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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 abiotics i biotics. Entre els diversos
mecanismes de regulacid i defensa de les plantes ,la modificacid posttraduccional de les
proteines anomenada SUMOilacié és un dels més importants. Tot i que es coneix que esta
implicada en diverses funcions cel-lulars (com la transcripcid, la traduccid i I'estabilitat del
genoma) i de l'organisme (com la resposta a diferents estressos), encara queden moltes

funcions regulades per la SUMOQilacié per entendre.

El present treball es centra a estudiar la importancia de la regulacié mitjangant conjugacio de
SUMO de tres factors de transcripcié de resposta a I’hormona etile (ERFs, de l'angles
ethylene-responsive transcription factor). Els ERFs participen en la resposta induida per
I'hnormona etile i controlen el desenvolupament de la planta i les respostes a alguns estressos, i
la seva activitat es pot veure afectada per la SUMOQilacié. En aquest estudi s'han fet un seguit
d'experiments per analitzar si existeixen diferencies fenotipiques entre plantes d’ Arabidopsis
thaliana silvestre i sobreexpresores dels gens ERF2, ERF6 i ERF104 en les seves formes
SUMOQilables o no, i plantes mutants de perdua de funcid d’aquests gens. L'analisi fenotipic s’ha
realitzat tant en absencia d'estres com en preséncia de diferents tipus d'estrés com ara sali,

osmotic, preséncia d’etilé o de metalls pesants.

Amb aquest estudi hem determinat que en abséncia d'estrés els gens ERF2, 6 i 104 no regulen
ni el desenvolupament ni la capacitat fotosintética de les plantes. En condicions d'estres, si que
vam determinar el paper que juguen els ERFs d’aquest estudi. Es conclou que per exposicio
d’etilé els gens ERF2, 6 i 104 no tenen un efecte sobre I'allargament de I’hipocotil. Amb metalls
pesants trobem com la SUMOQilacié d’ERF2 si que confereix tolerancia als metalls coure, cadmi i
bor, la SUMOilacié d’ERF6 i 104 confereix Unicament tolerancia al coure i la SUMOQilacié
d’ERF104 afecta negativament la tolerancia al cadmi. Per ultim, els ERFs mencionats

anteriorment no van resultar tenir cap paper en la tolerancia a I'estres sali o osmotic.
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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 distintos estreses abidticos y bidticos. Entre los distintos mecanismos
de regulacion y defensa de las plantas, la modificacion postraduccional de las proteinas
llamada SUMOQilacién es uno de los mds importantes. Aunque se conoce que estd implicada en
varias funciones celulares (como la transcripcidn, la traduccién y la estabilidad del genoma) y
del organismo (como la respuesta a diferentes estreses), todavia quedan muchas funciones

reguladas por la SUMOilacion por comprender.

El presente trabajo se centra en estudiar la importancia de la regulacién mediante conjugacién
de SUMO de tres factores de transcripcion de respuesta a la hormona etileno (ERFs, del inglés
ethylene-responsive transcription factor). Los ERFs participan en la respuesta inducida por la
hormona etileno y controlan el desarrollo de la planta y las respuestas a algunos estreses, y su
actividad puede verse afectada por la SUMOQilacién. En este estudio se han realizado una serie
de experimentos para analizar si existen diferencias fenotipicas entre plantas de Arabidopsis
thaliana silvestre y sobreexpresoras de los genes ERF2, ERF6 y ERF104 en sus formas
SUMOQilables o no, y plantas mutantes de pérdida de funcidon de estos genes. El andlisis
fenotipico se ha realizado tanto en ausencia de estrés como en presencia de distintos tipos de

estrés como salino, osmético, presencia de etileno 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 fotosintética de las plantas. En condiciones de estrés, si
gue hemos determinado el papel que juegan los ERFs de este estudio. Se concluye que por
exposicion de etileno los genes ERF2, 6 y 104 no tienen un efecto sobre el alargamiento del
hipocétilo. Con metales pesados encontramos como la SUMOQilacién de ERF2 si confiere
tolerancia a los metales cobre, cadmio y boro, la SUMOilacién de ERF6 y 104 confiere
Unicamente tolerancia al cobre y la SUMOilacion de ERF104 afecta negativamente a la
tolerancia al cadmio. Por ultimo, los ERFs mencionados anteriormente no resultaron tener

ningun papel en la tolerancia al estrés salino u osmatico.
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Abstract

Plants, throughout their life cycle, are subjected to numerous challenges in development such
as biotic or abiotic stress. Among different regulation and defense mechanisms of plants, the
post-translational modification of proteins called SUMOylation is one of the most important.
Although it is known that it is involved in several cellular functions (such as transcription,
translation and genome stability) and in the organism (such as the response to different

stresses), there are still many functions regulated by SUMOylation to be understood.

The present thesis focuses on the study of the importance of the SUMO conjugation-based
regulation of three ethylene-responsive transcription factors (ERFs). ERFs take part in the
ethylene-induced response aside from controlling plant development and stress response, and
their activity can also be affected by SUMOylation. In this study, multiple 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-function mutant plants for these genes. A phenotypic
analysis has been carried out in both absence and presence of multiple types of stress such as

saline, osmotic 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 photosynthetic capacity. In contrast, under stress
conditions, it has been proved that ERFs from this study played an important role. This is, these
genes not having any effect on hypocotyl elongation due to ethylene exposure. On the other
hand, in presence of heavy metals SUMOylation of ERF2 does not provide tolerance to copper,
cadmium and boron. Moreover, SUMOylation of ERF6 and 104 only confers tolerance to
copper. Also, SUMOylation of ERF104 negatively affects tolerance to cadmium. Finally, the
previously mentioned ERFs did not appear to have any role in saline or osmotic stress

tolerance.
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ACC: 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid, acid 1-aminociclopropa-1-carboxilic.
ADN: acid desoxiribonucleic.

ARN: acid ribonucleic.

ATP: adenosina trifosfat.

¢/v: amb vitamines.

Col-0: columbia-0 / ecotip silvestre d’Arabidopsis thaliana.
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ERF: ethylene-responsive transcription factor, factor de transcripcid de resposta l'etile.
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MS: medi de cultiu de plantes in vitro Murashige i Skoog.
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PTI: pAMP-Triggered immunity, Immunitat activada per PAMP.

PTM: post-translational modifications, modificacions postraduccionals.

ROS: reactive oxygen species, espécies reactives d’oxigen.

SAE1: subunitat petita de I'enzim activador de SUMO (E1).

SAE2: subunitat gran de I'enzim activador de SUMO (E1).

SUMO: small Ubiquitin-like Modifier.

T-DNA: transfer DNA, ADN de transferéncia.

UB: ubiquitina.

UBLs: ubiquitin-Like proteins, proteines semblants a la ubiquitina.

UFD: ubiquitin-fold domain, domini de la ubiquitina plegada.
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UNITATS
L: litre, mL: mil-lilitre, puL: microlitre.
M: Molar, mM: millimolar, uM: micromolar.

oC: graus centigrads
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- Glossari

Abiotic: Dit de I'estructura o el procés esdevingut sense la intervencio d'éssers vius.
Alifatic: Compost organic que disposa d'una cadena oberta com estructura de les seves
molecules.

Biotic: Relatiu o pertanyent a la vida.

Element regulador en cis: Regions no codificants de 'ADN que regulen la transcripcié
dels gens propers.

Floral-dip: Métode de transformacio vegetal que consisteix en la immersié de les flors
de plantes en un cultiu d'Agrobacterium tumefaciens que conté un transgen d’interés
durant uns segons. Permet la transformacié d’Arabidopsis thaliana sense haver de
passar per cultiu in vitro.

Fosforilacio: Procés quimic en el qual s'incorpora d'un grup fosfat a una molécula.
Gens constitutius: També denominats gens de manteniment, en angles housekeeping.
Codifiquen proteines necessaries per al metabolisme basic cel-lular i es caracteritzen
per tenir nivells d'expressié constant en totes les cél-lules i condicions d'un mateix
organisme.

Glicosilacio: Procés quimic en el qual s'afegeix un carbohidrat a una altra molecula.
Heterodimeric: Molécula formada per de dos monomers diferents.

Homozigot: Dit de l'individu diploide els al-lels del qual sén iguals per a un locus
cromosomic determinat.

In silico: Fet per ordinador o via simulacié computacional.

Nitrosilacié: Procés quimic en el qual s'incorpora un grup covalent d'un fragment
"nitrosil" d'oxid nitric en una altra molécula.

Patogen: Que causa malaltia.

Planta sobreexpresora: Planta que expressa un gen en nivells més elevats que la
corresponent planta silvestre.

Planta transgeénica: Planta que conté un transgen. Planta que introdueix un o diversos
gens nous per modificar la funcié d'un gen propi.

Senescéncia: Procés d’envelliment.

Transesterificacid: Intercanvi d'un grup organic R d'un ester amb el grup organic R d'un
alcohol.
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1. Introduccio

1.1. Les modificacions postraduccionals

El dogma central de la biologia molecular afirma que la informacié genética flueix en una sola
direccié: de I'ADN a I'ARN i d'aquest a proteina (Crick, 1970). Les proteines sén polimers
formats per la unié d'aminoacids ordenats especificament que adopten una estructura
tridimensional que permet diferenciar unes molécules d'unes altres i d'aquesta manera

desenvolupar funcions diferents.

A la regulacié de la sintesi d’aquestes molécules se I'anomena regulacio de I'expressio genica o
genetica. Als organismes que es troben molt dependents de les condicions del seu entorn, la
regulacié de I'expressié genica i per tant la produccid de proteines ha de permetre'ls respondre
a les modificacions mediambientals amb I'objectiu de garantir la seva supervivéncia. La
utilitzacié d'una part o una altra de la seva dotacié genetica els hi facilitara adaptar-se

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

Les proteines sén les efectores de gran part de les funcions fisiologiques a l'interior de les
cel-lules i el seu paper en el medi extracel-lular també és fonamental. L'estructura i funcié de
les proteines no esta Unicament regulada per la seva sintesi o degradacid, sindé també per
canvis quimics que modifiquen les proteines un cop sintetitzades. Aquestes variacions és
coneixen com modificacions postraduccionals (també conegudes com PTM de les sigles en
anglés de post-translational modifications) i sén produides generalment per enzims
especialitzats amb posterioritat a la biosintesi d’'una proteina. Aquestes modificacions poden
tenir lloc mitjancant I'addiccié de petites molecules com grups fosfat o acetil, glucids, lipids,
ubiquitina, etc., existint més de 200 tipus de PTMs diferents (Jensen, 2006). Aixi doncs,
gualsevol proteina del proteoma d’'un organisme pot modificar-se després o durant la
traduccié. D’aquesta manera, les PTMs incrementen el repertori de proteines cel-lulars i, en
conseqliéncia, generen una gran font de variacié més enlla de la que ve determinada per 'ADN
o la variacié dels nivells d’ARN (Kerscher et al. 2006). A més, les PTMs sén importants per

regular l'activitat, I'estabilitat i la localitzacié intracel-lular de les proteines (Bayer et al., 1998).
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Aixi doncs, entendre com, quan i el perque té lloc aquesta modulacid proteica és essencial per

comprendre el funcionament dels organismes.

1.2. Laubiquitina, la familia de proteines similars a la ubiquitina

(UBLs) i la proteina Small Ubiquitin-like Modifier (SUMO)

La ubiquitina va ser la primera proteina identificada com a modificador posttraduccional en
eucariotes i esta present en diferents teixits i organismes. Des del seu descobriment, tota una
familia sencera de petites proteines relacionada amb aquesta ha sigut descrita i nomenada
com "Ubiquitin like proteins" (UBLs).La ubiquitina és el representant més destacat dels
modificadors post-traduccionals amb estructura conservada entre les espécies. La seva unié és
un procés reversible i té lloc mitjancant una cascada enzimatica que es coneix com a
ubiquitinacié. La unié de la ubiquitina als seus substrats permet la degradacid d’aquests,
regulant d’aquesta manera la vida mitjana de les proteines (Kerscher et al., 2006).

La proteina SUMO, de l'angles Small Ubiquitin-like Modifier, és un petit polipéptid format per
uns cent aminoacids que, des de que va ser descobert I'any 1996, s’ha convertit en un membre
molt important de modificadors postrancripcionals.

Tot i que SUMO i la ubiquitina tan sols presenten un 18% de similitud de la seva seqliéncia
d'aminoacids, comparteixen la mateixa estructura terciaria ben definida denominada ub-Fold
(UFD) caracteritzada per un plegament de fulles B entorn d’una hélix a (plec BBapBap tipic) i

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

Uhiguitina SUMOI SUMO23

Figura 1. Representacié de I'estructura 3D de les proteines humanes ubiquitina, SUMO1 i SUMO2/3. (Adaptada
de Martin et al., 2007)
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Tot i que SUMO i ubiquitina tenen una estructura similar, difereixen en la seva funcié. La
ubiquitina majoritariament esta relacionada amb el control de la vida mitjana de les proteines.
En canvi, la funcid de la proteina SUMO és molt variable i dependent a la proteina modificada.
Algunes de les modificacions de proteines per la conjugacié de la proteina SUMO han estat ben
caracteritzades i existeixen diversos estudis que mostren la seva vinculacié a diferents
processos com el manteniment i la remodelacié de la cromatina, la reparacid i replicacié de
I'ADN, el transport subcel-lular, la regulacié transcripcional i la senyalitzacié cel-lular (Heun,

2007).

1.3. La SUMOilacio

La SUMOilacio es un procés mecanicament similar al de conjugacié de la ubiquitina. De forma
analoga al procés d’ubiquitinacié, la conjugacié de SUMO amb proteines diana implica I'accié
seqliencial dels enzims activadors (E1), conjugadors (E2) i lligases (E3) (Lois et al., 2003). Aquest
procés consta de quatre etapes: la maduracié, I'activacid, la conjugacié, la lligacié i la
desSUMOilacié (Figura 2). Primerament, SUMO és sintetitzada com proteina precursora que
necessita ser processada per exposar el motiu C-terminal (Glicina-Glicina, Gly-Gly)
comunament conservat. Aquest pas es mediat per les ULPs (Ubiquitin-like proteases, proteases
de tipus cisteina especifiques de SUMO) (Johnson & Gupta, 2001). Lactivacié de SUMO
comenca amb una reaccid dependent d’ATP catalitzada per I'enzim activador heterodimeéric E1
(SAE1 / SAE2) que dona com a resultat la proteina SUMO adenilada. Seguidament, SUMO és
transferida a la cisteina catalitica present en I'enzim conjugador E2 mitjangant una reaccié de
transesterificacié. En la tercera reaccio, SUMO és unida a la proteina diana mitjangant un enllag
isopeptidic entre I'extrem C-terminal del modificador i el grup €-amino d’un residu de Lisina en
el substrat.

En la majoria dels casos la SUMOQilacid té lloc en un residu de lisina contingut en la seqliéncia
consens WKxE/D (on W és un residu alifatic (Isoleucina, Valina o Leucina); K : lisina; X: qualsevol
aminoacid; E/D: glutamat o aspartic) (Bernier-Villamor et al., 2002). Aquest pas final és facilitat
per I'enzim lligasa E3 que interactua amb SUMO transferida des de I'enzim E2 fins al substrat.

L'dltima etapa del procés és la desSUMOQilacié, fent de la SUMOilacié un procés reversible.
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Aquesta etapa de desconjugacid és catalitzada per la mateixa familia de proteases que duen a

terme la maduracio.

?G
AMP + PPi ¢

+ ATP
SUMO
precursor o

)
SUBSTRATE .
+
SUBSTRATE

@D + )

Figura 2. Cicle de la SUMOilacio i de SUMOilacid. (1) Processament del precursor de SUMO per les proteases de
SUMO (SENP). (2) Exposicié de la di-glicina de SUMO i formacié d’un enllag tioéster amb una cisteina catalitica de
SAE2 d'una manera dependent d'ATP. (3) Reaccid de transesterificacid on SUMO passa de I'enzim activador
heterodimeéric E1 (SAE1 / SAE2) a I'enzim de conjugacié E2 (UBC9). (4) Unié de SUMO a la proteina diana (aqui
indicada com a SUBSTRATE) mitjangant I'enzim E2, procés on també intervé I'enzim E3 lligasa. (5) Trencament de
I'enllag isopeptidic amb el substrat per les proteases SENP. ATP, adenosina trifosfat; C, carboni; GG, di-glicina;
SENP, proteases especifiques de sentrina; S, SUMO. Font: Talamillo et al., 2020.
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1.4. Implicacions biologiques de SUMO en plantes

La unié de SUMO a les proteines dianes pot provocar-los un canvi d’activitat ja que pot generar
o bloquejar superficies d’interacci6 de la proteina diana. Aquestes modificacions
postraduccionals mediades per SUMO tenen com a conseqiiencia diferents efectes biologics en
les plantes (Kurepa et al., 2003) .S’ha demostrat que la SUMOilacio juga un paper fonamental
en processos de desenvolupament i defensa de les plantes, a més d’estar implicada en la

regulacié de les respostes a I'estrés abiotic, biotic i les respostes hormonals (Figura 3).

cicle de vida

« ¢ 1Y¥ &

J
- X (;ii/—
“é\o\\ TJ\
>

% GA

-~ tolerancia \\;i big A 1ABA
{ calor

A salinitat 953 bacteris

iy sol . T fongs

% fred

Figura 3. Esquema de les implicacions biologiques de SUMO en plantes (Elaboracio propia).
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1.4.1. LaSUMOilacid i les respostes de les plantes a I'estrés abiotic

La SUMOQilacid es un procés essencial davant els diferents estressos ambientals ja que
indueixen una acumulacié drastica de conjugats SUMO. En plantes, aquesta acumulacié 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,
exposicid a metalls pesants, incubacid en peroxid d’hidrogen, etanol i cannavanina (Miura et
al., 2005).

Diversos estudis han mostrat que existeix una relacié inversa entre I'elevada conjugacié i la
baixa quantitat de SUMO lliure i que aquesta correlaciona amb la duracié i la intensitat de
I'estres. En altres paraules, es podria dir que la SUMOQilacié actua transitoriament, ja que la
guantitat de conjugats comenca a disminuir un cop finalitza I'aplicacié de I'estrés (Kurepa et al.,

2003).

1.4.2. La SUMQOilacié i les respostes de les plantes a I'estrés biotic

Les plantes s'enfronten constantment a una multitud d’estressos biotics que involucren una
miriada de patogens microbians i herbivors. En els cultius, les infeccions per patdogens donen
com a resultat pérdues agronomiques significatives en tot el mén, el que representa una
amenaga per a la seguretat alimentaria (Sharma et al., 2021).Per tal de protegir-se de les
infeccions, les plantes han desenvolupat diversos mecanismes per tal de percebre |'atac de
patogens i desenvolupar rapidament programes especifics de resposta i defensa.

Les plantes compten amb diferents linies de defensa (morfologiques, bioquimiques i
moleculars) contra agents biotics. La primera linia es basa en els patrons moleculars associats a
patogens o microbis (PAMPs, de pathogen-associated molecular paterns),que son els
determinants moleculars que desencadenen respostes immunitaries induibles (Cook et al.,
2015). La segona s'anomena resposta hipersensible (HR, hypersensitive response) i és més
especifica que I'anterior, ja que dirigeix la mort cel-lular programada de les cel-lules vegetals
infectades mitjancant la produccié d'espécies reactives d’oxigen (ROS, reactive oxygen species)
(Jones & Dangl, 2006).

Tot i que les linies de defensa mencionades anteriorment sén Utils, poden ser suprimides i

finalitzar amb cel-lules vegetals infectades. Per aquesta rad, l'estudi dels mecanismes de
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modificacié postraduccional com sén la fosforilacié, la ubiquitinacié, la SUMOilacio, la
nitrosilacio i la glicosilaciéd han estat en el punt de mira en els Ultims anys, i s’ha revelat que
tenen una considerable importancia i implicacié en les respostes de defensa de les plantes

envers a patogens (Stulemeijer & Joosten, 2008).

1.5. VLletilei els factors de transcripcio de resposta a l'etilé

Com s'ha mencionat anteriorment, les plantes s'adapten constantment als canvis ambientals i
la regulacié de I'expressié génica 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 |'estres és |'activacié o repressié transcripcional dels gens.

En la modulacié de I'expressié génica és necessaria la preséncia de seqléncies reguladores
properes als gens (element regulador en cis) i de proteines reguladores. Aquestes proteines,
conegudes com a factors de transcripcid, s'uneixen a les seqliencies reguladores de I'ADN i
activen o reprimeixen la transcripcid dels gens. Els factors de transcripcié tenen funcions
fonamentals en quasi tots els processos bioldgics com el desenvolupament, el creixement i les
respostes a estres, i s'assumeix que han tingut un paper preponderant en I'evolucié de les
especies (Tiessen et al., 2009).

L'etile és una hormona vegetal (fitohormona) gasosa que influeix en diferents processos de
creixement i desenvolupament de les plantes, incloses la germinacid, la senescéncia, I'abscisio
de fulles i flors, I'allargament cel-lular, la maduracié del fruit, la modulacié i la resposta a una
gran varietat d'estressos (Mattoo & Suttle, 2018). Letilé ha estat ben definit en la regulacio de
I'allargament de I'hipocotil, creixement i diferenciacié radicular i desenvolupament foliar. Atées
que l'etile regula multiples aspectes del desenvolupament de les plantes i les respostes a
I'estrés, el resultat de la seva senyalitzacié necessita una modulacié adequada segons les
condicions espai-temporals i ambientals (Ecker et al., 1995). Les proteines encarregades de la
regulacié transcripcional de la resposta a aquesta hormona s'anomenen factors de transcripcid
de resposta a l'etile (ERFs, de I'anglés ethylene-responsive transcription factors). Aquestes
proteines sén membres de la superfamilia AP2/ERF, una de les families més grans i rellevants
de factors de transcripcid de plantes. Les proteines ERF poden unir-se a la caixa GCC
(AGCCGCC), un element regulador en cis que es troba en els promotors de molts gens induibles

per la senyalitzacié acid jasmonic/etile (JA/Et) i que estan relacionats amb la patogénesi.
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D’aquesta manera els ERFs poden afectar positiva o negativament regulant la transcripcio
(Moffat et al., 2012).Les proteines ERF sén molécules fonamentals en la modulacié de diversos
processos de desenvolupament de les plantes i juguen paper crucial en la immunitat
d'aquestes. També s'ha demostrat que diversos activadors transcripcionals ERF confereixen
major resistencia a I'estres i a malalties quan és sobreexpressen i disminueixen la resisténcia
qguan es reprimeixen (Huang et al., 2016).Morfologicament s’han evidenciat canvis en plantes
sobreexpresores de gens ERFs, on la sobreexpressid 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 pérdua de funcié dels gens ERF obtenien un creixement reduit de les
plantes en comparacié amb les salvatges (Bolt et al., 2017). Diversos factors de transcripcio de
tipus ERFs també s’han relacionat amb mecanismes fotosintetics com el control estomatic de la
difusié i assimilacié de CO,. Tot i que encara queda identificar i caracteritzar funcionalment
nous factors de transcripcié que regulin I'expressié de gens associats amb la fotosintesi i el
metabolisme relacionat (Saibo et al., 2009).

En arabidopsis la familia ERF esta formada per un alt nimero de gens, alguns dels quals han
estat caracteritzats . Un exemple és ERF2, que és induit rapidament després del tractament
amb etile i la seva expressid és suficient per conferir resisténcia a alguns patogens
(Berrocal-Lobo et al., 2002). ERF5 i ERF6 actuen com a reguladors positius de la defensa
mitjancada per JA i s'indueixen molt rapidament i especificament després d'una exposicio
sobtada a estres osmotic. També trobem ERF104, que juga un paper crucial en la resisténcia a
patogens bacterians no adaptats (Bethke et al., 2009). Fora d’aquesta familia pero relacionats
amb la percepcid/senyalitzacié de I'etile trobem els factors de transcripcié6 ETHYLENE
INSENSITIVE 3 (EIN3) i ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE1 (EIL1), els dobles mutants dels quals
(ein3/eill) presenten insensibilitat completa a I'etile, demostrant aixi que sén reguladors clau

de la senyalitzacio d’aquest, concretament, de la seva percepcié (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 herbacia de la
familia de les angiospermes que s'ha convertit en el sistema model d'eleccié per a la
investigacio en biologia vegetal.

Arabidopsis és una planta de camp no destacable a simple vista. Les plantules d’arabidopsis
crescudes en foscor presenten un fenotip caracteritzat pel desenvolupament d'hipocotils llargs
i cotiledons tancats, mentre que en preséncia de llum presenten hipocotils curts i cotiledons
expandits i verds. Es petita, mesura entre deu i trenta centimetres d'altura sense incloure
I'arrel. Les fulles es troben en disposicié de roseta a la base i compta amb una tija allargada i
simple. Les flors sén molt petites i hermafrodites de color blanc que s'agrupen formant petits
grups de flors o inflorescencies. A. thaliana segueix un patré de desenvolupament determinat

segons estiguin cultivades 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 Agrigendmica (CRAG), al grup
d'investigacid Protein regulation in development and stress dirigit per la Dra. L. Maria Lois.
L'objectiu del laboratori és estudiar les bases biologiques i mecanicistes de la regulacié de les
proteines mitjancant la conjugacié de SUMO. En aquest context, el present treball comprén
una part del desenvolupament de la tesis doctoral de Diana Fuertes "SUMOylation at the

crosstalk between development and defense response”.

Préviament a la meva estanca al laboratori Diana Fuertes va fer una seleccié in silico basada en
la creacié d'una base de dades de substrats de SUMO a partir de bibliografia sobre el
SUMOiloma. Després, amb l'ajuda del programari R va crear dues llistes que contenien
proteines relacionades amb les funcions de defensa i desenvolupament. De totes les proteines
identificades com a possibles substrats de SUMO va fer una seleccié d'aquelles que eres més

convenients per validar en assaigs d'expressid in vitro.
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De tots els gens que codificaven les proteines que va trobar, aquest treball es centra solament
en els gens ERFs, concretament en tres factors de transcripcid: 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 sobreexpressié pot millorar aquesta resposta.

Obtencié de plantes transgéniques

Per poder realitzar I'analisi funcional d’aquests factors de transcripcié per regulacié de SUMO,
Diana Fuertes va generar les plantes transgeniques que s’han utilitzat per aquest treball i que
es descriuen a continuacié. A les plantes derivades de successos de transformacio

independents les anomenem linies i els adjudiquem un ndmero.

- Plantes de guany de funcid o sobreexpresores
Linies transgeniques de guany de funcié o sobreexpresores dels gens escollits (ERF2, ERF6 i
ERF104). Per a la generacié d’aquestes plantes van transformar A. thaliana ecotip Columbia-0
mitjangant la técnica floral-dip amb diferents cultius d’Agrobacterium tumefaciens que
contenien vectors recombinants portadors del promotor constitutiu 35S del virus del mosaic de
la coliflor fusionat al gen en qliestié (ERF2, ERF6 o ERF104), a més a més del gen de seleccid per

resisténcia a Higromicina (Hyg).

- Plantes mutants de pérdua de funcio
Les linies mutants o de pérdua de funcié utilitzades corresponen al mutants de tipus SALK, els
quals tenen una insercié de T-DNA (de I'anglés transfer DNA) interrompent el gen en concret.

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

Per poder realitzar I'analisi funcional de la SUMOQilacié en proteines diana és necessari disposar
de plantes SUMOilables i no SUMOilables o deficients en SUMOQilacidé per poder-les comparar
entre si.

Per a l'obtencié de linies sense la funcid de SUMOilacié es van utilitzar plantes d’A. thaliana
ecotip Columbia-0 que contenien el vector recombinant portador del promotor constitutiu 35S
del virus del mosaic de la coliflor fusionat al gen en qliestié (ERF2, ERF6 o ERF104) a més del
gen de seleccid per resistencia a Higromicina (Hyg) i se’ls va fer un procediment anomenat
mutagenesi dirigida. Mitjangant amplificacié PCR, es va substituir un nucleotid per un altre per
obtenir un canvi en la seqiéncia aminoacidica de la proteina substrat que fa possible la
SUMOilacié. Es necessari que el nou aminoacid presenti les mateixes condicions
fisicoquimiques per a que no es produeixi cap problema amb la proteina (mal plegament, etc),

per aixo el canvi d’'aminoacid va ser de lisina a arginina.

Analisis d’expressid i justificacié de linies utilitzades

Els gens de referéncia endogena (Housekeeping genes o HKGs) utilitzats en les analisis
d’expressio del tipus PCR quantitativa s’utilitzen com a controls endogens que permeten la
correccidé de variacions experimentals, causades per components inhibidors, transcripcio
inversa (reverse transciption, RT), eficiéncia o qualitat del material de partida, etc. (Infante et
al.,, 2008).E | gen de referéencia que trobem en aquest treball per normalitzar I'expressié dels
gens ERFs i d’aguesta manera escollir les linies per als experiments va ser el gen de la

UBIQUITINA.

A cada linia amb la capacitat de SUMOQilacié (nativa) li correspon una linia no SUMOQilable ( amb
la lisina mutada), amb nivells d'expressié similars per poder comparar en els experiments.
Trobem linies amb nivells d’expressié alts i baixos (Figures 4, 5 i 6). En aquestes figures es
mostren les linies escollides per al present treball. Encerclades en verd fosc s’indiquen les linies
amb major nivell d’expressid, mentre que en verd clar s’encerclen aquelles de menor

expressio.
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Per a la linia ERF6 7.4 (Figura 5) no es va obtenir cap linia no SUMOQilable amb els mateixos
nivells d’expressié amb qui correlacionar-la, perd es va utilitzar per que contenia uns nivells
d’expressido d’ERF6 molt elevats, que poden ser interessants, en comparacié amb les altres

linies.

ERF2
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Relative expression ERF2/UBC
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Figura 4: Nivells d’expressio relatius del gen ERF2 respecte al gen de la UBIQUITINA (UBC) en diferents linies
SUMOilables (native) i no SUMOilables (SUMO deficient) sobreexpressores d’ERF2. Encerclades s’indiquen les
linies escollides per al present treball: en verd fosc les de major nivell d’expressié i en verd clar les de menor
(Diana Fuertes,2022).
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Figura 5: Nivells d’expressio relatius del gen ERF6 respecte al gen de la UBIQUITINA (UBC) en diferents linies
SUMOilables (native) i no SUMOilables (SUMO deficient) sobreexpressores d’ERF6. Encerclades s’indiquen les
linies escollides per al present treball: en verd fosc les de major nivell d’expressié i en verd clar les de menor
(Diana Fuertes,2022).
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ERF104
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Figura 6: Nivells d’expressio relatius del gen ERF104 respecte al gen de la UBIQUITINA (UBC) en diferents linies
SUMOilables (native) no SUMOilables (SUMO deficient) sobreexpressores d’ERF104. Encerclades s’indiquen les
linies escollides per al present treball: en verd fosc les de major nivell d’expressié i en verd clar les de menor
(Diana Fuertes,2022).
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2. Objectius

La proteina SUMO modula diversos processos biologics del desenvolupament i també les
respostes de defensa davant diferents estressos biotics i abiotics en plantes. Tot i que s’ha
descobert que la regulacié per SUMO és molt important, els detalls d’aquesta regulacié sén
encara poc coneguts.

En aquest context, 'objectiu general d’aquest treball és I'estudi de I'efecte de la SUMOilacié en
la regulacié dels factors de transcripcié ERF en la modulacié del desenvolupament durant les
respostes de defensa de les plantes.

L'abordatge d’aquest objectiu general s’ha dut a terme mitjancant el desenvolupament dels

seglients objectius concrets:

- Analitzar si existeixen diferencies fenotipiques entre plantes d’arabidopsis silvestres,
sobreexpressores dels gens ERFs SUMOQilables i no SUMOilables cultivades en

condicions normals (abséncia d’estrés) i en condicions d’estres abiotic.

- Estudiar l'efecte de la SUMOilacié en plantes arabidopsis que sobreexpressen els gens

ERF2, ERF6i ERF104.
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3. Materials i metodes

En aquest apartat es descriuen els materials i métodes de major rellevancia per al

desenvolupament i realitzacié d’aquest treball.

3.1. Material vegetal

El material vegetal utilitzat en aquest treball va consistir en ecotips silvestres i plantes mutants i

transgeniques d’arabidopsis (Taula 1).

3.1.1. Plantes silvestres

Lecotip silvestre d’ Arabidopsis thaliana utilitzat va ser Columbia-0 (Col-0). En els experiments

es va utilitzar com a control durant la caracteritzacié del fenotip de les plantes.
3.1.2.  Plantes transgéniques

- Plantes de guany de funci6 o sobreexpesores: Plantes d‘arabidopsis que
sobreexpressaven els gens ERF2, ERF6, i ERF104 en el fons genétic Columbia-0 (Col-0).
Dins d’aquest grup trobem les plantes SUMOQilables i les no SUMOilables (mutants per
a la lisina sense la capacitat de SUMOilacid).

- Plantes mutants de pérdua de funcid: Plantes d’arabidopsis mutants de pérdua de
funcid en el fons genétic Columbia-0 (Col-0). Aquestes plantes van ser utilitzades com a
control en els experiments de caracteritzacio fenotipica. Dins d’aquest grup trobem els
dobles mutants ein3/eill i erf5/erf6 i el mutant simple erf104, deficitaris en la resposta

o la sensibilitat a 'etile.
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Taula 1. Resum del material vegetal utilitzat. El simbol (+) fa referéncia al nivell d’expressid dels diferents gens
ERFs en les diferents plantes respecte a plantes silvestres. =, nivell d’expressié del corresponent gen igual que el
nivell de les plantes silvestres ; +; nivell d’expressio superior al de les plantes silvestres, ++; encara més expressio
que +, 0, expressié nul.la..

Tipus de planta

Genotip

Nivell d'expressié

ERF2 | ERF6 | ERF104

Transgeniques

Guany de funcié/
sobreexpresores

SUMOilables
(SUMO native)

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 pérdua de funcié

ein3 / eill

erf5 / erfé6

erf104
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3.2. Cultiu de plantes en cambres de creixement

3.2.1. Sembra i substrat de cultiu vegetal

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

vermiculita en proporcid 3:1:1 col-locada en testos rodons.

3.2.2. Condicions de cultiu

Un cop sembrades les llavors es van estratificar durant 2 dies (foscor a 42C).Les plantes que es
van fer créixer per analitzar els fenotips sota condicions normals (abséncia d’estrés) han estat
cultivades en cambres de llum continua o dia llarg (Long day conditions, LD), amb 16 h de llum i

8 h de foscor, una temperatura de 22 + 22C i una humitat relativa del 65% .

3.3. Cultiuin vitro de plantes

Els diferents assaigs de resposta a I'estrés es van realitzar en condicions de cultiu in vitro. Abans
de sembrar les llavors, aquestes es van desinfectar amb una solucié de lleixiu al 20% i Triton
X-100 al 1%. Es van netejar durant un minut en aquesta solucidé (tres repeticions) i a

continuacio es van rentar amb aigua Milli-Q durant trenta segons (tres repeticions).

3.3.1. Sembra i medi de cultiu in vitro

El medi de germinacid i creixement de les plantes en plaques de Petri de cultiu in vitro va ser
Murashige & Skoog (MS) amb vitamines al 0,5% c/v (el qual correspon a la meitat de la
concentracié del medi canonic MS) suplementat amb diferents components que indueixen a

I'estrés i que s’expliquen a continuacio.

-ACC: Es va utilitzar ACC (acid 1-Aminociclopropa-1- carboxilic) perque és un precursor d’etilé.

Després d'una serie de reaccions a partir de I'aminoacid metionina I'ACC es transforma en etile.
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-Metalls pesants: Es van utilitzar diferents metalls pesants perquée provoquen estrés oxidatiu i

alguns efectes toxics que impedeixen el creixement de les plantes.

-D-mannitol: Es va emprar mannitol perquée és un compost que s'utilitza com a osmoregulador,
ja que pot actuar com a solut compatible en la cél-lula simulant condicions d'estrés osmotic o
sequera lleu.

NaCl: El clorur de sodi es va fer servir per produir estrés sali.

El tipus de compost, les concentracions de les solucions estoc o inicials utilitzades i les

concentracions finals de treball es mostren a la taula 2.
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Taula 2. Tipus de compost afegits al medi, concentracié estoci concentracions finals de treball.

Compost

ACC

Estoc

50 mM

Concentracio final

0,5 uM

1uM

wzmﬁmz

nw ~+ 3 O v ® T

Cuso,

MnCl,

ZnSO,

CoCl,

H,BO,

cdcl,

100 mM

500 mM

500 mM

500 mM

500 mM

500 mM

10 uMm
20 uM
30 uM
50 uM
200 puM
500 pM
750 pM
100 uM
200 pM
300 pM
25 uM
200 pM
500 pM
750 pM
5uM
10 pM
15 uM

30 M

D-mannitol

1M

25 mM

NaCl

5M

50 mM

75 mM

100 mM

150 mM

Escola d’Enginyeria Agroalimentaria i de Biosistemes de Barcelona

UPC - BarcelonaTech



Regulacid dels factors de transcripcié ERF per conjugacio de SUMO
32

3.3.2. Condicions de cultiu in vitro

Un cop sembrades les llavors es van estratificar durant 2 dies (foscor a 42C). En el cas concret
de I'experiment amb etile, posteriorment a I'estratificacié es van sotmetre a un pols de llum
durant dues hores per induir la germinaci, i a continuacid es van deixar créixer en foscor.

Les condicions de cultiu in vitro van ser de llum continua o bé 12 h de llum i 12 h de foscor,

temperatura de 22 +29C i una humitat relativa del 65%.

3.4. Metodologies

3.4.1. Assaig de fenotipat de les plantes en condicions normals (abséncia d’estrés)
Per analitzar el fenotip de les plantes en condicions normals de cultiu (absencia d'estres) el
disseny experimental va consistir en la sembra de cinc plantes de cada linia a analitzar fent tres
repliques biologiques. Cada una de les tres repliques es va col-locar en una cambra de
creixement. Les tres cambres utilitzades tenien les mateixes condicions de cultiu, a fi d’evitar
gualsevol alteracié fenotipica provocada per I'efecte de la cambra.

Durant el procés de creixement de les plantes es va realitzar un registre fotografic setmanal per
analitzar els seglients parametres fenotipics al cap de 21 dies: I'area de la roseta (cm?), la
longitud de l'arrel (cm) i de la planta (cm) i el temps d’inici de floracié ( comptabilitzat com a
dies transcorreguts des de la germinacio fins a que les plantes presenten al centre de la roseta

el botd floral amb una tija de més d’un centimetre de llarg) i la capacitat fotosintética.
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En la figura 7 podem veure un exemple de la disposicié dels testos amb les plantes germinades

i desenvolupades en fase vegetativa (roseta).

Figura 7: Exemple de safata per a I’assaig de fenotipat de les plantes en abséncia d’estres.

Un altre parametre que es va mesurar va ser la capacitat fotosintetica de les plantes per poder
analitzar si la sobreexpressid dels gens ERFs, la seva repressié o la capacitat de SUMOilacié
afectaven en el procés d'obtencié d'energia d'aquestes. La fotosintesi és un procés primordial
en el qual les plantes fan la conversié de materia inorganica en matéria organica, gracies a
I'energia luminica. Com que les plantes depenen d'aquesta transformacié energetica per a la
seva subsisténcia, estudiar com varia aquest parametre és important, ja que pot ajudar a
entendre processos d'adaptacio a canvis desfavorables de les plantes.

La fluorescencia de la clorofil-la és un indicador molt sensible de la fotosintesi. Per mesurar la
capacitat fotosintética de les plantes es va utilitzar el mesurador de clorofil-la IMAGING-PAM
serie M. Seguidament amb el programa ImagingWinGige es va obtenir la informacié

guantitativa de la conversié d'energia fotosintética per poder comparar els resultats.
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3.4.2. Assaigs de fenotipat de les plantes en resposta a diferents estressos

Per estudiar la resposta de totes les plantes a diferents condicions d'estrés es va seguir el
seglient disseny experimental: es van sembrar entre 20-30 llavors de cada linia 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 inicament una repeticid biologica per a cada condicié d’estreés.

Cada estres diferent esta relacionat i actua de manera especial i diferent sobre un parametre
fenotipic especific, per aixo el parametre fenotipic a analitzar i la durada de I'experiment varia
depenent del tractament aplicat.

En I'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 I'hipocotil. Amb
metalls pesants les plantes es van deixar créixer durant vuit dies i es va mesurar la llargada de
I'arrel. | en els experiments amb NaCl i D-mannitol es va mesurar |'area de la roseta de les

plantes després de deu dies (Taula 3).

Taula 3 . Tractaments d’estrés realitzats en el present treball i respostes mesurades. Es mostren els diferents
tractaments, els parametres a mesurar (cm) i la duracié de I'experiment (dies).

Tractament Parametres a mesurar (cm) Duracié de
'experiment (dies)

Etile (ACC) Hipocotil 3

Metalls pesants Llargada arrel 8
Estrés sali (NaCl) Area roseta 10
Estrés osmotic (D-mannitol) Area roseta 10
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3.4.3. Tractament de dades

Tots els parametres fenotipics mencionats anteriorment, la tija, I'arrel, I'hipocotil i I'area de la
roseta de les plantes, s’Than mesurat amb Imagel. Aquest és un programari lliure de
processament d'imatges en Java desenvolupat en els Institut Nacionals de Salut i el Laboratori
d'Instrumentacié Optica i Computacional (LOCI, Universitat de Wisconsin). El parametre
fenotipic inici de floracid es va fer calculant el percentatge de floracié de cada linia considerant
aquelles plantes que contenien més d’1 cm de llarg de botd floral. La capacitat fotosintetica es
va mesurar amb el mesurador fotosintetic Imaging-PAM. Els instruments GigE de la serie M
d'IMAGING-PAMP estan totalment controlats pel programari ImagingWinGigE. Aquest sistema i
software va ser creat per I'empresa alemanya Heinz Walz GmbH, un dels principals productors
mundials de sistemes de mesura de fotosintesis. El programari utilitzat per al tractament de les
dades d’aquest treball ha estat el GraphPad Prism 9.5.0. GraphPad Prism és un programa
estadistic que forma part de Dotmatica, lider mundial en R+D de programari cientific. Combina
grafics cientifics, ajusts complets de corbes (regressio no lineal), estadistiques comprensibles i

organitzacié de dades. Actualment, GraphPad Software esta ubicat en San Diego, California.

Totes les dades dels diferents assaigs es van sotmetre préviament a test de normalitat i
homogeneitat de variancies. Conseglientment, es va efectuar una ANOVA d’un factor per a
estudiar els diferents factors independentment. Lagrupacié de dades es va dur a terme amb el
meétode de Tukey. Per comparar els resultats obtinguts 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 parameétrica que compara les distribucions de dos grups no
emparellats. Aquest test es va fer amb un nivell de confianga del 95% i amb un valor de P d’una

Cua.

Quan diem que el tractament de dades i I'analisi estadistica de tots els parametres fenotipics es
va realitzar de manera relativa, ens referim al fet que es van normalitzar les dades. La
normalitzacié d’aquestes va significar I'ajust dels valors mitjans de diferents escales respecte a
una escala comuna. D'aquesta manera els grafics obtinguts no presenten unitats, ja que

s’obtenen valors adimensionals.

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



Regulacid dels factors de transcripcié ERF per conjugacio de SUMO
36

4. Resultats

- 4.1 Analisi del fenotip de plantes amb diferents nivells d’expressié dels gens ERFs i

SUMOilables o no en condicions normals (abséncia d’estrés)

Amb |'objectiu de veure si existeixen diferencies en el fenotip de les plantes adultes crescudes
en condicions normals degudes a la sobreexpressié dels gens ERF2, ERF6 i ERF104 i/o a la
susceptibilitat de les proteines que codifiquen de ser SUMOQilades, es van cultivar 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 utilitzar plantes silvestres

Col-0 i mutants relacionats amb la sensibilitat o la resposta a I'etilé.

Com s'ha mencionat en la introduccid, s’ha descrit que la sobreexpressio o la perdua de funcié
d’alguns gens ERFs pot afectar al creixement de les plantes. Per aquesta rad als 21 dies de
creixement de les plantes anteriorment citades es van analitzar els seglients parametres
fenotipics: I'area relativa de la roseta (Figura 8), la longitud relativa de la tija (Figura 9), longitud
relativa de l'arrel (Figura 10), el temps de floracié o floracié relativa (Figura 11) i la capacitat
fotosintetica (Figura 12). La linia ERF6 7.4, que mostra uns nivells d’expressié molt elevats, es va
eliminar de I'analisi estadistic per no tenir una linia sense capacitat de SUMOilacié amb els

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

Respecte a l'area de la roseta, Col-0 va mostrar un rang ampli de valors, la mitjana dels quals
vam considerar com a 1 (Figura 8). La linia mutant ein3/eil1 va desenvolupar una roseta més
petita que les plantes Col-0, resta de mutants i sobreexpresores. El fet de que ein3/eill mostri
rosetes més petites suggereix que aquesta perdua de funcid regula negativament el
desenvolupament foliar de les plantes. Les linies mutant erf5/erf6 i erf104 de pérdua de funcié
d’ERF6 i ERF104 respectivament, van mostrar uns valors molt similars als de Col-0 i en
comparacié amb les linies sobreexpressores, tampoc van mostrar diferéncies significatives. A
I'analitzar les plantes de sobreexpressio totes van mostrar valors entre 0,9 i 1,3 d’area relativa
de roseta i no es va veure distincié entre si aquestes eren SUMOQilables o no. Per tant, sembla
gue la sobreexpressié dels gens ERF2, ERF6 i ERF104 no afecta a I'area de la roseta. A més, en

les linies sobreexpresores no existeixen diferéncies significatives entre les linies SUMOilables i
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les no SUMQilables, concloent d’aquesta manera que la SUMOQilacié de les proteines ERFs
estudiades en aquest treball no afecta |'area de la roseta de les plantes, i suggerint que la
senyalitzacid de I'hormona etilé a través dels factors de transcripcid ERF2, 6 i 104 no té un

paper en la regulacid de I'area de la roseta (Figura 8).
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Figura 8: Analisi de I'area relativa de la roseta. Plantes silvestres Col-0, mutants ein3/eill, erf5/erf6 i erf104 i
sobreexpressores d’ERF2 (A), ERF6 (B) i ERF104 (C). ns: no significatiu segons el test de Mann Whitney.

Pel que fa a la longitud de la tija principal de les plantes, es va observar un patrd similar al de la
roseta (Figura 9). Les plantes silvestre Col-0 va mostrar un valor mig de 1,05 de longitud relativa
de la tija. Pel que fa a les plantes mutants, ein3/eill va desenvolupar una tija més curta que
Col-0 ique 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
gue el mutant ein3/eill tingui arrels més curtes suggereix que aquesta péerdua de funcio regula
negativament el desenvolupament de |'allargament radicular.

Entre les plantes silvestres i les de sobreexpressid no es van trobar diferéncies significatives. En
les plantes de sobreexpressié d'ERF2 veiem una diferéncia significativa (p<0,0242) en la
longitud de la tija entre la linia SUMOilable ERF2++ i la no SUMOilable ERF2K ++, més curta
(Figura 9A). En les plantes sobreexpressores d’ERF6 i ERF104 no es van observar diferéncies
significatives en la longitud de la tija principal entre les plantes SUMOilables i no SUMOilables
(Figura 9). Aixi doncs, la SUMOQilacié d'ERF2 sembla actuar de manera positiva sobre la longitud

de la tija, mentre que la d’ERF6 i ERF104 no sembla tenir cap efecte.
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Figura 9: Analisi de la longitud relativa de la planta. Plantes silvestres Col-0, mutants ein3/eill, erf5/erf6 i erf104 i
sobreexpressores d’ERF2 (A), ERF6 (B) i ERF104 (C). ns: no significatiu segons el test de Mann Whitney;*: (p<0,05)
segons el test de Mann Whitney.

Pel que fa a la longitud de I'arrel observem un patré similar al de la roseta i la longitud del tija
de les plantes (Figura 10). Les plantes silvestres van desenvolupar arrels amb valors entre 1-1,3
de llargada relativa. La linia mutant ein3/eill va obtenir valors inferiors a Col-0 i a la resta de
plantes sobreexpressores, suggerint que ser deficient en la senyalitzacié de I'etilé provoca una
regulacié negativa en el desenvolupament de l'allargament radicular. En canvi les linies
erf5/erf6 i erfl104 van presentar arrels amb valors molt semblants a Col-0 i a les plantes
sobreexpressades. Entre la planta silvestre i les plantes de sobreexpressié no es van visualitzar
diferéncies significatives en la longitud de l'arrel. Tampoc es van veure diferéncies entre les
plantes SUMOQilables i les que no (Figura 10). Aixi doncs, podem concloure que malgrat que la
senyalitzaciéd de I'hormona etile afecta la longitud de l'arrel, aquest efecte no es realitza a

través dels factors de transcripcié ERF2, 6 i 104.
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Figura 10: Analisi de longitud relativa de I'arrel. Plantes silvestres Col-0, mutants ein3/eill, erf5/erf6 i erf104 i
sobreexpressores d’ERF2 (A), ERF6 (B) i ERF104 (C). ns: no significatiu.
Al cap de 21 dies podem observar com Col-0 va mostrat un valor de floracié mitja el qual vam
considerar 1 (Figura 11). La linia mutant ein3/eill no va arribar a florir, per aixd no apareixen
valors. Aquest fet suggereix que ser deficient en la senyalitzacié de I'etilé provoca una regulacio
negativa en l'inici de floracié de les plantes. Les linies erf5/erf6 i erf104 van presentar valors

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

En ERF2, les plantes sobreexpressores van obtenir valors lleugerament majors en l'inici de
floracid que la planta silvestre. | tot l'estadistica no ser significativa entre les plantes
SUMOQilables i no SUMOQilables , sembla aparéixer una tendéncia on la SUMOQilacié té un paper
en l'inici de floracié positiu (accelera el procés) en les plantes sobreexpressores del gen ERF2.
En ERF6 les plantes sobreexpressores van obtenir valors lleugerament majors en l'inici de
floracid que la planta silvestre. Entre les plantes SUMOQilables i no SUMOQilables , sembla
apareixer una tendencia contraria a les plantes d’ERF2, on la SUMOilacié té un paper en l'inici
de floracid negatiu (retarda el procés) en les plantes sobreexpressores del gen ERF6. En ERF104
les plantes SUMOQilables i les no SUMOQilables van mostrar resultats semblants entre elles i amb
les plantes silvestres. Aixi, podem concloure que ERF104 no té un paper en determinar l'inici de
floracié de les plantes, mentre que la SUMOilaci6 d’ERF2 si, i de manera positiva i la

SUMOilacié d’ERF6 de manera negativa. (Figura 11).

Aguestes dades es mostren en un grafic de diagrama de violi 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: Analisi relativa de I'inici de la floracid. Plantes silvestres Col-0, mutants ein3/eill, erf5/erf6 i erf104 i
sobreexpressores d’ERF2 (A), ERF6 (B) i ERF104 (C). ns: no significatiu.

Pel que fa a la capacitat fotosintetica, després de 10 dies des de la germinacid de les llavors les
plantes ja tenien una roseta prou gran com per analitzar-la. Es van mesurar totes les linies amb
mesurador fotosintétic Imaging-PAM. El mateix programa realitza una expressié numerica
adimensional resultat de la divisid del parametre Y(Il) i el nimero de plantes sembrades que
permet estimar la seva capacitat fotosintética.

Totes les plantes, Col-0, mutants de pérdua de funcid i plantes sobreexpressores van mostrar
valors similars de capacitat fotosintética (Figura 12) .No es van observar diferéncies
significatives en la capacitat en cap cas. La conclusié dels resultats va ser que els gens ERF2, 6 i
104 no regulen l'expressié de gens relacionats amb la fotosintesi i que la capacitat de

SUMOilacié tampoc afecta a la capacitat fotosintética de les plantes.
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Figura 12: Analisi de la capacitat fotosintética. Plantes silvestres Col-0, mutants ein3/eill, erf5/erf6 i erf104 i
sobreexpressores d’ERF2 (A), ERF6 (B) i ERF104 (C).

4.2 Analisi del fenotip de plantes amb diferents nivells d’expressio dels gens ERFs i

SUMOilables en condicions d’estrées

- Resposta a l'estrés per etilé

En I'experiment amb el tractament amb ACC (precursor d'etile) I'objectiu va ser analitzar
hipocotil de les plantes després de tres dies de creixement, ja que com s’ha mencionat en la
introduccié l'etile indueix canvis morfologics tipics de plantes crescudes en foscor com la

inhibicié de I'allargament de I’hipocotil.

Aquests resultats no es van quantificar, ja que a simple vista es va observar que no existien
diferencies en I'hipocotil entre les diferents plantes (silvestre, mutants de pérdua de funcié 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 patré. La figura 13 mostra
com a exemple el creixement de plantes Col-0, ein3/eill i les plantes d'ERF104 en preséncia
diferents concentracions del precursor d'etile ACC. De les 20-30 llavors que es van sembrar i
analitzar, es mostren Unicament 4 plantes de cada grup per poder visualitzar |'efecte de I'etilé

més clarament.
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Colo ein3/eil 1 erfl04  ERF104 ERF104 ERF104K  ERF104K
55 6.3 1.4 6.2

Figura 13: Analisi de la resposta de 'estrés davant I’etilé. Fotografia de plantules representatives de les
diferents linies sobreexpressores d’ERF104 després de 3 dies de creixement en preséncia de diferents
concentracions d’ACC (indicades a l'esquerra). Controls: Col-0, ein3/eill i erf104. Linies SUMOilables
(ERF104 5.5 i ERF104 6.3) i linies no SUMOilables (ERF104K 1.4 | ERF104K 6.2).
Les plantes silvestres en absencia d’etileé (0 umM d'ACC) van desenvolupar un hipocotil allargat,
degut al seu creixement en foscor. A mesura que es va augmentar la concentracié d’ACC es va
observar una inhibicié progressiva del creixement de I'hipocotil (Figura 13). La linia mutant
ein3/eill va mostrar hipocotils llargs tant preséncia de diferents concentracions d’ACC com no.
Aguest resultat era esperable ja que aquests mutants sén insensibles a I'etilé, per tant no sén
capacos de detectar-lo quan es produeix o quan és present al medi. Les linies mutants erf5/erf6
i erf104 van respondre de la mateixa manera que Col-0, la qual cosa indica que la induccié dels
gens ERF6 i ERF104 per etilé no té un efecte sobre I'allargament de I'hipocotil. En el cas de les
plantes de sobreexpressio, la llargada I'hipocotil es va veure reduida a mesura que la
concentracié d'ACC augmentava, i no es van veure diferéncies amb la planta silvestre. Tampoc
es van veure diferéncies entre les linies SUMOilables i les que no, indicant que l'inhibicié del

creixement de I‘hipocotil per etile no té lloc a través de ERF2, 6 i 104 ni de la seva SUMOQilacié.

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



Regulacid dels factors de transcripcié ERF per conjugacio de SUMO
43

- Resposta a I'estrés per metalls pesants:

En I'experiment per estudiar I'efecte dels metalls pesants sobre el creixement de les plantes
I'objectiu va ser analitzar la longitud d’aquestes després de vuit dies. En general, en situacions
silvestres, I'augment de les concentracions dels metalls provoca una disminucié gradual de la

longitud de les arrels.

A part de mesurar la longitud de l'arrel es va calcular la taxa d’inhibicié (%) o taxa de reduccio
entre les plantes crescudes en medi MS control i les plantes crescudes amb una certa

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

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

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

En el cas del coure es van observar diferéncies fenotipiques amb 30 uM de CuSO,. Les plantes
sobreexpressores d’ERF2 van desenvolupar una arrel més petita que la varietat silvestre i com
era d’esperar, la llargada de I'arrel va disminuir en ser exposada amb coure. Tot i la diferéncia
sigui minima, en les plantes SUMOQilables (ERF2+ i ERF2++) la reduccié de la llargada de l'arrel
va ser menor que en les no SUMOilables (ERF2K+ i ERF2K++), ja que veiem una taxa d’inhibicid

de I'arrel menor en les plantes que tenen la capacitat de SUMOilacié (Figura 15).
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Figura 14: Analisi de la resposta de I'estrés davant coure en plantes sobreexpressores d’ERF2. Longitud de
I'arrel (cm) en medi MS control (verd) i amb 30 CuSO, uM (blau) (A) i taxa d’inhibicid (%) (B)
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En I'analisi que incloia les plantes sobreexpressores d'ERF6, la linia mutant erf5/erf6 va arribar a
uns valors de llargada molt semblants als de Col0 (3-4 cm) i la seva taxa d'inhibicié de I'arrel va
ser del 35%. En aquest cas si que podem apreciar clarament la tendéencia de que la taxa
inhibicié de les linies SUMOQilables (ERF6+, ERF6++ i ERF6+++) és menor que en les linies no
SUMOilables (ERF6K+ i ERF6K++). Com a excepcid tenim la linia SUMOilable ERF6+++ que com
es va mencionar anteriorment, conté uns nivells d'expressio elevats. L'arrel d'aquesta linia es
va veure molt afectada per els 30 uM de CuSO, i per aix0 els valors de la taxa d'inhibicié arriben

fins al 80% (Figura 15).
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Figura 15: Analisi de la resposta de I'estrés davant Coure en plantes sobreexpressores d’ERF104. Longitud de

I'arrel (cm) en medi MS control (verd) i amb 30 CuSO, uM (blau) (A) i taxa d’inhibicié (%) (B).
En les plantes d’ERF104 la linia mutant erf104 va arribar també a uns valors de llargada molt
semblants als de la varietat silvestre i la seva taxa d’inhibicié de I'arrel en ser exposada al coure
va ser del 35%. En les plantes de sobreexpressié la tendéncia mencionada anteriorment la
veiem més clara en les linies amb major nivell d’expressié. Es a dir, la linia SUMOilable
ERF104++ va obtenir una taxa d’inhibici6 menor que la linia no SUMOilable ERF104K (Figura
16).
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Figura 16: Analisi de la resposta de I'estrés davant Coure en plantes sobreexpressores d’ERF6. Longitud de I'arrel
(cm) en medi MS control (verd) i amb 30 CuSO, uM (blau) (A) i taxa d’inhibicio (%) (B).

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

ERF104 afecta de manera positiva la resistencia de les plantes al coure.

En el cas del cadmi es van veure diferencies en 15 uM de CdCl,. (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 sén valors molt llunyans i totes ronden entre els 3 cm de llargada.
Centrant-nos en les plantes de sobreexpressio, veiem que la taxa d'inhibicid de les plantes
SUMOQilables es molt menor que la taxa d'inhibicié de les linies no SUMOQilables. Cal destacar el
valor de la linia SUMOilable amb major nivell d'expressié (ERF2++) que quasi manté la mateixa
llargada tant en medi MS control com en medi amb 15 uM de CdCl, amb una taxa d'inhibicié

del 5% (Figura 17).
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Figura 17: Analisi de la resposta de I'estrés davant cadmi en plantes sobreexpressores d’ERF2. Longitud de

I'arrel (cm) en medi MS control (verd) i amb 30 CuSO, uM (blau) (A) i taxa d’inhibicié (%) (B).
En el cas d'ERF104, |a linia erf104 va arribar a uns valors de llargada de I'arrel molt semblants
als de la varietat silvestre i no es va veure quasi afetcada per I'exposicié al cadmi, mostrant una
taxa d’inhibicié de I'arrel del 18%. Pel que fa a les plantes de sobreexpressio, van mostrar valors
mitjans de llargada inferiors a la varietat silvestre tot i no ser destacables. En comparar les
plantes sobreexpressores observem un patrd contrari a ERF2 en ser exposat a 15 uM de CdCl,.
Trobem una taxa d'inhibicié de les plantes SUMOilables molt major a la taxa d'inhibicié de les

no SUMOilables.

A * I B
= cnral
ERF104
ERF104 =3 CdCl 15 pid 40+
5= —
£ |l 2 304
50 E30 —
= o
E 34 ﬁ ﬁ I 2 20+
P £
T 7 %
3 o 104
£ 14 >
-0 T T T T T T T 0 | 1 ! 1 I 1 I
o .:a‘\ ® o o o -»,Sj . -';;\ ':Ih ] o X H
S wx‘?ﬁ. -zi?‘\ Qg@h Q@h Q@d‘ ,S,ﬁl- < o° & 3 Qg@h *@h“ {(r\ﬁ#- Qﬁ"-]j
[l M

Figura 18: Analisi de la resposta de I'estrés davant cadmi en plantes sobreexpressores d’ERF104. Longitud de
I'arrel (cm) en medi MS control (verd) i amb 15 CdCl, uM (blau) (A) i taxa d’inhibicié (%) (B).
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Aquests resultats ens porten a concloure que la SUMOilaci6 d’ERF2 sembla afectar
positivament a la resistencia al cadmi mentre que la SUMOilaci6 d’ERF104 [afecta

negativament i la SUMOQilacié d’ERF6 no I'afecta.

En el cas del Bor es van veure diferencies en 750 uM de H3;BO, i solament es van apreciar
diferencies en les plantes d'ERF2 (Figura 19) . Les plantes Col-0 van desenvolupar unes arrels
més llargues que les plantes transgeniques, amb una mitjana de 5 cm en medi MS control i de
4 cm en medi amb 750 uM H;BO,. L'arrel de la varietat silvestre no es va veure molt afectada a
I'exposicid d'aquest metall per aix0 la seva taxa d'inhibicié va ser del 15%. La linia mutada
ein3/eill va desenvolupar arrels més curtes que Col-0. Aquesta linia si que es va veure afectada
per l'exposicié al bor i la llargada de l'arrel va disminuir quasi el 50% del seu valor inicial. En
comparacié amb Col-0 la llargada de l'arrel en les plantes de sobreexpressié 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 SUMOilacidé (ERF2+ i ERF2++) no es va veure tan
afectada com en les plantes no SUMOilables (ERF2K+ i ERF2K++), per aix0 observem una taxa
d'inhibicid6 més petita en les plantes SUMOilables (Figura 19B). Aixi, sembla que tenir la

capacitat de SUMOilar ERF2 confereix a les plantes resistencia al bor.
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Figura 19: Analisi de la resposta de I'estrés davant bor en plantes sobreexpressores d’ERF2. Longitud de l'arrel
(cm) en medi MS control (verd) i amb 15 CdCl, uM (blau) i taxa d’inhibicié (%).

En el cas de Manganes, Zinc i cobalt no es van veure diferencies significatives entre les diferents

plantes (dades no mostrades).
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- Resposta a l'estrés sali i osmotic

En I'experiment per estudiar I'efecte de I'estres sali i osmotic sobre el creixement de les plantes
es va analitzar I'area de la roseta de plantes de deu dies d’edat. En general, en plantes
silvestres, aquests dos tipus d’estrés provoquen una disminucié de l'area de la roseta de les
plantes. Lacumulacié d’aquests components en les plantes provoca danys en el teixit i
senescencia prematura de les fulles.Per induir estres sali vam utilitzar NaCL i per induir estres

osmotic, D-mannitol.

El creixement de la roseta en tots els casos va ser |'esperat i a mesura que augmentava la
concentracio de NaCl disminuia I'area de la roseta. A partir de 100 mM de NaCl les plantes van
mostrar intolerancia significativa a I'estres sali i no van ser capaces de sobreviure. Amb 25 mM
de D-mannitol les plantes van obtenir una roseta molt reduida en comparacié en absencia

d'estres.

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

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

Figura 20 :Analisi de la resposta de I'estrés davant NaCl en plantes sobreexpressores d’ERF104. Fotografia de
plantules representatives de les diferents linies sobreexpressores d’ERF104 després de 10 dies de creixement en
medi control MS (A) i en preséncia de 150 mM NacCl (B).Controls: Col-0, ein3/eill i erf104. Linies SUMOilables
(ERF104+ i ERF104++) i linies no SUMOilables (ERF104K+ i ERF104K++).
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Aquests resultats no es van quantificar, ja que fenotipicament a simple vista es va observar que
no existien diferencies significatives en I'area de la roseta de les diferents plantes. Ni front a
estres sali ni osmotic no es van observar diferéncies en |'area de la roseta entre les plantes
silvestres, mutants de perdua de funcié i plantes de sobreexpressié d’ERF2, 6 i 104

SUM©Oilables i no SUMOilables.

Els resultats suggereixen que els factors de transcripcié ERF2, 6 i 104 (i la seva SUMOQilacié) no
tenen cap paper en la tolerancia a l'estrés ni sali ni osmotic, si més no en les condicions

testades en aquest TFG.

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



Regulacid dels factors de transcripcié ERF per conjugacio de SUMO
50

5. Discussio

Els resultats d'aquest treball proporcionen informacid util per avancar en la comprensié de com
actua la SUMOilaci6 com a mecanisme de defensa postranscripcional i la importancia de la

regulacié dels factors de transcripcié ERF davant estressos abiotics.

Sobre I'analisi del fenotip de plantes amb diferents nivells d'expressié dels gens ERFs amb
capacitat de SUMOilaciéo o sense en condicions normals (abséncia d'estrés) es van obtenir
diversos resultats. Estudis previs havien revelat com la sobreexpressid d'alguns ERFs podia
povocar a la planta canvis morfologics tipics de plantes per tal de resistir o tolerar diferents
estressos. Amb el present treball es va poder concloure que la senyalitzacié de I'hnormona etile
a través dels factors de transcripcid ERF2, 6 i 104 no té un paper en la regulacié de I'area de la

roseta, longitud de la planta, longitud de I'arrel ni en la capacitat fotosintética de les plantes.

En el treball es va confirmar com el factor de transcripcié EIN3/EIL1 és un regulador clau de la
senyalitzacio de I'etilé. Els resultats que vam obtenir amb el mutant ein3/eil1 van indicar que
aquesta pérdua de funcié regula negativament el desenvolupament de la roseta, de
I'allargament de la tija principal i radicular i I'inici de floracié, en concordancia amb els resultats

de Ying Feng i col.laboradors al 2017.

Referent a |'analisi del fenotip de plantes amb diferents nivells d'expressié dels gens ERFs amb
capacitat de SUMOQilacié o sense en condicions d’estrés, per una banda, en |'experiment amb
etilé vam confirmar com la linia mutant ein3/eill és insensible a I'etile. Resultats similars van
trobar Merchante y Stepanova (2017), on veien que aquest doble mutant no es veia afectat per
I'addiccié d'ACC al medi. Per una altra banda, Hui Son i el seu grup d'investigacié (2012) van
estudiar el paper regulador que juga ERF5 en la resposta provocada per I'estres induit per etile.
Aquests investigadors van exposar que les plantes sobreexpresores d'ERF5 eren hipersensibles
a l'etile, ja que en comparacié a les plantes silvestres presentaven hipocotils més curts en
presencia d’aquesta hormona. En canvi, les plantes doble mutants erf5/erf6 eren hiposensibles
a l'etile, ja que presentaven una longitud de I'hipocotil major que les plantes silvestres i les
sobreexpresores d’ERF5. Les dades van suggerir que ERF5 afecta la sensibilitat de les plantes a
I'etile i és un regulador positiu de la senyalitzacié d'aquest (Hui Son et al., 2012). En el nostre

cas vam treballar amb ERF6 per estudiar si observavem un comportament similar al d'ERF5,
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pero els resultats estadistics no van evidenciar que existissin diferéncies significatives entre les
plantes de tipus silvestre i les sobreexpresores d'ERF6, i tampoc vam veure diferéncies entre si
aquestes tenien la capacitat de SUMOilacié o no. Sobre ERF2 i ERF104 no teniem informacio
prévia sobre com afectaria l'etile a I'hipocotil d'aquestes plantes. Perd amb el nostre
experiment tampoc van evidenciar diferéncies entre les plantes de tipus silvestre i les
sobreexpressores dels gens en qiestid, i tampoc vam veure diferéncies en si aquestes tenien la
capacitat de SUMOQilacié o no. Per tant, semblaria que ERF5 té un paper en la resposta

provocada per l'estrés induit per etile més important que el que puguin tenir ERF2, 6 i 104.

Diversos estudis han destacat la possible implicacié de I'etilé en |'adaptacid o tolerancia de les
plantes a metalls toxics, un exemple és el cas del grup d’investigacio de Lu y Kirkham, que van
suggerir que els genotips de plantes que sobreexpresaven gens que regulen la via de I'etilé eren
més resistents als metalls que variants silvestres . En el nostre cas no vam poder afirmar aquest
fet ja que la tendéncia observada va ser que la varietat de tipus silvestre arribava a
desenvolupar arrels més llargues que les linies transgéniques, tant de perdua de funcié com
sobreexpressores. Perd dins de les plantes de sobreexpressié amb la linia ERF2++, que contenia
uns nivells d’expressié més alts, és va obtenir una taxa d’inhibicié de I'arrel menor que en la

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

En l'estudi de la possible regulacié dels ERFs mitjancant la conjugacié SUMO vam obtenir
resultats interessants amb alguns metalls. En el cas del coure, en totes les linies SUMOQilables
d'ERF2, ERF6 i ERF104 crescudes a 30 uM de CuSO, vam aconseguir un percentatge de reduccio
de l'arrel o taxa d'inhibici6 menor que en les linies no SUMOilables respecte a les plantes
control crescudes en medi MS. Es a dir, els resultats van demostrar que la SUMOilacié d’ERF2,

ERF6 i ERF104 regula positivament la resisténcia al coure.

En el cas del cadmi, amb la concentracié de 15 uM de CdCl,, solament vam veure diferéncies en
les linies ERF2 i ERF104. En les plantes d'ERF2 , les plantes amb capacitat de SUMOQilacié tenien
una taxa de reduccié d'arrel menor que les que mancaven aquesta capacitat. Cal destacar que
la linia ERF2++, que conté uns nivells d'expressié més alts que les altres linies, va aconseguir un
percentatge d'inhibicié del 5%. Es a dir, I'arrel d'aquesta linia es va mantenir quasi igual tant en
el medi MS control com en el medi amb 15 puM de CdCl, 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 SUMOilacié d’ERF2 regula positivament

la resistencia al cadmi mentre que la d’ERF104 ho fa negativament.

Amb el Bor, a una concentracié de 750 uM de H,BO,, es van obtenir resultats similars a
I'experiment amb coure en la linia d' ERF2. La conclusié va ser també que la SUMOilacié d’ERF2

sembla afectar positivament a la resistencia al bor.

Pel que fa a l'estrées osmotic, Dubois et al.(2013) van realitzar un estudi semblant amb les
mateixes condicions inicials que nosaltres que van revelar que ERF5 i ERF6 sén induits per
diversos estressos abiotics. Van observar que el doble mutant erf5/erf6 creixia millor sota
estres osmotic que les plantes silvestres. En el nostre cas, tot i que no es van quantificar el
resultats, no es van veure diferencies ni amb les plantes sobreexpressores ni amb els mutants
en comparacié amb les silvestres, el que va suggerir que ERF2, ERF6 i ERF104 no tenen un
paper principal o signifivatiu en la tolerancia a I'estrés sali ni osmotic. Per tant no podem
demostrar que aquests factors de transcripcié siguin reguladors del creixement de les fulles

sota condicions d’estrés osmotic o sali.

Sobre les tendéencies observades en els nostres experiments, s'haurien de realitzar més
repeticions per veure si es podria arribar a aconseguir una significanca valida. També es
suggereix que tot i que sembla que SUMO afecta el fenotip de les plantes, existeixen molts

altres reguladors que podrien tenir un paper més rellevant.

El coneixement sobre els factors de transcripcid involucrats en respostes a estrés abiotic és
encara limitat. Es requereix amb urgéncia una investigacié en aquesta area. Moltes plantes
transgeniques que sobreexpressen factors de transcripcid mostren una tolerancia millorada a
I'estres abiotic, perd aquests resultats han d'analitzar-se acuradament, ja que normalment
s'avaluen pocs parametres i les condicions de creixement/estrés dels assaigs de laboratori

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

A partir dels resultats obtinguts en aquest treball, es poden extreure les conclusions seglients:

- En condicions normals (absencia d‘estres) no existeixen diferencies significatives sobre
els parametres d'area de la roseta, longitud de la tija principal i de I'arrel entre plantes
silvestres d’ A. thaliana i plantes sobreexpresores dels gens ERF2, 6 i 104 SUMOilables i
no SUMOilables.

- En abséncia d’estrés, la SUMOilacio té un paper positiu (accelera el procés) en I'inici de
floracid de les plantes sobreexpressores del gen ERF2 i un paper negatiu (retarda la
floracid) en les plantes sobreexpressores d’ERF6. | ERF104 no té un paper en
determinar l'inici de floracié de les plantes.

- ERF2, 6 i 104 amb capacitat de SUMOilacid i sense no regulen la capacitat fotosintética
de les plantes.

- Lainduccid dels gens ERF2, ERF6 i ERF104 per etilé no té un efecte sobre |'allargament
de I'hipocotil.

- La SUMOilacié d’ERF2 confereix tolerancia als metalls coure, cadmi i bor, i la
SUMOilacié d’ERF6 i 104 confereix Unicament tolerancia al coure.

- La SUMOilacié d’ERF104 afecta negativament la tolerancia al cadmi.

- Els factors de transcripci6 ERF2, ERF6 i ERF104 no semblen tenir cap paper en la

tolerancia a I'estrés sali o osmotic, almenys en les nostres condicions experimentals.
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