres  i  a  la  resta  de  plantes  sobreexpressades.  El  fet 

 que  el  mutant  ein3/eil1  �ngui  arrels  més  curtes  suggereix  que  aquesta  pèrdua  de  funció  regula 

 nega�vament el desenvolupament de l'allargament radicular. 

 Entre  les  plantes  silvestres  i  les  de  sobreexpressió  no  es  van  trobar  diferències  significa�ves.  En 

 les  plantes  de  sobreexpressió  d'  ERF  2  veiem  una  diferència  significa�va  (p<0,0242)  en  la 

 longitud  de  la  �ja  entre  la  línia  SUMOilable  ERF2++  i  la  no  SUMOilable  ERF2K  ++  ,  més  curta 

 (Figura  9A).  En  les  plantes  sobreexpressores  d’  ERF6  i  ERF104  no  es  van  observar  diferències 

 significa�ves  en  la  longitud  de  la  �ja  principal  entre  les  plantes  SUMOilables  i  no  SUMOilables 

 (Figura  9).  Així  doncs,  la  SUMOilació  d'  ERF2  sembla  actuar  de  manera  posi�va  sobre  la  longitud 

 de la �ja, mentre que la d’  ERF6  i  ERF104  no sembla  tenir cap efecte. 
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 Figura  9:  Anàlisi  de  la  longitud  rela�va  de  la  planta.  Plantes  silvestres  Col-0,  mutants  ein3/eil1,  erf5/erf6  i  erf10  4  i 
 sobreexpressores  d’  ERF2  (A),  ERF6  (B)  i  ERF104  (C).  ns:  no  significa�u  segons  el  test  de  Mann  Whitney;*:  (p<0,05) 
 segons el test de Mann Whitney. 

 Pel  que  fa  a  la  longitud  de  l'arrel  observem  un  patró  similar  al  de  la  roseta  i  la  longitud  del  �ja 

 de  les  plantes  (Figura  10).  Les  plantes  silvestres  van  desenvolupar  arrels  amb  valors  entre  1-1,3 

 de  llargada  rela�va.  La  línia  mutant  ein3/eil1  va  obtenir  valors  inferiors  a  Col-0  i  a  la  resta  de 

 plantes  sobreexpressores,  suggerint  que  ser  deficient  en  la  senyalització  de  l’e�lè  provoca  una 

 regulació  nega�va  en  el  desenvolupament  de  l’allargament  radicular.  En  canvi  les  línies 

 erf5/erf6  i  erf104  van  presentar  arrels  amb  valors  molt  semblants  a  Col-0  i  a  les  plantes 

 sobreexpressades.  Entre  la  planta  silvestre  i  les  plantes  de  sobreexpressió  no  es  van  visualitzar 

 diferències  significa�ves  en  la  longitud  de  l’arrel.  Tampoc  es  van  veure  diferències  entre  les 

 plantes  SUMOilables  i  les  que  no  (Figura  10).  Així  doncs,  podem  concloure  que  malgrat  que  la 

 senyalització  de  l’hormona  e�lè  afecta  la  longitud  de  l’arrel,  aquest  efecte  no  es  realitza  a 

 través dels factors de transcripció ERF2, 6 i 104. 
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 Figura  10:  Anàlisi  de  longitud  rela�va  de  l’arrel.  Plantes  silvestres  Col-0,  mutants  ein3/eil1,  erf5/erf6  i  erf10  4  i 
 sobreexpressores d’  ERF2  (A),  ERF6  (B) i  ERF104  (C).  ns: no significa�u. 

 Al  cap  de  21  dies  podem  observar  com  Col-0  va  mostrat  un  valor  de  floració  mitjà  el  qual  vam 

 considerar  1  (Figura  11).  La  línia  mutant  ein3/eil1  no  va  arribar  a  florir,  per  això  no  apareixen 

 valors.  Aquest  fet  suggereix  que  ser  deficient  en  la  senyalització  de  l’e�lè  provoca  una  regulació 

 nega�va  en  l’inici  de  floració  de  les  plantes.  Les  línies  erf5/erf6  i  erf104  van  presentar  valors 

 molt semblants a Col-0, però molt menors que els de les plantes sobreexpresores. 

 En  ERF2  ,  les  plantes  sobreexpressores  van  obtenir  valors  lleugerament  majors  en  l’inici  de 

 floració  que  la  planta  silvestre.  I  tot  l'estadís�ca  no  ser  significa�va  entre  les  plantes 

 SUMOilables  i  no  SUMOilables  ,  sembla  aparéixer  una  tendència  on  la  SUMOilació  té  un  paper 

 en  l’inici  de  floració  posi�u  (accelera  el  procés)  en  les  plantes  sobreexpressores  del  gen  ERF2. 

 En  ERF6  les  plantes  sobreexpressores  van  obtenir  valors  lleugerament  majors  en  l’inici  de 

 floració  que  la  planta  silvestre.  Entre  les  plantes  SUMOilables  i  no  SUMOilables  ,  sembla 

 aparèixer  una  tendència  contrària  a  les  plantes  d  ’ERF2  ,  on  la  SUMOilació  té  un  paper  en  l’inici 

 de  floració  nega�u  (retarda  el  procés)  en  les  plantes  sobreexpressores  del  gen  ERF6.  En  ERF104 

 les  plantes  SUMOilables  i  les  no  SUMOilables  van  mostrar  resultats  semblants  entre  elles  i  amb 

 les  plantes  silvestres.  Així,  podem  concloure  que  ERF104  no  té  un  paper  en  determinar  l’inici  de 

 floració  de  les  plantes,  mentre  que  la  SUMOilació  d’ERF2  sí,  i  de  manera  posi�va  i  la 

 SUMOilació d’ERF6 de manera nega�va. (Figura 11). 

 Aquestes  dades  es  mostren  en  un  gràfic  de  diagrama  de  violí  que  permet  a  més  de  visualitzar 

 les dades, veure la densitat de probabilitat que tenen aquestes plantes de florir. 
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 Figura  11:  Anàlisi  rela�va  de  l’inici  de  la  floració.  Plantes  silvestres  Col-0,  mutants  ein3/eil1,  erf5/erf6  i  erf10  4  i 
 sobreexpressores d’  ERF2  (A),  ERF6  (B) i  ERF104  (C).  ns: no significa�u. 

 Pel  que  fa  a  la  capacitat  fotosintè�ca,  després  de  10  dies  des  de  la  germinació  de  les  llavors  les 

 plantes  ja  tenien  una  roseta  prou  gran  com  per  analitzar-la.  És  van  mesurar  totes  les  línies  amb 

 mesurador  fotosintè�c  Imaging-PAM.  El  mateix  programa  realitza  una  expressió  numèrica 

 adimensional  resultat  de  la  divisió  del  paràmetre  Y(II)  i  el  número  de  plantes  sembrades  que 

 permet es�mar la seva capacitat fotosintè�ca. 

 Totes  les  plantes,  Col-0,  mutants  de  pèrdua  de  funció  i  plantes  sobreexpressores  van  mostrar 

 valors  similars  de  capacitat  fotosintè�ca  (Figura  12)  .No  es  van  observar  diferències 

 significa�ves  en  la  capacitat  en  cap  cas.  La  conclusió  dels  resultats  va  ser  que  els  gens  ERF2,  6  i 

 104  no  regulen  l’expressió  de  gens  relacionats  amb  la  fotosíntesi  i  que  la  capacitat  de 

 SUMOilació tampoc afecta a la capacitat fotosintè�ca de les plantes. 
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 Figura  12:  Anàlisi  de  la  capacitat  fotosintè�ca.  Plantes  silvestres  Col-0,  mutants  ein3/eil1,  erf5/erf6  i  erf10  4  i 
 sobreexpressores d’  ERF2  (A),  ERF6  (B) i  ERF104  (C). 

 -  4.2  Anàlisi  del  feno�p  de  plantes  amb  diferents  nivells  d’expressió  dels  gens  ERF  s  i 

 SUMOilables en condicions d’estrès 

 -  Resposta a l’estrès per e�lè 

 En  l'experiment  amb  el  tractament  amb  ACC  (precursor  d'e�lè)  l'objec�u  va  ser  analitzar 

 hipocò�l  de  les  plantes  després  de  tres  dies  de  creixement,  ja  que  com  s’ha  mencionat  en  la 

 introducció  l’e�lè  indueix  canvis  morfològics  �pics  de  plantes  crescudes  en  foscor  com  la 

 inhibició de l’allargament de l’hipocò�l. 

 Aquests  resultats  no  es  van  quan�ficar,  ja  que  a  simple  vista  es  va  observar  que  no  exis�en 

 diferències  en  l'hipocò�l  entre  les  diferents  plantes  (silvestre,  mutants  de  pèrdua  de  funció  i 

 sobreexpressores  SUMOilables  o  no).  Les  plantes  d’  ERF2,  ERF6  i  ERF104  es  van  analitzar  de  la 

 mateixa  manera  i  es  va  veure  que  totes  les  plantes  seguien  el  mateix  patró.  La  figura  13  mostra 

 com  a  exemple  el  creixement  de  plantes  Col-0,  ein3/eil1  i  les  plantes  d'  ERF104  en  presència 

 diferents  concentracions  del  precursor  d'e�lè  ACC.  De  les  20-30  llavors  que  es  van  sembrar  i 

 analitzar,  es  mostren  únicament  4  plantes  de  cada  grup  per  poder  visualitzar  l'efecte  de  l'e�lè 

 més clarament. 
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 Figura  13:  Anàlisi  de  la  resposta  de  l’estrès  davant  l’e�lè.  Fotografia  de  plàntules  representa�ves  de  les 
 diferents  línies  sobreexpressores  d’ERF104  després  de  3  dies  de  creixement  en  presència  de  diferents 
 concentracions  d’ACC  (indicades  a  l’esquerra).  Controls:  Col-0,  ein3/eil1  i  erf104.  Línies  SUMOilables 
 (  ERF104 5.5 i ERF104 6.3  ) i línies no SUMOilables  (  ERF104K 1.4 i ERF104K 6.2)  . 

 Les  plantes  silvestres  en  absència  d’e�lè  (0  µM  d'ACC)  van  desenvolupar  un  hipocò�l  allargat, 

 degut  al  seu  creixement  en  foscor.  A  mesura  que  es  va  augmentar  la  concentració  d’ACC  es  va 

 observar  una  inhibició  progressiva  del  creixement  de  l'hipocò�l  (Figura  13).  La  línia  mutant 

 ein3/eil1  va  mostrar  hipocò�ls  llargs  tant  presència  de  diferents  concentracions  d’ACC  com  no. 

 Aquest  resultat  era  esperable  ja  que  aquests  mutants  són  insensibles  a  l’e�lè,  per  tant  no  són 

 capaços  de  detectar-lo  quan  es  produeix  o  quan  és  present  al  medi.  Les  línies  mutants  erf5/erf6 

 i  erf104  van  respondre  de  la  mateixa  manera  que  Col-0,  la  qual  cosa  indica  que  la  inducció  dels 

 gens  ERF6  i  ERF104  per  e�lè  no  té  un  efecte  sobre  l’allargament  de  l’hipocò�l.  En  el  cas  de  les 

 plantes  de  sobreexpressió,  la  llargada  l'hipocò�l  es  va  veure  reduïda  a  mesura  que  la 

 concentració  d'ACC  augmentava,  i  no  es  van  veure  diferències  amb  la  planta  silvestre.  Tampoc 

 es  van  veure  diferències  entre  les  línies  SUMOilables  i  les  que  no,  indicant  que  l’inhibició  del 

 creixement de l‘hipocò�l per e�lè no té lloc a través de  ERF2, 6  i  104  ni de la seva SUMOilació. 
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 -  Resposta a l’estrès per metalls pesants: 

 En  l'experiment  per  estudiar  l’efecte  dels  metalls  pesants  sobre  el  creixement  de  les  plantes 

 l'objec�u  va  ser  analitzar  la  longitud  d’aquestes  després  de  vuit  dies.  En  general,  en  situacions 

 silvestres,  l’augment  de  les  concentracions  dels  metalls  provoca  una  disminució  gradual  de  la 

 longitud de les arrels. 

 A  part  de  mesurar  la  longitud  de  l’arrel  es  va  calcular  la  taxa  d’inhibició  (%)  o  taxa  de  reducció 

 entre  les  plantes  crescudes  en  medi  MS  control  i  les  plantes  crescudes  amb  una  certa 

 concentració de metalls pesants, per veure quan es redueix aquesta. 

 Dels  diferents  metalls  pesants  que  van  estar  exposades  les  plantes  solament  es  van  veure 

 diferències en els tractaments amb el coure, cadmi i Bor (Figures 14-16). 

 En  el  cas  del  coure  es  van  observar  diferències  feno�piques  amb  30  µM  de  CuSO  4  .  Les  plantes 

 sobreexpressores  d’  ERF2  van  desenvolupar  una  arrel  més  pe�ta  que  la  varietat  silvestre  i  com 

 era  d’esperar,  la  llargada  de  l’arrel  va  disminuir  en  ser  exposada  amb  coure.  Tot  i  la  diferència 

 sigui  mínima,  en  les  plantes  SUMOilables  (  ERF2+  i  ERF2++  )  la  reducció  de  la  llargada  de  l’arrel 

 va  ser  menor  que  en  les  no  SUMOilables  (ERF2K+  i  ERF2K++  ),  ja  que  veiem  una  taxa  d’inhibició 

 de l’arrel menor en les plantes que tenen la capacitat de SUMOilació (Figura 15). 

 Figura  14:  Anàlisi  de  la  resposta  de  l’estrès  davant  coure  en  plantes  sobreexpressores  d’  ERF2  .  Longitud  de 
 l’arrel (cm) en medi MS control (verd) i amb 30 CuSO  4  µM (blau) (A) i taxa d’inhibició (%) (B) 
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 En  l’anàlisi  que  incloïa  les  plantes  sobreexpressores  d  'ERF6  ,  la  línia  mutant  erf5/erf6  va  arribar  a 

 uns  valors  de  llargada  molt  semblants  als  de  Col0  (3-4  cm)  i  la  seva  taxa  d'inhibició  de  l'arrel  va 

 ser  del  35%.  En  aquest  cas  sí  que  podem  apreciar  clarament  la  tendència  de  que  la  taxa 

 inhibició  de  les  línies  SUMOilables  (  ERF6+  ,  ERF6++  i  ERF6+++  )  és  menor  que  en  les  línies  no 

 SUMOilables  (  ERF6K+  i  ERF6K++  ).  Com  a  excepció  tenim  la  línia  SUMOilable  ERF6+++  que  com 

 es  va  mencionar  anteriorment,  conté  uns  nivells  d'expressió  elevats.  L'arrel  d'aquesta  línia  es 

 va  veure  molt  afectada  per  els  30  µM  de  CuSO  4  i  per  això  els  valors  de  la  taxa  d'inhibició  arriben 

 fins al 80% (Figura 15). 

 Figura  15:  Anàlisi  de  la  resposta  de  l’estrès  davant  Coure  en  plantes  sobreexpressores  d’  ERF104  .  Longitud  de 
 l’arrel (cm) en medi MS control (verd) i amb 30 CuSO  4  µM (blau) (A) i taxa d’inhibició (%) (B). 

 En  les  plantes  d’  ERF104  la  línia  mutant  erf104  va  arribar  també  a  uns  valors  de  llargada  molt 

 semblants  als  de  la  varietat  silvestre  i  la  seva  taxa  d’inhibició  de  l’arrel  en  ser  exposada  al  coure 

 va  ser  del  35%.  En  les  plantes  de  sobreexpressió  la  tendència  mencionada  anteriorment  la 

 veiem  més  clara  en  les  línies  amb  major  nivell  d’expressió.  És  a  dir,  la  línia  SUMOilable 

 ERF104++  va  obtenir  una  taxa  d’inhibició  menor  que  la  línia  no  SUMOilable  ERF104K  (Figura 

 16). 
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 Figura 16:  Anàlisi de la resposta de l’estrès davant  Coure en plantes sobreexpressores d’  ERF6  . Longitud  de l’arrel 
 (cm) en medi MS control (verd) i amb 30 CuSO  4  µM (blau)  (A) i taxa d’inhibició (%) (B). 

 D’aquesta  manera,  segons  els  resultats  exposats  sembla  que  la  SUMOilació  d’ERF2,  ERF6  i 

 ERF104 afecta de manera posi�va la resistència de les plantes al coure. 

 En  el  cas  del  cadmi  es  van  veure  diferències  en  15  µM  de  CdCl  2  .  (Figures  17-19).  Les  plantes 

 sobreexpressores  d’  ERF2  van  mostrar  una  llargada  de  l’arrel  menor  que  la  varietat  silvestre 

 Col-0,  tot  i  que  els  valors  no  són  valors  molt  llunyans  i  totes  ronden  entre  els  3  cm  de  llargada. 

 Centrant-nos  en  les  plantes  de  sobreexpressió,  veiem  que  la  taxa  d'inhibició  de  les  plantes 

 SUMOilables  es  molt  menor  que  la  taxa  d'inhibició  de  les  línies  no  SUMOilables.  Cal  destacar  el 

 valor  de  la  línia  SUMOilable  amb  major  nivell  d'expressió  (  ERF2++  )  que  quasi  manté  la  mateixa 

 llargada  tant  en  medi  MS  control  com  en  medi  amb  15  µM  de  CdCl  2  amb  una  taxa  d'inhibició 

 del 5% (Figura 17). 
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 Figura  17:  Anàlisi  de  la  resposta  de  l’estrès  davant  cadmi  en  plantes  sobreexpressores  d’  ERF2  .  Longitud  de 
 l’arrel (cm) en medi MS control (verd) i amb 30 CuSO  4  µM (blau) (A) i taxa d’inhibició (%) (B). 

 En  el  cas  d'  ERF104,  la  línia  erf104  va  arribar  a  uns  valors  de  llargada  de  l’arrel  molt  semblants 

 als  de  la  varietat  silvestre  i  no  es  va  veure  quasi  afetcada  per  l’exposició  al  cadmi,  mostrant  una 

 taxa  d’inhibició  de  l’arrel  del  18%.  Pel  que  fa  a  les  plantes  de  sobreexpressió,  van  mostrar  valors 

 mitjans  de  llargada  inferiors  a  la  varietat  silvestre  tot  i  no  ser  destacables.  En  comparar  les 

 plantes  sobreexpressores  observem  un  patró  contrari  a  ERF2  en  ser  exposat  a  15  µM  de  CdCl  2  . 

 Trobem  una  taxa  d'inhibició  de  les  plantes  SUMOilables  molt  major  a  la  taxa  d'inhibició  de  les 

 no SUMOilables. 

 Figura 18:  Anàlisi de la resposta de l’estrès davant  cadmi  en plantes sobreexpressores d’  ERF104  .  Longitud  de 
 l’arrel (cm) en medi MS control (verd) i amb 15 CdCl  2  µM (blau) (A) i taxa d’inhibició (%) (B). 
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 Aquests  resultats  ens  porten  a  concloure  que  la  SUMOilació  d’ERF2  sembla  afectar 

 posi�vament  a  la  resistència  al  cadmi  mentre  que  la  SUMOilació  d’ERF104  l’afecta 

 nega�vament i la SUMOilació d’ERF6 no l’afecta. 

 En  el  cas  del  Bor  es  van  veure  diferències  en  750  µM  de  H  3  BO  4  i  solament  es  van  apreciar 

 diferències  en  les  plantes  d  'ERF2  (Figura  19)  .  Les  plantes  Col-0  van  desenvolupar  unes  arrels 

 més  llargues  que  les  plantes  transgèniques,  amb  una  mitjana  de  5  cm  en  medi  MS  control  i  de 

 4  cm  en  medi  amb  750  µM  H  3  BO  4  .  L'arrel  de  la  varietat  silvestre  no  es  va  veure  molt  afectada  a 

 l'exposició  d'aquest  metall  per  això  la  seva  taxa  d'inhibició  va  ser  del  15%.  La  línia  mutada 

 ein3/eil1  va  desenvolupar  arrels  més  curtes  que  Col-0.  Aquesta  línia  sí  que  es  va  veure  afectada 

 per  l'exposició  al  bor  i  la  llargada  de  l'arrel  va  disminuir  quasi  el  50%  del  seu  valor  inicial.  En 

 comparació  amb  Col-0  la  llargada  de  l'arrel  en  les  plantes  de  sobreexpressió  van  ser  d'un  valor 

 més  baix,  tot  i  que  tampoc  molt  destacable.  Dins  d'aquest  grup,  la  llargada  de  l'arrel  de  les 

 plantes  sobreexpresores  amb  la  capacitat  de  SUMOilació  (  ERF2+  i  ERF2++  )  no  es  va  veure  tan 

 afectada  com  en  les  plantes  no  SUMOilables  (  ERF2K+  i  ERF2K++  ),  per  això  observem  una  taxa 

 d'inhibició  més  pe�ta  en  les  plantes  SUMOilables  (Figura  19B).  Així,  sembla  que  tenir  la 

 capacitat de SUMOilar ERF2 confereix a les plantes resistència al bor. 

 Figura  19:  Anàlisi  de  la  resposta  de  l’estrès  davant  bor  en  plantes  sobreexpressores  d’  ERF2  .  Longitud  de  l’arrel 
 (cm) en medi MS control (verd) i amb 15 CdCl  2  µM (blau)  i taxa d’inhibició (%). 

 En  el  cas  de  Manganès,  Zinc  i  cobalt  no  es  van  veure  diferències  significa�ves  entre  les  diferents 

 plantes (dades no mostrades). 
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 -  Resposta a l’estrès salí i osmò�c 

 En  l'experiment  per  estudiar  l’efecte  de  l’estrès  salí  i  osmò�c  sobre  el  creixement  de  les  plantes 

 es  va  analitzar  l’àrea  de  la  roseta  de  plantes  de  deu  dies  d’edat.  En  general,  en  plantes 

 silvestres,  aquests  dos  �pus  d’estrès  provoquen  una  disminució  de  l’àrea  de  la  roseta  de  les 

 plantes.  L’acumulació  d’aquests  components  en  les  plantes  provoca  danys  en  el  teixit  i 

 senescència  prematura  de  les  fulles.Per  induir  estrès  salí  vam  u�litzar  NaCL  i  per  induir  estrès 

 osmò�c, D-mannitol. 

 El  creixement  de  la  roseta  en  tots  els  casos  va  ser  l'esperat  i  a  mesura  que  augmentava  la 

 concentració  de  NaCl  disminuïa  l'àrea  de  la  roseta.  A  par�r  de  100  mM  de  NaCl  les  plantes  van 

 mostrar  intolerància  significa�va  a  l'estrès  salí  i  no  van  ser  capaces  de  sobreviure.  Amb  25  mM 

 de  D-mannitol  les  plantes  van  obtenir  una  roseta  molt  reduïda  en  comparació  en  absència 

 d'estrès. 

 La  figura  20  mostra  com  a  exemple  el  creixement  de  plantes  Col-0,  ein3/eil1  i  les  plantes 

 d'  ERF104  en medi control MS (A) i amb 150 mM NaCl  (B). 

 Figura  20  :  A  nàlisi  de  la  resposta  de  l’estrès  davant  NaCl  en  plantes  sobreexpressores  d’  ERF104  .  Fotografia  de 
 plàntules  representa�ves  de  les  diferents  línies  sobreexpressores  d’ERF104  després  de  10  dies  de  creixement  en 
 medi  control  MS  (A)  i  en  presència  de  150  mM  NaCl  (B).Controls:  Col-0,  ein3/eil1  i  erf104.  Línies  SUMOilables 
 (  ERF104+ i ERF104++  ) i linies no SUMOilables (  ERF104K+  i ERF104K++)  . 
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 Aquests  resultats  no  es  van  quan�ficar,  ja  que  feno�picament  a  simple  vista  es  va  observar  que 

 no  exis�en  diferències  significa�ves  en  l’àrea  de  la  roseta  de  les  diferents  plantes.  Ni  front  a 

 estrès  salí  ni  osmò�c  no  es  van  observar  diferències  en  l'àrea  de  la  roseta  entre  les  plantes 

 silvestres,  mutants  de  pèrdua  de  funció  i  plantes  de  sobreexpressió  d’  ERF2,  6  i  104 

 SUMOilables i no SUMOilables. 

 Els  resultats  suggereixen  que  els  factors  de  transcripció  ERF2,  6  i  104  (i  la  seva  SUMOilació)  no 

 tenen  cap  paper  en  la  tolerància  a  l’estrès  ni  salí  ni  osmò�c,  si  més  no  en  les  condicions 

 testades en aquest TFG. 
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 5.  Discussió 

 Els  resultats  d'aquest  treball  proporcionen  informació  ú�l  per  avançar  en  la  comprensió  de  com 

 actua  la  SUMOilació  com  a  mecanisme  de  defensa  postranscripcional  i  la  importància  de  la 

 regulació dels factors de transcripció ERF davant estressos abiò�cs. 

 Sobre  l'anàlisi  del  feno�p  de  plantes  amb  diferents  nivells  d'expressió  dels  gens  ERF  s  amb 

 capacitat  de  SUMOilació  o  sense  en  condicions  normals  (absència  d'estrès)  es  van  obtenir 

 diversos  resultats.  Estudis  previs  havien  revelat  com  la  sobreexpressió  d'alguns  ERF  s  podia 

 povocar  a  la  planta  canvis  morfològics  �pics  de  plantes  per  tal  de  resis�r  o  tolerar  diferents 

 estressos.  Amb  el  present  treball  es  va  poder  concloure  que  la  senyalització  de  l'hormona  e�lè 

 a  través  dels  factors  de  transcripció  ERF2,  6  i  104  no  té  un  paper  en  la  regulació  de  l'àrea  de  la 

 roseta, longitud de la planta, longitud de l'arrel ni en la capacitat fotosintè�ca de les plantes. 

 En  el  treball  es  va  confirmar  com  el  factor  de  transcripció  EIN3/EIL1  és  un  regulador  clau  de  la 

 senyalització  de  l'e�lè.  Els  resultats  que  vam  obtenir  amb  el  mutant  ein3/eil1  van  indicar  que 

 aquesta  pèrdua  de  funció  regula  nega�vament  el  desenvolupament  de  la  roseta,  de 

 l'allargament  de  la  �ja  principal  i  radicular  i  l'inici  de  floració,  en  concordància  amb  els  resultats 

 de Ying Feng i col.laboradors al 2017. 

 Referent  a  l'anàlisi  del  feno�p  de  plantes  amb  diferents  nivells  d'expressió  dels  gens  ERF  s  amb 

 capacitat  de  SUMOilació  o  sense  en  condicions  d’estrès,  per  una  banda,  en  l'experiment  amb 

 e�lè  vam  confirmar  com  la  línia  mutant  ein3/eil1  és  insensible  a  l'e�lè.  Resultats  similars  van 

 trobar  Merchante  y  Stepanova  (2017),  on  veien  que  aquest  doble  mutant  no  es  veia  afectat  per 

 l'addicció  d'ACC  al  medi.  Per  una  altra  banda,  Hui  Son  i  el  seu  grup  d'inves�gació  (2012)  van 

 estudiar  el  paper  regulador  que  juga  ERF5  en  la  resposta  provocada  per  l’estrès  induït  per  e�lè. 

 Aquests  inves�gadors  van  exposar  que  les  plantes  sobreexpresores  d'  ERF5  eren  hipersensibles 

 a  l'e�lè,  ja  que  en  comparació  a  les  plantes  silvestres  presentaven  hipocò�ls  més  curts  en 

 presència  d’aquesta  hormona.  En  canvi,  les  plantes  doble  mutants  erf5/erf6  eren  hiposensibles 

 a  l'e�lè,  ja  que  presentaven  una  longitud  de  l'hipocò�l  major  que  les  plantes  silvestres  i  les 

 sobreexpresores  d’  ERF5.  Les  dades  van  suggerir  que  ERF5  afecta  la  sensibilitat  de  les  plantes  a 

 l’e�lè  i  és  un  regulador  posi�u  de  la  senyalització  d'aquest  (Hui  Son  et  al.,  2012).  En  el  nostre 

 cas  vam  treballar  amb  ERF6  per  estudiar  si  observàvem  un  comportament  similar  al  d'  ERF5  , 
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 però  els  resultats  estadís�cs  no  van  evidenciar  que  exis�ssin  diferències  significa�ves  entre  les 

 plantes  de  �pus  silvestre  i  les  sobreexpresores  d'  ERF6  ,  i  tampoc  vam  veure  diferències  entre  si 

 aquestes  tenien  la  capacitat  de  SUMOilació  o  no.  Sobre  ERF2  i  ERF104  no  teníem  informació 

 prèvia  sobre  com  afectaria  l'e�lè  a  l'hipocò�l  d'aquestes  plantes.  Però  amb  el  nostre 

 experiment  tampoc  van  evidenciar  diferències  entre  les  plantes  de  �pus  silvestre  i  les 

 sobreexpressores  dels  gens  en  qües�ó,  i  tampoc  vam  veure  diferències  en  si  aquestes  tenien  la 

 capacitat  de  SUMOilació  o  no.  Per  tant,  semblaria  que  ERF5  té  un  paper  en  la  resposta 

 provocada per l’estrès induït per e�lè més important que el que puguin tenir ERF2, 6 i 104. 

 Diversos  estudis  han  destacat  la  possible  implicació  de  l'e�lè  en  l'adaptació  o  tolerància  de  les 

 plantes  a  metalls  tòxics,  un  exemple  és  el  cas  del  grup  d’inves�gació  de  Lu  y  Kirkham,  que  van 

 suggerir  que  els  geno�ps  de  plantes  que  sobreexpresaven  gens  que  regulen  la  via  de  l’e�lè  eren 

 més  resistents  als  metalls  que  variants  silvestres  .  En  el  nostre  cas  no  vam  poder  afirmar  aquest 

 fet  ja  que  la  tendència  observada  va  ser  que  la  varietat  de  �pus  silvestre  arribava  a 

 desenvolupar  arrels  més  llargues  que  les  línies  transgèniques,  tant  de  pèrdua  de  funció  com 

 sobreexpressores.  Però  dins  de  les  plantes  de  sobreexpressió  amb  la  línia  ERF2++  ,  que  contenia 

 uns  nivells  d’expressió  més  alts,  és  va  obtenir  una  taxa  d’inhibició  de  l’arrel  menor  que  en  la 

 línia  ERF2+  en els experiments amb coure, cadmi i  Bor. 

 En  l’estudi  de  la  possible  regulació  dels  ERF  s  mitjançant  la  conjugació  SUMO  vam  obtenir 

 resultats  interessants  amb  alguns  metalls.  En  el  cas  del  coure,  en  totes  les  línies  SUMOilables 

 d'ERF2,  ERF6  i  ERF104  crescudes  a  30  µM  de  CuSO  4  vam  aconseguir  un  percentatge  de  reducció 

 de  l'arrel  o  taxa  d'inhibició  menor  que  en  les  línies  no  SUMOilables  respecte  a  les  plantes 

 control  crescudes  en  medi  MS.  És  a  dir,  els  resultats  van  demostrar  que  la  SUMOilació  d’ERF2, 

 ERF6 i ERF104 regula posi�vament la resistència al coure. 

 En  el  cas  del  cadmi,  amb  la  concentració  de  15  µM  de  CdCl  2  ,  solament  vam  veure  diferències  en 

 les  línies  ERF2  i  ERF104  .  En  les  plantes  d'  ERF2  ,  les  plantes  amb  capacitat  de  SUMOilació  tenien 

 una  taxa  de  reducció  d'arrel  menor  que  les  que  mancaven  aquesta  capacitat.  Cal  destacar  que 

 la  línia  ERF2++  ,  que  conté  uns  nivells  d'expressió  més  alts  que  les  altres  línies,  va  aconseguir  un 

 percentatge  d'inhibició  del  5%.  És  a  dir,  l'arrel  d'aquesta  línia  es  va  mantenir  quasi  igual  tant  en 

 el  medi  MS  control  com  en  el  medi  amb  15  µM  de  CdCl  2.  En  el  cas  d'  ERF104  ,  es  va  veure  el 

 contrari,  on  les  arrels  de  les  plantes  no  SUMOilables  aconseguien  ser  més  llargues  que  les  de 
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 les  SUMOilables.  Aleshores,  és  pot  conjecturar  que  la  SUMOilació  d’ERF2  regula  posi�vament 

 la resistència al cadmi mentre que la d’ERF104 ho fa nega�vament. 

 Amb  el  Bor,  a  una  concentració  de  750  µM  de  H  3  BO  4  ,  es  van  obtenir  resultats  similars  a 

 l'experiment  amb  coure  en  la  línia  d'  ERF2  .  La  conclusió  va  ser  també  que  la  SUMOilació  d’ERF2 

 sembla afectar posi�vament a la resistència al bor  . 

 Pel  que  fa  a  l'estrès  osmò�c,  Dubois  et  al.(2013)  van  realitzar  un  estudi  semblant  amb  les 

 mateixes  condicions  inicials  que  nosaltres  que  van  revelar  que  ERF5  i  ERF6  són  induïts  per 

 diversos  estressos  abiò�cs.  Van  observar  que  el  doble  mutant  erf5/erf6  creixia  millor  sota 

 estrès  osmò�c  que  les  plantes  silvestres.  En  el  nostre  cas,  tot  i  que  no  es  van  quan�ficar  el 

 resultats,  no  es  van  veure  diferències  ni  amb  les  plantes  sobreexpressores  ni  amb  els  mutants 

 en  comparació  amb  les  silvestres,  el  que  va  suggerir  que  ERF  2,  ERF  6  i  ERF  104  no  tenen  un 

 paper  principal  o  signifiva�u  en  la  tolerància  a  l'estrès  salí  ni  osmò�c.  Per  tant  no  podem 

 demostrar  que  aquests  factors  de  transcripció  siguin  reguladors  del  creixement  de  les  fulles 

 sota condicions d’estrès osmò�c o salí. 

 Sobre  les  tendències  observades  en  els  nostres  experiments,  s'haurien  de  realitzar  més 

 repe�cions  per  veure  si  es  podria  arribar  a  aconseguir  una  significança  vàlida.  També  es 

 suggereix  que  tot  i  que  sembla  que  SUMO  afecta  el  feno�p  de  les  plantes,  existeixen  molts 

 altres reguladors que podrien tenir un paper més rellevant. 

 El  coneixement  sobre  els  factors  de  transcripció  involucrats  en  respostes  a  estrès  abiò�c  és 

 encara  limitat.  Es  requereix  amb  urgència  una  inves�gació  en  aquesta  àrea.  Moltes  plantes 

 transgèniques  que  sobreexpressen  factors  de  transcripció  mostren  una  tolerància  millorada  a 

 l'estrès  abiò�c,  però  aquests  resultats  han  d'analitzar-se  acuradament,  ja  que  normalment 

 s'avaluen  pocs  paràmetres  i  les  condicions  de  creixement/estrès  dels  assaigs  de  laboratori 

 poden ser diferents de les condicions naturals del camp. 
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 6.  Conclusions 

 A par�r dels resultats ob�nguts en aquest treball, es poden extreure les conclusions següents: 

 -  En  condicions  normals  (absència  d‘estrès)  no  existeixen  diferències  significa�ves  sobre 

 els  paràmetres  d'àrea  de  la  roseta,  longitud  de  la  �ja  principal  i  de  l’arrel  entre  plantes 

 silvestres  d  ’  A.  thaliana  i  plantes  sobreexpresores  dels  gens  ERF  2,  6  i  104  SUMOilables  i 

 no SUMOilables. 

 -  En  absència  d’estrès,  la  SUMOilació  té  un  paper  posi�u  (accelera  el  procés)  en  l’inici  de 

 floració  de  les  plantes  sobreexpressores  del  gen  ERF2  i  un  paper  nega�u  (retarda  la 

 floració)  en  les  plantes  sobreexpressores  d’  ERF6.  I  ERF104  no  té  un  paper  en 

 determinar l’inici de floració de les plantes. 

 -  ERF2,  6  i  104  amb  capacitat  de  SUMOilació  i  sense  no  regulen  la  capacitat  fotosintè�ca 

 de les plantes. 

 -  La  inducció  dels  gens  ERF2  ,  ERF6  i  ERF104  per  e�lè  no  té  un  efecte  sobre  l’allargament 

 de l’hipocò�l. 

 -  La  SUMOilació  d’ERF2  confereix  tolerància  als  metalls  coure,  cadmi  i  bor,  i  la 

 SUMOilació d’ERF6 i 104 confereix únicament tolerància al coure. 

 -  La SUMOilació d’ERF104 afecta nega�vament la tolerància al cadmi. 

 -  Els  factors  de  transcripció  ERF2,  ERF6  i  ERF104  no  semblen  tenir  cap  paper  en  la 

 tolerància a l’estrès salí o osmò�c, almenys en les nostres condicions experimentals. 

 . 
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