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Resumen Tesis Doctoral

En plantas, la sefalizacion a través de las cascadas de MAP quinasas
da lugar a un amplio numero de respuestas celulares que incluyen la
division y diferenciacién celular, asi como respuestas a estrés de origen
abidtico o bidtico (Mishra et al., 2006).

Las MAP quinasas de plantas pueden ser clasificadas, en base a la
similitud de la secuencia de aminoacidos, en cuatro grupos (A-D). Las MAP
quinasas de cada grupo se han clasificado a su vez en dos subgrupos (1 'y
2). Se dispone de muy poca informacidn acerca de los miembros del
subgrupo C1 (Nakagami et al., 2005). Dentro de este grupo se encuentran
Ntf3 de tabaco, PhAMEK1 de petunia y PSMAPKZ2 de guisante. Se han
descrito cambios en los niveles de ARNm de Ni{f3 durante el desarrollo del
polen (Wilson et al., 1993) y de PhAMEK1 durante el desarrollo del ovario
(Decroocq-Ferrant et al., 1995). En Arabidopsis, el subgrupo C1 esta
constituido por dos genes de MAP quinasas: AtMPK1 (At1g10210) y
AIMPK2 (At1g59580). La funcidén de estos genes no se conoce, aunque hay
algun dato que indica una posible relacién entre esos genes y respuestas
de estrés. Se ha descrito que los niveles del ARNm de AtIMPK1 y AtMPK2
aumentan ligeramente tras un tratamiento de salinidad (Mizoguchi et al.,
1996), y que disminuyen a las 24 horas tras un tratamiento a baja
temperatura (Vogel et al., 2005). Ademas, resultados obtenidos mediante
analisis de micromatrices indican que la expresion de AtMPK1 es mayor en
plantulas crecidas en oscuridad que en plantulas crecidas en presencia de
luz (Ma et al., 2005). El analisis de los datos de expresion depositados en
bases de datos de acceso publico indican que los niveles de expresion de
estos genes son muy bajos y que no hay cambios relevantes tras las

diferentes condiciones ensayadas (Zimmermann et al., 2004; Arabidopsis
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Functional Genomics Consortium (AFGC) Microarrays databases). No hay
ningun dato sobre la regulacion de la actividad quinasa de las MAP
quinasas del subgrupo C1.

La presente Tesis aborda el estudio de la funcion de PsMAPK2
(guisante), AtMPK1 y AtMPKZ2 (Arabidopsis), genes que codifican MAP
quinasas del subgrupo C1. Para emprender dicho estudio, en este trabajo
se han realizado diferentes aproximaciones: 1- Se ha analizado la
expresion de estas MAPKs en distintos érganos de la planta; 2- Se han
obtenido plantas transgénicas de Arabidopsis que expresan distintas
versiones mutantes de PSMAPK2; 3- Se ha analizado la actividad quinasa
de estas MAPKSs en respuesta a distintas sefales de estrés.

Segun resultados obtenidos por RT-PCR, PsMAPK2 se expresa en
todos los érganos de guisante y principalmente en anteras. Por otro lado la
expresion de las distintas versiones de PsMAPK2 en Arabidopsis da lugar a
un fenotipo de esterilidad masculina, debido a que no se produce la
dehiscencia de las anteras y la posterior liberacién del polen. Estos
resultados sugieren una posible funcion de PsMAPK2 en el desarrollo de
las anteras.

AIMPK1 y AtMPK2 se expresan en todos los 6rganos de Arabidopsis.
Ademas, el analisis de la expresion de ambas MAPKSs en plantulas indica
que la luz disminuye su expresion tanto en plantulas crecidas con ciclos de
luz/oscuridad como en plantulas etioladas cuando se transfieren a la luz. El
estudio de la respuesta a la luz de plantulas etioladas del doble mutante
Atmpk1 Atmpk2 revela que estas plantulas presentan una inhibicion de la
desetiolizacion con respecto a la linea silvestre, sugiriendo la participacion
de AtIMPK1 y AtMPK2 en el proceso de desetiolizacion.

Por ultimo, en la presente Tesis se ha demostrado por primera vez la
regulacion de la actividad de PsMAPK2 y AtMPK1/2 en respuesta a una
sefal. Se ha detectado un aumento en la actividad quinasa de PsMAPK2 y

AtMPK1/2 en respuesta al dafio mecanico y al acido jasmonico. Ademas,
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otras moléculas sefnalizadoras de estrés como el acido abscisico y el
peroxido de hidrégeno también regulan la actividad quinasa de PsMAPK2 y
AtMPK1/2.
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Apartado 1
MAP quinasas en plantas

1.1 MAP quinasas: unidades basicas en la transduccion de sefales
1.1.1 Activacion de las MAP quinasas
1.1.2 Desactivacion de las MAP quinasas
1.1.3 Dianas de las MAP quinasas

1.2 Clasificacion y funciones de las MAP quinasas de plantas

1.1 MAP quinasas: unidades basicas en la transduccion
de senales

Las plantas, como seres inmoviles, constantemente responden y se
adaptan a los cambios que se producen en el ambiente que les rodea y
pueden asi crecer y desarrollarse normalmente. Son capaces de percibir los
cambios que se producen en el ambiente y transmiten de forma especifica
esta informacién a la maquinaria genética del nucleo, para regular la
respuesta. Distintos grupos de investigacion han identificado vy
caracterizado diversas moléculas de sefalizacion de plantas y se ha puesto
de manifiesto que la modificacién post-traduccional de proteinas juega un
papel central en las diferentes cascadas de sefializacion. En particular, la
fosforilacion/desfosforilacion de proteinas por protein quinasas/fosfatasas
esta implicada en la mayoria de las rutas de sefalizacion (Clark et al., 2001;
Hardie, 1999; Luan, 2003).

En plantas se han identificado y clasificado distintos tipos de protein
quinasas. Una de las categorias mas importantes es la de las MAP
quinasas (0 MAPK, siglas correspondientes al término inglés mitogen-

activated protein kinase), que se encuentran distribuidas tanto en el nucleo
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como en el citoplasma de la célula y participan en distintas rutas de
transduccién de sefiales (Mishra et al., 2006; Zhang et al., 2006).

La transduccién de senales mediante MAP quinasas tiene lugar a
través de una cascada lineal, formada generalmente por tres quinasas que
se activan unas a otras de forma consecutiva mediante reacciones de
fosforilacion. El ultimo componente de la serie son las MAP quinasas
(MAPK), que son fosforiladas y activadas por una MAP quinasa quinasa
(MAPK quinasa, MAPKK, MEK o MAP2K), la cual ha sido a su vez activada
por una MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKK quinasa, MAPKKK, MEKK
o MAP3K) (Raman & Cobb, 2003). En todos los eucariotas, la sefalizacion
a través de las cascadas de MAP quinasas da lugar a un amplio numero de
respuestas celulares, incluyendo la division y diferenciacién celular asi
como la respuesta a distintos tipo de estrés. En plantas, las MAP quinasas
se encuentran representadas por familias multigénicas y se organizan
dentro de complejas rutas de senalizacion. La senalizacion para la division
celular y la repuesta a estrés en plantas se encuentra mediada por MAP
quinasas y, de igual modo, las auxinas, el acido abcisico y posiblemente el
etileno y las citoquininas también utilizan rutas de MAP quinasas. Gran
parte del estrés de origen bidtico (patégenos y elicitores derivados de
patdgenos), incluido el dafo, y de origen abidtico (salinidad, bajas
temperaturas, drogas y oxidacion) pueden inducir en las plantas respuestas

de defensa a través de rutas de MAP quinasas (Mishra et al., 2006).

1.1.1 Activacion de las MAP quinasas

En las cascadas de MAPKs, las MAP3Ks forman generalmente el
primer componente del sistema de fosforilaciones y activan a las MAP2Ks
por fosforilacién de dos residuos de serina/treonina en el motivo conservado
S/T-Xs-S/T (donde X es cualquier aminoacido) (Ahn et al., 1993; Alessi et
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al., 1994). Las MAP3Ks tienen en su secuencia de aminoacidos distintos
motivos que les confieren selectividad para ser activadas en respuesta a
determinados estimulos. La activacion de las MAP3Ks puede ocurrir
directamente por interaccion con el receptor (y/o fosforilacién) o a través de
otras proteinas que actuan como puente entre el receptor y las MAP3Ks.
En algunos casos estan implicadas protein quinasas conocidas como
MAP3K quinasas (MAP4Ks) (Dan et al., 2001).

La activacion de las MAPKs se produce por fosforilaciéon de los
residuos de treonina y tirosina (Thr-X-Tyr; X es cualquier aminoacido)
localizados en el dominio de activacion (T-loop) por una MAP2K, una
protein quinasa de doble especificidad (Matsuda et al., 1992; Payne et al.,
1991). Las MAPKSs fosforilan residuos de serina/treonina de una proteina
diana y son heterogéneas en cuanto a sus sustratos, ya que fosforilan una
gran variedad de sustratos, incluyendo factores de transcripcion, protein
quinasas y proteinas del citoesqueleto.

Asi pues, las células reciben distintos estimulos del entorno de tal
forma que el sistema de fosforilaciones de MAPKs actua como sistema de
transduccién de sefales y traslada la informacion desde los receptores, que
reciben el estimulo, hasta la diana efectora que generara una respuesta
ante ese determinado estimulo, controlando asi funciones celulares de vital
importancia (Fig. 1) (Pearson et al., 2001).

Como se ha mencionado, las rutas de MAPKs estan formadas por
varios componentes, por lo que es importante entender coémo una
determinada sefial es transmitida hasta una diana concreta. La
especificidad de la sefial es una de las caracteristicas mas importantes de
las rutas de MAP quinasas, y viene determinada por los dominios de unién
presentes en algunos componentes de los médulos MAPKs o a través de
las llamadas proteinas de andamiaje (del inglés “scaffold’) (Morrison &
Davis, 2003). Las MAP quinasas de una ruta en particular pueden unirse

mediante los dominios de union o mediante las proteinas de andamiaje,
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formando complejos enzimaticos conocidos como “signalosomas” (Chang &
Karin, 2001; Whitmarsh & Davis, 1998;). Un ejemplo es la ruta de Hog 1 en
levadura, donde la especificidad entre la MAPK y su quinasa activadora se
debe a sefales de andamiaje que se encuentran en el extremo N-terminal
de la MAPKK (Bardwell et al., 2001; Sharrocks et al., 2000). Las proteinas
de andamiaje implicadas en cascadas de MAPKs se han estudiado sobre
todo en levadura. Recientemente se han identificado en eucariotas
superiores y se tienen evidencias de que pueden estar implicadas en
controlar la localizacion de las MAP quinasas activas dentro de la célula, asi

como la duracién de su activacién (Dard & Peter, 2006).
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Figura 1. Componentes de la cascada de MAP quinasas

El genoma de levadura (Saccharomyces cerevisiae) solo contiene 6
MAPKs, 4 MAP2K, 5 MAP3K y 5 MAP4Ks, mientras que el genoma
humano contiene 14 MAPKs, 8 MAP2Ks, 12 MAP3Ks y 31 MAP4Ks
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(Champion et al., 2004). En el analisis del genoma de Arabidopsis se han
identificado 20 MAPK, 10 MAP2Ks, 60-80 MAP3Ks y 10 MAP4Ks (Clark et
al., 2001; Ichimura, 2002) (Fig. 2). El numero de MAP2Ks en el genoma de
Arabidopsis es soOlo la mitad del numero de MAPKs, por lo que
probablemente las MAP2Ks activan a multiples MAPKs. Por ello, las
interconexiones entre las rutas de transduccion de senales de MAPKs
pueden ser mas abundantes a este nivel en las cascadas de MAPKs de
plantas (Ichimura, 2002). Las MAP2Ks de plantas poseen como sitio de
fosforilacion el motivo S/T-X5-S/T (donde X es un aminoacido cualquiera) y
como posible dominio de unién a MAPKs el motivo K/R-K/R-K/R-X1-6-L-X-
L/V/l. Se han caracterizado algunas MAP2Ks de Arabidopsis, como por
ejemplo AtMKK1 y AtMKK2 (Dai et al., 2006; Mishra et al., 2006).

Estimulo
4 Genes de Grupos
Arabidopsis P
Sensores/Receptores
N
MAP4Ks 10 1
v
Cascada| MAP3K > 60
MAPK ' : 2
MAP2Ks 10 4
__ MAPKs 20 4

\

Factores de transcripcion

Genes de respuesta primaria
Genes de respuesta secundaria

Figura 2. Componentes de las cascadas de MAP quinasas de Arabidopsis
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En la gran familia de MAP3Ks identificada en el genoma de
Arabidopsis pueden distinguirse dos grupos en base a la similitud de su
secuencia de aminoacidos con las MAP3Ks de mamiferos: las protein
quinasas similares a MEKK, y las protein quinasas similares a Raf
(Ichimura, 2002). En Arabidopsis se han caracterizado algunos homélogos
de MAP3Ks del tipo MEKK, como por ejemplo ANP1, ANP2, ANP3 (Kovtun
et al.,, 2000) y YDA (Lukowitz et al., 2004) de Arabidopsis; y del tipo Raf,
como por ejemplo EDR1 y CTR1 de Arabidopsis (Frye et al., 2001; Kieber
et al.,, 1993).

Analisis realizados con el sistema de doble hibrido de levadura y la
expresion transitoria de componentes de cascadas de MAP quinasas en
Arabidopsis, tabaco y Medicago han sugerido que componentes de una
ruta de MAPKs pueden funcionar con combinaciones diferentes y tener
funciones distintas segun el contexto bioldgico. Recientemente, analisis
genéticos han demostrado que, dependiendo del estimulo, una MAP2K
puede interaccionar con diferentes MAPKs (Cardinale et al, 2002).
Ademas, las MAP3Ks pueden asociarse con diferentes MAP2Ks y funcionar
en diferentes rutas. Por ejemplo, AtMEKK1 de Arabidopsis funciona con
AtMKK4 y AtMKK5 en defensa de patéogenos (Asai et al., 2002), pero
también puede activar a AtMKK2 durante el estrés abidtico (Teige et al.,
2004).

1.1.2 Desactivacion de las MAP quinasas

La desactivacion de las MAP quinasas implica la desfosforilacion de
los residuos de treonina y tirosina del motivo T-X-Y de su dominio de
activacion. A igual que la activacion, la desactivacion de las MAP quinasas
estda también estrechamente regulada y esta catalizada por fosfatasas.

Estas tienen diferente especificidad y localizaciéon subcelular. Se han
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descrito fosfatasas que desactivan MAPKSs, y son conocidas como MAPK
fosfatasas, entre las que se encuentran las familias de fosfatasas DSP (del
inglés dual specificity phosphatases), PP2C (del inglés protein phosphatase
2C), y PTP (del inglés protein tyrosine phosphatase) (Gupta et al., 1998;
Meskiene et al., 1998; Xu et al., 1998). En plantas se han aislado varias
fosfatasas que son capaces de desactivar MAP quinasas. En Arabidopsis,
AtDsPTP1, un miembro de la familia de fosfatasas DSP, inactiva in vitro a
AtMPK4 (Gupta et al.,, 1998). En el analisis del genoma de Arabidopsis se
han identificado 11 DSPs. La fosfatasa ABI1 (del inglés ABA insensitive 1)
esta implicada en la ruta de senalizacién de ABA y se cree que desfosforila
un miembro de la cascada de MAPKs (Leung et al., 1994; Meyer et al.
1994). AtMKP1 es una fosfatasa reguladora de la ruta de MAPKs que
responde a agentes que dafian el ADN (Ulm et al., 2001). Se ha descrito
que AtMKP1 posee mayor afinidad por AtMPK6 que por AtMPK3 y AtMPK4
(Ulm et al., 2002).

1.1.3 Dianas de las MAP quinasas

En animales y levaduras, la activacion de las cascadas de MAPKs se
produce a través de proteinas G acopladas a receptores con actividad
tirosina quinasa (RTKs) o histidina quinasa del sistema de dos
componentes. En respuesta al estimulo, los receptores producen la
activaciéon de proteinas G, como Ras o Rho1, estimulando el intercambio de
GDP (guanosina difosfato) por GTP (guanosina trifosfato) en estas
GTPasas. La proteina G activada puede interaccionar con varios efectores
como la proteina PI3-quinasa, la proteina quinasa C o una MAP3K como
Raf (App et al., 1991). Por ejemplo, se ha descrito que la afinidad de Ras
por Raf-1 se incrementa 1000 veces cuando Ras se encuentra en su forma

unida a GTP, si se compara con la forma unida a GDP. Una vez formado el
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complejo Ras-Raf se inicia la activacién de la cascada MAPK.

El sitio consenso de fosforilacion de las MAP quinasas es un residuo
de serina o treonina seguido por una prolina en la posicién P+1. A menudo
una prolina aparece en la posicion P-2 (PXS/TP, siendo X cualquier
aminoacido). En animales se han descrito numerosos sustratos de MAPKSs,
y son tanto proteinas citosolicas como nucleares. Entre los sustratos
citosolicos se encuentran la fosfolipasa A2 (Lin et al., 1993) y proteinas del
citoesqueleto (Shiina et al, 1992), mientras que entre los sustratos
nucleares se encuentran una gran variedad de factores de transcripcion
como Jun (Pulverer et al., 1991) y Myc (Seth et al., 1992). Hay MAP
quinasas fosfatasas que son sustratos de las MAP quinasas que desactivan
(Camps et al., 1998). Las MAPKs que fosforilan sustratos nucleares pueden
ser traslocadas al nucleo en su forma activa (Chang & Karin, 2001) o bien,
como ocurre con ERKS3, se encuentran de forma constitutiva en el nucleo
(Cheng et al., 1996) donde fosforilan factores de transcripciébn/componentes
de la maquinaria de transcripcidn o participan en la regulacién de la
expresion de otras protein quinasas (ver Sopory & Munshi, 1998).

La informacion acerca de los sustratos de las MAPKs de plantas es
escasa. Recientemente, se han identificado posibles sustratos de AtMPK3 y
AtMPKG6 (las cuales son activadas por estrés de tipo ambiental) mediante
micromatrices de proteinas (Feilner et al., 2005). Con esta técnica se han
identificado 48 posibles sustratos para AtMPK3 y 39 para AtMPKG6. Entre
los sustratos se encuentran factores de transcripcion, reguladores de la
transcripcién, receptores, e histonas. Recientemente se ha identificado el
enzima ACS6 (1-aminociclopropano-1-acido carboxilico sintasa 6) como
sustrato in vivo de AtMPKG6 (Liu & Zhang, 2004), donde ACS6 forma parte
de la ruta biosintética del etileno. La fosforilacion de ACS6 por AtMPKG6
estabiliza la proteina in vivo, lo cual permite incrementar la actividad celular
de ACS6. Por otro lado, la proteina MKS1 (del inglés MAP kinase substrate
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1), regulador de respuestas de defensa en plantas, es fosforilado y activado
por AtMPK4 (Andreasson et al., 2005).

1.2 Clasificacion y funciones de las MAPKs de plantas

En plantas se han identificado una gran variedad de MAPKs. En el
genoma de Arabidopsis se han identificado 20 MAPKSs, sugiriendo que las
cascadas de MAPKs en plantas presentan una elevada complejidad.
Comparando con las secuencias de aminoacidos de las MAPKs de
animales, todas las secuencias de las MAPKs de plantas presentan una
elevada homologia con las de la subfamilia ERK (del inglés extracellular
signal-regulated kinase) de mamiferos.

En base a la similitud de la secuencia de aminoacidos, las MAPKs de
plantas pueden ser divididas en cuatro grupos (A-D)(Ichimura, 2002)(Fig.
3).

La comparacién del motivo de activacion conservado TXY de la
secuencia de aminoacidos, responsable de la activacion por MAP2Ks,
claramente clasifica las MAPKs en dos subgrupos: los que contienen el
motivo de aminoacidos TEY (subgrupo TEY) y los que tienen el motivo TDY
(subgrupo TDY). Las MAPKs de los grupos A-C tienen el motivo TEY,
mientras que solo las del grupo D tienen el motivo TDY (lchimura, 2002).
Un hecho que distingue a las MAPKSs del grupo TDY es que presentan en
su extremo carboxi-terminal secuencias de aminoacidos adicionales.

Las cascadas de MAPKs intervienen en el desarrollo, la proliferacién
celular, la repuesta a estrés y la defensa frente a patdgenos. Se activan por
un amplio espectro de sefiales, entre las que se encuentran hormonas
vegetales, como el acido abscisico (ABA), el etileno (ET) o el acido salicilico
(SA), asi como especies reactivas de oxigeno (ROS) y diferentes tipos de

estrés abidtico y bidtico (Nakagami et al., 2005). Recientemente se han
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aportado evidencias de que las cascadas de MAPKSs regulan la biosintesis
de hormonas como el etileno (Kim et al., 2003). En la Tabla 1 se detallan
los procesos en los que intervienen las MAPKSs de los distintos grupos.
Dentro de cada grupo, el elevado grado de similitud entre las
secuencias parece ser reflejo de la conservacion funcional entre las
distintas especies de plantas (Jonak et al., 1999). Las MAPKs mas
estudiadas son las del grupo A, y su funcion se relaciona con la respuesta
ambiental y hormonal. En este grupo se encuentran AtIMPK3 y AtMPK6 de
Arabidopsis, MsSIMK de alfalfa y NtWIPK de tabaco. El grupo B, en cuyo
estudio se ha profundizado menos, se relaciona con la respuesta al estrés
bidtico y abidtico (Nakagami et al., 2005; Petersen et al., 2000) y con la
divisién celular (Bogre et al., 1999; Calderini et al., 1998). Se conoce muy
poco sobre los miembros de los grupos C y D, aunque algun miembro de
estas subfamilias ha sido caracterizado en arroz, pero hasta el momento no

se conoce nada de sus ortélogos en Arabidopsis (Cvetkovska et al., 2005).
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Tabla 1. Funciones biologicas en las que estan implicadas las MAP quinasas de
plantas, indicando a qué subgrupo pertenecen (Nakagami et al., 2005)

MAPK Subgrupo Funcién Bioldgica

AtMPK3 A1 estrés oxidativo, salinidad, sefializacion elicitor bacteriano, sefializacion ABA

MsSAMK A1 tolerancia a metales pesados, bajas temperaturas, sequia, dafio mecanico,
sefalizacion elicitor fungico.

NtWIPK A1 estrés hipoosmotico, resistencia a dafio, sefializacién elicitor bacteriano, fungica y
viral, respuesta a hipersensibilidad, muerte celular.

NbWIPK Al detonante de la sefializacién a infeccién flingica y bacteriana

LeMPK3 A1 sefalizacion elicitor fingico y bacteriano, estrés mecanico, resistencia a dafio, UV-B

PcMPK3 Al sefializacion elicitor fungico y bacteriano

OsMAPKS5/ A1

OsMSRMK2! tolerancia a metales pesados, bajas temperaturas, calor, sequia, salinidad, UV-C,

OSMAP1/OSBIMK sefializacion de sacarosa, acido jasmonico, acido salicilico, etileno, ABA, resistencia

; a patégenos, tolerancia estrés abidtico

AtMPK6 A2 resistencia a dafio mecanico, bajas temperaturas, sequia, salinidad, estrés oxidativo,
sefalizacion elicitor bacteriano y fungico, resistencia a patégenos, sefializacion del
etileno

MsSIMK A2 resistencia a metales pesados, bajas temperaturas, sequia, estrés hiperosmético,
resistencia a dafio, sefalizacion elicitor fungico, sefializacion del etileno, crecimiento
radicular

NtSIPK A2 estrés hiperosmotico e hipoosmético, resistencia a dafio mecanico, sefializacion
elicitor bacteriano, fungico y viral, resistencia a patdgenos, sefializacion del acido
salicilico, etileno, muerte celular, respuesta hipersensible, germinacion del polen

NbSIPK A2 sefializacion elicitor bacteriano y fingico

LeMPK1 A2 sefalizacién elicitor, UV-B

LeMPK2 A2 sefalizacion elicitor, UV-B

PcMPK6 A2 tolerancia a metales pesados, estrés oxidativo, sefializacion elicitor fungico y
bacteriano

AtMPK4 B1 resistencia a bajas temperaturas, sequia, dafio, estrés hiperosmético, resistencia a
patégenos

MsMMK2 B1 tolerancia a metales pesados, sefalizacion elicitor flingico

MsMMK3 B2 tolerancia a metales pesados, sefializacion elicitor fungico, estrés oxidativo,
citocinesis, sefializacion del etileno, muerte celular

NtNTF6/NtNRK1 B2 respuesta a hipersensibilidad, sefializacion elicitor fungico y bacteriano, citocinesis,
muerte celular

OsMAPK4/ Cc2 resistencia a metales pesados, bajas temperaturas, sequia, salinidad, resistencia a

OsMSRMK3 dafio, estrés oxidativo, eliminacion de azucares, sacarosa, sefializacion del acido
salicilico, etileno, acido jasmonico, ABA, chitosan

OsBWMK1 D1 resistencia a patégenos, sefializacion elicitor fingico, estrés oxidativo, muerte celular

OsWJUMKA1 D1 tolerancia a metales pesados, bajas temperaturas, estrés oxidativo
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Figura 3. Arbol filogenético y estructura de los dominios de las MAPKs de plantas
(adaptado de Ichimura, 2002). Las MAPKs de Arabidopsis se muestran en rojo. La
organizacién de los motivos y dominios funcionales, incluido el motivo de fosforilacion
(TXY) de cada MAPK, se muestra en los dibujos de la derecha. Para identificar las
especies de origen de cada MAPK, se ha antepuesto al nombre de la proteina un
acronimo: As, Avena sativa; At, Arabidopsis thaliana; Ca, Capsicum annuum; Car, Cicer
arientinum; Ee, Eurphorbia esula; |b, Ipomoea batatas; Ms, Medicago sativa; Nt, Nicotiana
tabacum; Os, Oryza sativa; Pa, Prunus armeniaca; Pc, Petroselinum crispum; Ph, Petunia
hybrida; Ps, Pisum sativum; Ta, Triticum aestivum; Zm, Zea mays.
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La mayoria de las MAPKs de plantas aisladas, y la actividad MAPK
detectada ante distintos estimulos, como distintos tipos de estrés y
hormonas, pertenece a MAPKs de los grupos A y B (Tabla 1). Por el
contrario, se sabe relativamente poco acerca de la funcién de los miembros
del grupo C. Dentro del subgrupo C1 de MAPKs de plantas se encuentran
AtMPK1 y AtMPK2 (Arabidopsis), Ntf3 (tabaco), PhMEK1 (petunia) vy
PsMAPK2 (guisante) (Fig. 3) (Ichimura, 2002). PhAMEK1, se expresa en
organos vegetativos y se acumula preferentemente en los 6rganos
reproductivos femeninos de Petunia hybrida antes de la fertilizacion
(Decroocqg-Ferrant et al., 1995). Por otro lado, en tabaco se ha descrito que
Ntf3 se expresa en todos los érganos ensayados, como corola, ovario, hoja,
tallo asi como en polen, en diferentes estadios de desarrollo (Wilson et al.,
1993). En Arabidopsis, se ha descrito que los niveles del ARNm de AtIMPK1
y AtMPK2 aumentan ligeramente tras un tratamiento de salinidad
(Mizoguchi et al., 1996) y que disminuyen a las 24 h tras un tratamiento a
bajas temperaturas (Vogel et al., 2005). Resultados obtenidos mediante
analisis de micromatrices indican ademas que la expresion de AtMPK1 es
mayor en plantulas crecidas en oscuridad que en plantulas crecidas en
presencia de luz (Ma et al., 2005).

En la Figura 4, se muestra la secuencia de aminoacidos de las MAP
quinasas del subgrupo C1 y en la Tabla 2 el porcentaje de identidad entre

estas

Tabla 2. Porcentaje de identidad entre las secuencias de
aminoacidos de las MAPKs del subgrupo C1.

Secuencia Secuencia %
A MAPK B MAPK  |dentidad
1 PsMAPK2 2 AtMPK1 84
1 PsMAPK2 3 AtMPK2 84
1 PsMAPK2 4 Ntf3 88
1 PsMAPK2 5 PhMEK1 87
2 AtMPK1 3 AtMPK2 87
2 AtMPK1 4 Ntf3 85
2 AtMPK1 5 PhMEK1 84
3 AtMPK2 4 Ntf3 85
3 AtMPK2 5 PhMEK1 83
4 Ntf3 5 PhMEKA1 95
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secuencias.

PsMAPK2 MATPVEPPNGIRADGKHYYSMWQTLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGIVCSSVNRETNEKVAI 60

AtMPK1 MATLVDPPNGIRNEGKHYFSMWQTLFEIDTKYMPIKPIGRGAYGVVCSSVNSDTNEKVAI 60
AtMPK2 MATPVDPPNGIRNQGKHYFSMWQTLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGVVCSSVNRESNERVAI 60
Ntf3 MATPVEPPNGIRTPGKHYYSMWQSLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGIVCSSVNRETNEKVAI 60
PhMEK1 MATPVEPPNGIRTPGKHYYSMWQSLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGIVCSSVNRETNEKVAI 60

*kk Kk okkkkhkkk khkhkk okhkkk skhkhkkkhkk okhkkhkhkkhkhkkshkhkhkk . okk.hkk

PsMAPK2 KKIQNAFENRVDALRTLRELKLLRHLHHENVIALKDIMMPVHRTSFKDVYLVYELMDTDL 120

AtMPK1 KKIHNVYENRIDALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDVMMPIHKMSFKDVYLVYELMDTDL 120
AtMPK2 KKIHNVFENRIDALRTLRELKLLRHLRHENVVALKDVMMANHKRSFKDVYLVYELMDTDL 120
Ntf3 KKINNAFENRIDALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDVMMPIHRRSFKDVYLVYELMDTDL 120
PhMEK1 KKINNAFENRIDALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDVMMPIQRRSFKDVYLVYELMDTDL 120

khk ok ckkk o kkkkhkkkkkhkkhkkhkk hkhk o hkkkk o kk 1 FhEkkkkkkkkkkkkkk

PsMAPK2 HQITKSSQTLSNDHCQYFLFQLLRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLINANCDLKICDFGLA 180

AtMPK1 HQITKSSQVLSNDHCQYFLFQLLRGLKYIHSANILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLA 180
AtMPK2 HQITIKSSQVLSNDHCQYFLFQLLRGLKYIHSANILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLA 180
Ntf3 HQITKSSQTLSNDHCQYFLFQLLRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLINANCDLKICDFGLA 180
PhMEK1 HQITKSSQTLSNDHCQYFLFQLLRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLINANCDLKICDFGLA 180
********.*******************:****************:**************
L N
PsMAPK2 RTNCSKNQFMTEYVVTRWYRAPELLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFAELLGRKPIFPGSECL 240
AtMPK1 RASNTKGQFMTEYVVTRWYRAPELLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFAELLGRKPIFQGTECL 240
AtMPK2 RTSNTKGQFMTEYVVTRWYRAPELLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFAELLGRKPVFPGTECL 240
Ntf3 RTSSGKDQFMTEYVVTRWYRAPELLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFAELLGRKPVFPGTECL 240

PhMEK1 RTSSGKDQFMTEYVVTRWYRAPELLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFADVLGRKPVFPGTECL 240

ko kkkkkkkkkkkhkkhhhkkhhhkkhhhkhhhhhhkhhhkhk o chkkkk ok %o kk*

PsMAPK2 NQLKLIINILGSQREEDIEFIDNPKAKRYIKSLPYSPGTPFSRLYPNAHPLAIDLLAKML 300

AtMPK1 NQLKLIVNILGSQREEDLEFIDNPKAKRYIRSLPYSPGMSLSRLYPGAHVLAIDLLQKML 300
AtMPK2 NQIKLIINILGSQREEDLEFIDNPKAKRYIESLPYSPGISFSRLYPGANVLAIDLLQKML 300
Ntf3 NQLKLIINILGSQREEDIEFIDNPKARKYIKSLPYSPGTPFSRLYPHAHPLAIDLLQRML 300
PhMEK1 NQLKLIINILGSQREEDIEFIDNPKARKYIKSLPYSPGTPFSRLYPNAHPLAIDLLQRML 300

dhokkk o kkkkhkkhkhk ohkhkhhkdh, o kk dhkkhkkhkk | ookkkkk k. kkkkkk k%

PsMAPK2 VFDPTKRISVTEALQHPFMASLYDPNCDPPAIIPIDLDIDED--LGEEMIRELMWREMVH 358

AtMPK1 VFDPSKRISVSEALQHPYMAPLYDPNANPPAQVPIDLDVDED--LREEMIREMMWNEMLH 358
AtMPK2 VLDPSKRISVTEALQHPYMAPLYDPSANPPAQVPIDLDVDEDEDLGAEMIRELMWKEMIH 360
Ntf3 VFDPSKRISVIEALQHPYMSPLYDPNTDPPAQVPINLDIDED--LGEETIREMMWSEILE 358
PhMEK1 VFDPSKRISVMEALQHPYMSPLYDPNTDPPAQVPINLDIDED--LVEETIREMMWEEILH 358
*:**:***** *k*k*k*k*k*k:*:.****. :*** :**:**:*** * * ***:** *k::.
PsMAPK2 YHPGSAMGNAELSS------------ 372
AtMPK1 YHPQASTLN----TEL---------- 370
AtMPK2 YHPEAATINNNEVSEF---------- 376
Ntf3 YHPEAATAAMEVVL------------ 372
PhMEK1 YHPEAAVALLWKLFYELLLVPSRHRP 384

* % %

Figura 4. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de PsMAPK2 (guisante)
(Marcote & Carbonell, 2000), AtMPK1 y AtMPK2 (Arabidopsis) (Mizoguchi et al.,
1994), Ntf3 (tabaco) (Wilson et al., 1993) y PhMEK1 (petunia) (Decroocq-Ferrant et
al., 1995). Los colores de los aminoacidos hacen referencia a la naturaleza de su cadena
lateral. Los asteriscos indican aminoacidos idénticos. Los circulos cerrados muestran los
residuos de aminoacidos (Thr'®'-Glu-Tyr'®) correspondientes a los sitios de fosforilacién
que participan en la activacién de las MAPKs (Gartner et al., 1992). Los alineamientos se
realizaron mediante el programa ClustalW disponible en la pagina web
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/.
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Apartado 2

Respuestas reguladas por MAP
quinasas de plantas

2.1 MAP quinasas en ciclo celular y desarrollo
2.2 MAP quinasas y sefializacion hormonal
2.2.1 Auxinas
2.2.2 Acido Abcisico
2.2.3 Giberelinas y citoquininas
2.2.4 Etileno
2.3 MAP quinasas y sefalizacion de estrés
2.3.1 Estrés Abidtico
2.3.1.1 Ozono y estrés oxidativo
2.3.1.2 Salinidad y bajas temperaturas
2.3.2 Estrés Biotico
2.3.2.1 Elicitores
2.3.2.2 R-Avr
2.3.2.3 Darfio

2.4 Interconexion entre rutas de MAP quinasas de planta
. _____________________________________________________________________________________________________________________|
En las células vegetales, las cascadas de MAP quinasas transfieren
informacién desde los sensores hasta donde tiene lugar la respuesta
celular. El analisis del genoma de Arabidopsis muestra, sorprendentemente,
un elevado numero de genes que codifican algun componente de la ruta de
MAPKSs, sugiriendo que estas rutas son las principales vias de transduccion
de sefales en plantas. Investigaciones recientes han confirmado que las
MAPKs de plantas participan principalmente en el desarrollo, proliferacion
celular, fisiologia hormonal y sefializacion de estrés bidtico y abidtico.
Los primeros médulos completos de MAPKSs identificados pertenecen

a la sefalizacion de estrés bidtico y abidtico, asi como a la citocinesis.
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2.1 MAP quinasas en ciclo celular y desarrollo

Como en otros eucariotas, las MAPKs de plantas participan en la
division celular y algunas MAPKSs se inducen transitoriamente durante la
mitosis (Bogre et al., 1999; Calderini et al., 1998).

La citocinesis es el ultimo paso del ciclo celular, gracias a la cual las
dos células hijas se convierten en dos entidades independientes. Estudios
recientes han puesto en evidencia la implicacién de las cascadas de
MAPKSs en la citocinesis. NPK1, una MAP3K, participa en la regulacion de
la citocinesis de tabaco. NPK1 se localiza en el fragmoplasto durante la
citocinesis, y la expresion de la versién negativa de NPK1 produce defectos
durante la division celular (Nishihama et al., 2001). Recientemente, se han
identificado en tabaco todos los componentes del médulo de MAP quinasas
implicadas en citocinesis (Fig. 5) (Soyano & Machida, 2003). Este mdédulo
también esta implicado en la respuesta a patogenos (Jin et al., 2002; Liu et
al., 2004b). Los genes ANP1, ANP2 y ANP3 de Arabidopsis son ortdlogos
de NPK1(Nishihama et al., 1997). Estudios con mutantes de insercién de
las tres MAP3Ks evidencian que la familia de MAP3Ks, ANP, regula
positivamente la division celular y el crecimiento (Krysan et al., 2002).

En relacion con programas de desarrollo en plantas, se ha descrito
que YDA (una MAP3K) posee un papel central en el desarrollo inicial de
embriones en Arabidopsis. Mutantes que tienen disminuida la funcion de
esta MAP3K, tienen suprimida la elongacién del cigoto y las células de la
linea basal son incorporadas eventualmente en el embrion, en lugar de
diferenciar el suspensor extraembrionario. Por otro lado, alelos de ganancia
de funcion de YDA producen un crecimiento exagerado del suspensor e
inhiben el desarrollo embrionario. Estos resultados indican que YDA forma
parte de una cascada de MAPKs y actua como un conmutador molecular en

la diferenciacion extraembrionaria (Lukowitz et al., 2004). Ademas, YDA
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participa en el control de la identidad celular en la epidermis y tiene un
papel central en la formacion de los estomas (Bergmann et al., 2004).

Se ha demostrado también la implicacion de MAP quinasas en
programas de desarrollo tales como la maduracion y la embriogénesis del
polen (Coronado et al., 2002; Ramirez et al., 2004; Segui-Simarro et al.,
2005; Voronin et al., 2004).

Planta Arabidopsis

Quinesina NACK1/2 ? ?
} | !
MAP3K NPK1 ANP1/2/3 Y[iIA
|
MAP2K NAK1 ? ?
} | }
MAPK NRK1 ? ?

' ' '

Respuesta  Citocinesis  Citocinesis _ Diferenciacion
Extraembrionaria

Figura 5. llustracion esquematica de las rutas MAPKs de senalizacion en division
celular y desarrollo (adaptado de Zhang et al., 2006). Las flechas indican activacion.

2.2 MAP quinasas y senalizacion hormonal

2.2.1 Auxinas

Las auxinas son hormonas vegetales esenciales, que regulan
diversos procesos, como la division y expansion celular, embriogénesis,
formacidn de meristemos, modelado de raiz y hojas, tropismos vy

reproduccion.
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La funcion de las MAPKs en la sefalizacion de las auxinas no esta
clara y hay bastante controversia en la literatura. Mizoguchi vy
colaboradores, utilizando células de tabaco, sugirieron que las auxinas
podian funcionar como activadores de MAPKs (Mizoguchi et al., 1994). Por
otro lado, Kovtun y colaboradores demostraron que NPK1 regulaba
negativamente la transduccion de senales de auxinas (Novikova et al.,
2000). La sobreexpresion de NPK1 y ANP1 en protoplastos de maiz y
Arabidopsis bloquea de forma especifica la expresién de genes inducidos
por auxinas en la activacion de la sefalizacion de estrés oxidativo (Kovtun
et al., 1998; Kovtun et al., 2000)(Fig. 6).

Tena y Renaudin demostraron que las auxinas, a bajas
concentraciones, no activaban quinasas con actividad PBM en células de
tabaco, pero si a elevadas concentraciones, probablemente por
acidificacion del citosol (Tena & Renaudin, 1998). Sin embargo, Mockaitis y
Howell demostraron que bajas concentraciones de auxinas (2 PM)
producian la activacion rapida y transitoria de una MAP quinasa en la raiz
de Arabidopsis, pero esta quinasa no mediaba la expresion de genes
inducibles por auxinas (Mockaitis & Howell, 2000). Todo ello indica que las
rutas de MAPKSs participan tanto positiva como negativamente en la

senalizacion de auxinas.

2.2.2 Acido Abcisico (ABA)

El acido abcisico (ABA) es un inhibidor del crecimiento que parece
tener un papel regulador en respuestas fisiologicas tan diversas como la
dormicién de las semillas, abscision de hojas y frutos y la tolerancia al
estrés abidtico, en particular al estrés hidrico.

Una diana importante de la accion del ABA es la regulacién de la

apertura de los estomas. Relacionado con esto, se ha descrito que el ABA
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induce una actividad MAP quinasa en protoplastos de células guarda de los
estomas de Vicia faba (Mori & Muto, 1997).

Por otra parte, en arroz se ha demostrado que los niveles de ARNm,
proteina y actividad de la MAP quinasa OsMAPKS5 (subgrupo A1) aumentan
en las hojas tras el tratamiento con el ABA. Estos resultados son de gran
interés ya que esta MAP quinasa parece regular positivamente la tolerancia
al estrés abiotico y negativamente la resistencia a enfermedad (Xiong &
Yang, 2003).

Recientemente se ha demostrado que dos MAPKSs de 42 y 46 kDa de
Arabidopsis se activan por el ABA, tanto en plantulas silvestres como en el
mutante hipersensible al ABA, hyl1. En hly1, ambas MAPKs se activan a
menores concentraciones del ABA que en la linea silvestre. Mediante un
ensayo con anticuerpos especificos se identifico a la MAPK de 42 kDa
como AtMPKS3 (subgrupo A1). El factor de transcripcidon ABIS (siglas
correspondientes al término inglés abicisic acid insensitive 5), tiene un
papel muy importante en la inhibicion del crecimiento postgerminativo
controlado por el ABA. Sorprendentemente, las MAPKs activadas por el
ABA vy la transcripcion de ABI5 poseen cinéticas de activacion por el ABA
muy similares, sugiriendo que ABI5 es un posible sustrato de las MAPKs de
42 y 46 kDa. Por otro lado, al utilizar un inhibidor de MAP2Ks, PD98059, se
observé una disminucion en la sensibilidad al ABA en las semillas de
plantas silvestres. Ademas, el inhibidor era capaz de recuperar el fenotipo
de hipersensibilidad al ABA que mostraba el mutante hly1. Estos resultados
sugieren que las cascadas de MAPKSs participan en la transduccion de
sefales del ABA que inhiben el crecimiento postgerminativo. Sin embargo,
falta por determinar si ABI5S es un sustrato directo de las MAPKs y si la
sefalizacion por MAPKs es suficiente para que ABI5 inhiba el crecimiento
(Lu et al., 2002).

Es interesante resaltar que uno de los principales componentes de la

sefalizacién del ABA es una protein fosfatasa, ABI1. Se postula que ABI1
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podria desfosforilar a una MAPK que estaria implicada en la ruta de
sefalizacion del ABA (Leung et al., 1994; Meyer et al., 1994).

2.2.3 Giberelinas (GAs) y citoquininas

Las giberelinas (GAs) son reguladores enddgenos del crecimiento en
plantas, que estan implicadas en la regulacibn de la tuberizacion,
germinacion de semillas y el crecimiento de las hojas por expansion y del
tallo por elongaciéon (Kende & Zeevaart, 1997; Thornton et al., 1999;
Vreugdenhil & Sergeeva L.L., 1999). En un gran numero de especies, las
GAs regulan también el tiempo de floracion y son necesarias para el
desarrollo de la flor y del fruto (Hooley, 1994; Blazquez et al., 2002). En
células de aleurona de Avena sativa, el acido giberélico regula
negativamente la transcripcion de la MAP quinasa AsMAP1 (Hill et al.,
1995; Huttly & Phillips, 1995). Marcote y colaboradores obtuvieron
resultados que sugieren que las giberelinas y citoquininas (hormonas que
también participan en el crecimiento) regulan los niveles de ARNm de
PsMAPKS3 (subgrupo A1) en ovarios tras la induccién del desarrollo del fruto
(Marcote & Carbonell, 2000). No se tienen mas evidencias de la implicacion
de las MAP quinasas en la transduccion de citoquininas. Sin embargo se ha
sugerido la participacion de una cascada de MAP quinasas en la
sefalizacion de estas hormonas, ya que receptores histidina quinasas estan

implicados en la percepcién de citoquininas (D'Agostino & Kieber, 1999).

2.2.4 Etileno (ET)

A diferencia de otras hormonas vegetales, el ET es una hormona
gaseosa. Participa en multiples procesos fisiolégicos y de desarrollo:

estimula la dominancia, el crecimiento de brotes y raices y la diferenciacién
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(triple respuesta). Ademas, participa en la regulacién de la respuesta a
estrés de origen bidtico y abidtico (Abeles et al., 1992). La biosintesis del
ET en planta se incrementa por diversos tipos de estrés (Abeles et al.,
1992). El aislamiento de CTR1 (una MAP3Ks del tipo Raf) como regulador
negativo de la sefalizacién del ET sugirio la implicacidén de las cascadas de
MAPKSs en la ruta de senalizacién de esta hormona (Kieber et al., 1993). El
mutante ctr1 aislado en Arabidopsis presenta de forma constitutiva la triple
respuesta en ausencia del ET. Se ha postulado que en ausencia del ET,
ETR1 y ETR2 (proteinas de membrana que poseen dominios similares al
sistema de dos componentes de procariotas (Chen et al, 2002)) se
encuentran en su forma activa y de forma constitutiva activan a CTR1
(Kieber et al., 1993). También se ha descrito que el ET activa una MAP
quinasa de 47 kDa en Arabidopsis (Novikova et al., 2000). Por otro lado,
Ouaked y colaboradores encontraron que el precursor del ET, ACC, inducia
la actividad quinasa de MsSIMK (subgrupo A2) y MsMMKS3 (subgrupo B2)
de Medicago, y de AtMPK6 de Arabidopsis, y que esta activacion era
mediada por MsSIMKK (Ouaked et al., 2003). Las plantas transgénicas de
Arabidopsis que expresan MsSIMKK tienen activada de forma constitutiva
AtMPKG6 (subgrupo A2) e inducidos los genes de respuesta a ET. Estos
resultados sugerian que la ruta SIMKK-MPKG6 participa de forma positiva en
la sefalizacién del ET y que, por tanto, CTR1 es un regulador negativo de
la ruta de AtMPKG.

Sin embargo, hay reservas acerca de este estudio. En primer lugar, la
regulacion negativa no es usual: normalmente las MAP3Ks son reguladores
positivos de los mdédulos de MAPKs. CTR1 es un regulador negativo de la
senal de transduccion del ET, y es inactivado por ET (Huang et al., 2003;
Kieber et al., 1993). Por el contrario, MsSIMKK y AtMPK6 son activadas por
ET (Ouaked et al., 2003). Todo ello sugiere una cascada del tipo MAP3K —]
MAP2K — MAPK. En segundo lugar, Liu y Zhang, presentaron evidencias

de que AtMPKG6 no participa en la transduccidén de sefiales de ET (Liu &
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Zhang, 2004). Ensayos bioquimicos demostraron que el tratamiento con
ACC no activaba a AtMPK6 en plantas silvestres, ni en mutantes de
Arabidopsis que tenian alterada la sefializaciéon del ET. No se detectaron
tampoco incrementos en la actividad de AtMPK6 en el mutante cir1,
sugiriendo que AtMPKG6 no funcionaba por debajo de CTR1 en la ruta de
sefalizacion del etileno. Ademas, Liu y Zhang demostraron que la
activacion de AtMPKG6 induce la biosintesis del ET y que la cascada
AtMKK4/5 y AtMPK®6 participa en la produccion del ET por estrés (Fig. 6).
Estos autores ademas demostraron que ACS2/6, enzimas de la ruta de
biosintesis del ET, son sustratos de AtMPKG6 (Fig. 6) (Liu & Zhang, 2004).
La fosforilacion de ACS2 y ACS6 da lugar a la estabilizacién y activacion
del enzima ACS, lo que produce un aumento de la sintesis del ET. En este
trabajo se identifica el primer sustrato de una MAP quinasa de plantas (in
vivo). En tabaco, también se ha demostrado la implicacion de la ruta de
NtMEK2-NtSIPK en la induccion de la biosintesis del ET en respuesta al
dafio e infeccidn virica. NtSIPK es la MAP quinasa ortéloga de AtMPKG6 de
Arabidopsis (Kim et al., 2003).

Planta Arabidopsis Figura 6. llustracion

. Estras esquematica de la posible
Sefial  pistico y Abistico H,0, .
funcion de las cascadas MAPKs
l l en la senalizacion del etileno y
MAP3K 1 ATPI las auxinas (adaptado de Zhang
MAP2K MKK4/5 ? et al., 2006). Las flechas indican
| | activacion. La linea indica
MAPK MPK6 MPK3/6 direccion y la barra denota
I inhibicién.
Sustrato
ACS2/6
Otros componentes I
Respuesta Sintesis  Genes de Genes de

Etileno Estrés Auxinas
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2.3 MAP quinasas y senalizacion de estrés

Las plantas se encuentran ancladas al suelo a través de la raiz v,
debido a la falta de movilidad, se tienen que enfrentar a numerosos tipos de
estrés bidtico y abidtico. Para sobrevivir bajo estas condiciones, las plantas
han desarrollado mecanismos para percibir sefales externas y generar
respuestas optimas a las condiciones ambientales. Fitohormonas como el
acido salicilico (SA), el acido jasmonico (JA), el ET y el ABA son moléculas
endogenas de bajo peso molecular que regulan en las plantas respuestas
de proteccion frente a estrés bidtico y abidtico, mediante interacciones
sinérgicas y antagonicas (Bostock, 2005; Lorenzo & Solano, 2005; Mauch-
Mani & Mauch, 2005). Ademas, se ha propuesto que la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) es uno de los procesos clave en la
distribuciéon de las respuestas a estrés biotico y abidtico (Mandaokar et al.,
2006; Torres & Dangl, 2005).

Como se ha mencionado, la sefializacion hormonal gobierna las
respuestas bidticas y abidticas. EI ABA es una fitohormona que se ha
relacionado con las respuestas a estrés abidtico como sequia, bajas
temperaturas y estrés osmotico. Por el contrario, las fitohormonas SA, JA'y
ET poseen un papel central en la sefalizacion del estrés bi6tico, como por
ejemplo la infeccidn por patogenos.

En los ultimos anos, y tal y como se deduce de la Tabla 1, se ha
establecido firmemente el papel central que juegan las MAPKs de plantas
en la regulacién de mecanismos de defensa. Varias rutas de MAPKs son
activadas por mas de un tipo de estrés bidtico y abidtico, sugiriendo que las
cascadas de MAPKs actuan como puntos de convergencia en la

senalizacién del estrés (Fig. 7).

Introduccién



26 Tesis Doctoral de M2 Dolores Ortiz Masia

Estrés ABIOTICO Estrés BIOTICO
Ozono Patdgenos
Sequia Dario:

Salinidad o
; (mecanico, insecto,
Frio
Exceso de Luz herbivoro)

HORMON AS
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RESPUESTA AL ESTRES

Figura 7. Puntos de convergencia de rutas de senalizacion de estrés abidtico y
biotico. Figura modificada de Fuijita et al., 2006.

2.3.1 Estrés Abiotico

La capacidad de percibir cambios en las condiciones ambientales es
esencial para que las plantas se aclimaten a dichos cambios. Las plantas
son capaces de percibir el estrés ambiental como la salinidad, las bajas
temperaturas, el calor, la luz UV o el ozono y producen respuestas de
aclimatacion frente a dicho estrés. La adaptacion de las plantas al estrés
del tipo abidtico puede ser dependiente o independiente del ABA. Por otro
lado, la produccion de ROS es una respuesta comun a todos estos tipos de

estrés ya que alteran el equilibrio redox de la planta (Pitzschke & Hirt,
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2006). Como consecuencia, se producen cambios en la expresion génica

en las plantas.

2.3.1.1 Ozono y estrés oxidativo

La aplicacion de ozono dispara el programa de muerte celular, que es
analogo al programa de defensa biotico. Este programa incluye la
respuesta de hipersensibilidad (HR, del inglés hypersensitive response) y la
sintesis de proteinas de respuesta (PR, del inglés protein
response)(Overmyer et al., 2000). El tratamiento de Arabidopsis con ozono
produce la activacion y translocacion nuclear de AtMPK3 y AtMPKG6 (Ahlfors
et al., 2004). Ademas, las lineas ARN interferentes (ARNi) de ambas
MAPKSs son hipersensibles al ozono (Miles et al., 2005). Por otro lado, las
lineas AtMPK6-ARNi presentan una fuerte y prolongada activacién de
AtMPK3 vy, reciprocamente, AtMPK6 se encuentra activada en las lineas
AtMPK3-ARNi (Miles et al., 2005). Sin embargo, AtMPK3 y AtMPK6 no
parecen tener funciones redundantes ya que AtMPK3, y no AtMPK®6, es
regulada a nivel de la transcripcion y de la traduccion (Ahlfors et al., 2004).

Los ortdlogos de AtMPK3 y AtMPKG6 en tabaco, NtWIPK (subgrupo
A1) y NtSIPK (subgrupo A2), son también activadas por ozono y éxido
nitrico (Kumar & Klessig, 2000; Samuel et al., 2000). Sin embargo,
paraddjicamente, tanto la sobreexpresion como la supresion de NtSIPK dan
lugar a plantas hipersensibles al tratamiento con ozono (Samuel & Ellis,
2002). La actividad de NtSIPK y NtWIPK se superponen pero no son
completamente intercambiables; la actividad de NtWIPK normalmente es
acompafada de la activacion de NtSIPK, pero en algunos tipos de estrés
oxidativo, se activa NtSIPK preferentemente, sin afectar a la actividad de
NtWIPK (Kumar & Klessig, 2000).

Aunque las ROS pueden formarse como productos metabdlicos bajo

distintas condiciones de estrés abidtico, las células de plantas también
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pueden generar ROS tras el ataque de patdgenos (Apel & Hirt, 2004).
Como se ha mencionado anteriormente, el H,O, es un activador de las
MAP quinasas de Arabidopsis AtIMPK3 y AtMPKG6 (Fig. 6) (Kovtun et al.,
2000; Yuasa et al., 2001). Se ha descrito que la protein quinasa OXI1
regula la ruta de AtMPK3/AtMPK6 que se activa por ROS y patdgenos
(Rentel et al., 2004). En el mutante nulo oxi1 estd comprometida la
activacion de esta ruta y, ademas, estas plantas son hipersensibles a la
infeccion por cepas virulentas, aunque no por avirulentas, del hongo
Peronospora parasitica. Por otra parte, un estudio en el cual N.
benthamiana era infectada con Phythophthora infestans mostrd que la ruta
de NtMEK2 (MAP2K) puede formar parte de una cascada de amplificacion
por encima de los genes rboh (del inglés respiratory bursa oxidase
orthologue), los cuales son necesarios para la produccién de ROS en
respuesta a la infeccién por hongos (Yoshioka et al., 2003). En correlacion
con estos estudios, la expresion constitutiva de la forma activa de las
MAP2Ks de Arabidopsis, AtIMKK4 y AtMKKS (ortdlogos de NtMEK2 de
tabaco), da lugar a la generaciéon de H,O, y muerte celular (Ren et al.,
2002).

2.3.1.2 Salinidad y bajas temperaturas

Se ha descrito que algunas MAPKs son activadas por estrés
osmotico, bajas temperaturas, salinidad y sequia (ver revision Nakagami et
al., 2005). ElI moédulo de MAPKs de Arabidopis AtMEKK1-AtMKK2-
AtMPK4/AtMPKG participa en la sefalizacion de bajas temperaturas y
salinidad. AtMKK2 es activada por bajas temperaturas y por salinidad, y el
mutante nulo mkk2 es hipersensible a estos tipos de estrés (Teige et al.,
2004). AtMEKK1 es inducido transcripcionalmente por salinidad, sequia,
bajas temperaturas y dano (Mizoguchi et al., 1996) y puede interaccionar
con AtMKK1, AtMKK2 y AtMPK4 (Ichimura et al., 1998). AIMEKK1 media la
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activacion de AtMPK3 y AtMPKG6 en respuesta a patdgenos a través de
AtMKK4 y AtMKKS5 (Asai et al., 2002) pero activa a AtIMPK4 y AtMPKG6 a
través de AtMKK2 en respuesta al estrés abiodtico (Teige et al., 2004).
AtMKK1 se activa por herida, bajas temperaturas y elevada salinidad, y
puede fosforilar a AtMPK4, sugiriendo que también participa en estrés
abiotico (Matsuoka et al., 2002).

2.3.2 Estrés Biotico

La comunicacion a nivel molecular entre plantas y patdgenos
determina la respuesta de defensa frente a patdgenos. El estrés bidtico es
percibido por las plantas a través del reconocimiento de elicitores derivados
del patdgeno o a través del dano producido en la pared celular (dafio). Las
plantas, de forma similar a los animales y a los insectos, tienen
mecanismos de inmunidad innata frente a patdégenos potenciales. Para
prevenir la infeccion, las plantas, ademas de poseer mecanismos pasivos
(como espinas y cubiertas protectoras), disponen de mecanismos activos.
Los mecanismos activos de defensa en plantas estan basados en la
deteccion temprana de los organismos invasores y la generacion de
respuestas rapidas. Las plantas utilizan proteinas de resistencia (R) junto
con otros receptores para detectar la presencia o actividad de los
patdogenos. Las proteinas R reconocen proteinas virulentas que son
segregadas por los patdogenos, encargadas de la infeccion de los tejidos
(Martin et al., 2003). La deteccion de estas proteinas u otros elicitores
dispara la sefalizacion, dando lugar a las diversas respuestas celulares,
que incluyen cambios en el flujo iénico, activacion de cascadas que
permiten la acumulacion de hormonas enddgenas, como el SA, el JA y el

ET, reprogramacién transcripcional, produccién de ROS y, a menudo,
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muerte celular programada de la zona infectada, conocida como HR
(Pedley & Martin, 2005).

El JA, junto con el ET y el SA, son hormonas implicadas en la
respuesta a la infeccidn por patdégenos que dan lugar a la activacién de
rutas diferentes 0 que se entrecruzan parcialmente. Hay genes cuya
expresion esta regulada por las tres hormonas de la misma forma (Fuijita et
al., 2006), pero en muchas ocasiones existe una interaccion negativa entre
las rutas de sefalizacion del JA/ET y el SA, que da lugar a un patron de
expresion de genes antagénico (Glazebrook et al, 2003; Norman-
Setterblad et al., 2000).

En los ultimos afos se ha establecido que las MAPKs poseen un
papel central en la defensa frente a patdégenos en diversos tipos de plantas.
Los primeros trabajos que relacionan las MAP quinasas con sefalizacion de
la defensa se realizaron con las MAP quinasas de tabaco NtSIPK vy
NtWIPK. Recientemente, se han identificado en Arabidopsis todos los
componentes de un médulo de MAP quinasas implicadas en la sefalizacion

por patégenos (Fig. 8) (Asai et al., 2002; Nakagami et al., 2005).

Arabidopsis
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2.3.2.1 Elicitores

Los elicitores son compuestos muy activos y unicos, producidos por
un patdégeno invasor que es reconocido por la planta. Existen varios tipos
de elicitores que disparan las defensas en las plantas.

En general, MAPKSs del grupo A de distintas especies de plantas, han
sido implicadas en la respuesta de la planta a distintos elicitores. En
Arabidopsis se han identificado todos los miembros de la ruta MAP quinasa
que se activa tras el receptor FLS2 (receptor del tipo LRR, del inglés
leucine-rich-repeat), que reconoce al elicitor flagelina22 (flg22) de la
bacteria flagella (Asai et al., 2002). El tratamiento de protoplastos de
Arabidopsis con flg22 da lugar a la activacion de una cascada de MAP
quinasas formada por AAIMEKK1, AtMKK4/5 y AtMPK3/6 (Asai et al., 2002).
Finalmente, tiene lugar la activacion de factores de transcripcion de la
familia WRKY. La activacion de esta cascada confiere resistencia frente a
bacterias y hongos, sugiriendo que la sefalizacioén iniciada por distintos
patdgenos converge dentro de una misma cascada de MAPKs (Fig. 8). Sin
embargo, resultados recientes discrepan con estos resultados. Ichimura y
colaboradores (Ichimura et al.,, 2006) han demostrado que no se requiere
AtMEKK1 para la activacién por flg22 de AtMPK3/6. En cambio, AIMEKK1
es esencial para la activacion de AtMPK4.

AtMPK4 (subgrupo B1), que funciona como un regulador negativo de
las respuestas de defensa frente a patégenos, ha sido identificado como un
regulador negativo de la resistencia sistémica adquirida (SAR, del inglés
systemic acquired resistance) (Petersen et al., 2000). AtMPK4 es un
regulador negativo de la acumulacion de SA, pero un regulador positivo del
JA. Se ha descrito un mutante de insercion de T-DNA de AtMPK4 que
presenta de forma constitutiva un fenotipo de SAR que incluye elevados
niveles de SA, tiene incrementada la resistencia a patégenos, la expresion
constitutiva de genes R y reduccion en la expresion de genes inducidos por

JA. El activador de esta via es EDR1 (del inglés enhanced disease
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resistance), una MAP3K del tipo CTR1, que también actua como regulador
negativo de SAR (Frye et al., 2001). Recientemente se ha identificado
MKS1 (del inglés MAP kinase substrate 1) como sustrato de AtMPK4.
MKS1 actua de nexo entre esta MAP quinasa y factores de transcripcion
WRKY, como WRKY25 y WRKY23. La sobreexpresién de MKS1 es
suficiente para activar la resistencia dependiente del SA, pero no interfiere
con la induccion de los genes de defensa por el JA (Andreasson et al.,
2005). Recientemente se ha descrito que AfMPK4 tiene una funcion
esencial en la represion de SAR y en la induccion de genes de defensa del
ET/JA a través de EDS1 y PAD4 (Brodersen et al., 2006).

Es interesante sefalar que la MAP quinasa de arroz OsMAPKS5
(subgrupo A1) parece regular de forma inversa la resistencia a patégenos y

la tolerancia al estrés abidético (Xiong & Yang, 2003).

2.3.2.2 R-Avr

En plantas existe un tipo de resistencia resultante de la interaccion
entre el producto de los genes de patdgenos avirulentos (Avr) y el gen
complementario que codifica una proteina del tipo R. Los genes Avr son
responsables de la patogénesis. Los patdgenos que poseen genes Avr son
avirulentos en plantas que poseen su correspondiente gen R, mientras que
son virulentos en una raza, cepa o determinadas especies de plantas, que
no poseen el gen R complementario.

En plantas, los productos de los genes R actuan como receptores de
los productos de los genes Avr (Parker & Coleman, 1997), y esta
interaccion produce una explosién oxidativa, que da lugar a la formacion de
ROS y a la activacién de las rutas de MAPKs.

Las MAPKs de tabaco, NtSIPK (subgrupo A2) y NtWIPK (subgrupo
A1) (ortélogos de AtMPKG6 y AtMPK3 respectivamente, en Arabidopsis), son

las unicas MAPKSs hasta la fecha, que son activadas por elicitores y por la
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interaccion R-Avr (Romeis et al., 1999; Zhang & Klessig, 1998). Las plantas
de tabaco que expresan Cf-9, un gen del tipo R, presentan incrementos de
la actividad de NtSIPK y NtWIPK, cuando son tratadas con Avr9, proteina

de hongo avirulenta (Romeis et al., 1999).

2.3.2.3 Dano

En las plantas, una vez que la herida o dafo ocurre, no existe
posibilidad de movilizar células especializadas para cicatrizar la herida
como sucede en mamiferos, ya que las células de plantas estan
encapsuladas dentro de rigidas paredes celulares. Asi las plantas han
evolucionado hacia la capacidad de hacer que sus células sean
competentes para la activacion de respuestas de defensa que incluyen, en
gran medida, la activacion transcripcional de genes especificos. Estas
respuestas activadas por el dano estan dirigidas a cicatrizar el tejido
dafado y a activar los mecanismos de defensa que prevengan de un dafio
mayor.

En Arabidopsis thaliana, se ha sugerido que el daio mecanico activa
al menos dos rutas de sefalizaciéon dependientes de JA y una dependiente
de oligosacaridos (OGAs) (Fig. 9) (Devoto et al., 2005; Ellis & Turner, 2002;
Ledn et al., 2001; McConn et al., 1997; Reymond et al., 2000; Rojo et al.,
1999).

Cuando se produce una herida en una hoja se liberan oligosacaridos
y los niveles de el JA aumentan. Estas son las sefales primarias que van a
activar una serie de genes de respuesta al dafio. Algunas de las respuestas
JA-dependientes requieren del gen COI/1 (Benedetti et al., 1995; Feys et al.,
1994). COI1 codifica una proteina F-Box (Xie et al., 1998) que forma parte
integral de un complejo SCF tipo E3 ubiquitin ligasa que etiqueta represores
de la senfalizacion de JA para que sean degradados en el proteosoma
(Devoto et al., 2005; Xu et al., 2002). La ruta del JA dependiente de COI1
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induce la expresién de genes tales como VSP, JR1y JR2 (Fig. 9). Aunque
el aumento de los niveles del JA es mayor en el tejido dafiado que en el
sistémico, la induccion de la expresion de los genes dependientes del JA es
mayor en el tejido sistémico. Hay evidencias que indican que esto es debido
a la sintesis de etileno que se produce tras el dafio (probablemente
inducida por OGAs) que inhibe la sefalizacion del JA en los tejidos
dafados (Rojo et al.,, 1999). La ruta de JA independiente de COI1 no ha
sido caracterizada. Sin embargo, resultados obtenidos en analisis de
micromatrices han revelado que numerosos genes son regulados por el JA
independientemente de COI1 en la respuesta al dafio (Devoto et al., 2005).
La ruta OGA-dependiente da lugar a la induccion de genes tales como WR
y CKy se activa de forma independiente de JAy ET (Fig. 9).

At2928900
At2g42530

JIN1
JING

JR2
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ET CHS

/ JR3

- 6B — |

ABA ——p  rasls

Figura 9. Modelo de seializacion del daio en A. thaliana. Figura modificada de Rojo
et al., 1999.
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Ademas del JA, su precursor OPDA (Stintzi et al., 2001) y el ET, el
acido abcisico (ABA) interviene en la respuesta a herida. Se ha propuesto
que el ABA esta implicado en la respuesta a la deshidratacién que ocurre
en el lugar de la herida (Ledn et al., 2001). En la respuesta al dafio también
estan implicadas especies reactivas de oxigeno (ROS) (Chang et al., 2004),
segundos mensajeros (como el calcio/calmodulina) y la fosforilacion de
proteinas (Ledn et al., 1998).

Las MAPKs también transducen sefales en respuesta al dafo
mecanico o herida producida por patdgenos. Shibata y colaboradores
describieron que el corte de las hojas, en varias especies de plantas,
produce la activacion transitoria de una MAPK de 46 kDa. Vieron ademas
que la actividad quinasa era independiente de la sintesis de proteinas
(Shibata et al., 1995).

En tabaco, Seo y colaboradores comprobaron que las plantas de
tabaco que sobreexpresaban la forma activa de NtWIPK (subgrupo A1)
tenian inducidos genes de respuesta a patégenos como PR-1 y PR-2,
presentaban elevados niveles de JA, y tenian aumentada las respuestas
inducidas por dano (Seo et al.,, 1999). Se especulé que NtWIPK activaba a
los genes del tipo PR mediante la regulacién de la sintesis del JA
(Bergmann et al., 2004) y que el JA suprimia la sintesis del SA dando lugar
al aumento de las respuestas inducidas por dafo.

Hay dos MAP quinasas de Arabidopsis que han sido relacionadas
con la respuesta al dafio mecanico: AtMPK4 (subgrupo B1) y AtMPKG
(subgrupo A2). La actividad de ambas MAP quinasas aumenta rapidamente
y de forma transitoria a los pocos minutos del dafio mecanico (Ichimura et
al., 2000). En relacién con otros componentes del moédulo de MAP
quinasas, se ha descrito que los niveles del ARNm de AtMEKK1 (MAP3K)
se inducen por dafo (Mizoguchi et al., 1997) y que AtMKK1 (MAP2K) se

activa por dafio (Matsuoka et al., 2002).
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2.4 Interconexion entre rutas de MAP guinasas de plantas

Como se ha detallado en anteriores apartados, las MAP quinasas
juegan un papel central en la transduccién de diferentes tipos de senales.
La complejidad de la transducciéon aumenta cuando el activador de la ruta
de MAPKs es a su vez regulado por diversas respuestas. Uno de los
mejores ejemplos lo aportan las fitohormonas, las cuales participan en los
programas de desarrollo de la planta, asi como en las respuestas de la
planta a una gran variedad de sefiales extracelulares. Generalmente, en la
regulacion de un determinado evento fisioldégico participa mas de una
hormona. Por ello, es evidente que las rutas de MAPKs de plantas
participan a distintos niveles en la respuesta de la planta a estimulos
hormonales y ambientales. Asi pues, las distintas rutas de MAP quinasas
no se pueden representar como rutas paralelas e independientes, sino que
son rutas que se solapan y entrecruzan. La Figura 10 muestra una
representacion esquematica de la probable interconexion entre las distintas
rutas de sefializacion en las que participan MAP quinasas.

Diferentes estimulos pueden activar una misma MAP quinasa y
ademas varias MAPKs pueden ser activadas por el mismo estimulo. La
complejidad aumenta por el hecho de que cada componente del médulo de
MAP quinasas (MAPK-MAP2K-MAP3K) es un miembro multigénico,
permitiendo la redundancia de funcién entre miembros de una misma
familia (Fig. 10).

En conclusion, se puede decir que las cascadas de MAP quinasas de
plantas no son rutas lineales, sino complejas redes que son necesarias en
algunas funciones fisiologicas fundamentales, como sefializacion de estrés,

respuesta hormonal, regulacion del ciclo celular y mecanismos de defensa.
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Figura 10. Representacion esquematica de la interconexiéon entre diferentes rutas
de MAP quinasas. El esquema general de la ruta de transduccién se muestra a la
izquierda. Se muestran los homoélogos de Arabidopsis (At), tabaco (Nf), perejil (Pc), y
tomate (Le). El signo de interrogacion ‘?’ indica no identificado. FLS2 es el receptor del
péptido de la flagelina, flg22. JA, acido jasmonico; SA, acido salicilico; PR, respuesta a
patdégenos; HR, respuesta de hipersensibilidad; +, induccion; -, represidén. Figura
adaptada de Mishra et al., 2006.
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Objetivos

A pesar del gran numero de genes de MAP quinasas de plantas
identificados, la mayoria de las MAPKs caracterizadas hasta el momento
pertenecen a los grupos A y B. Entre las MAPKs menos caracterizadas se
encuentran las MAPKs del subgrupo C1. Dentro de este subgrupo se
encuentran Nif3 de tabaco, PhMEK1 de petunia y AtIMPK1 y AtMPK2 de
Arabidopsis.

En nuestro laboratorio se ha aislado un ADNc que codifica una MAPK
de guisante perteneciente al subgrupo C1 (PsMAPK2). Ademas, se han
identificado mutantes de insercion de T-DNA de AIMPK1 y AtIMPK2 y se ha
obtenido el doble mutante Atmpk1 Atmpk?2.

El objetivo general de la presente Tesis fue el estudio de la funcidon
de las MAP quinasas del subgrupo C1 PsMAPK2 (guisante), AtIMPK1 y
AtMPK2 (Arabidopsis).

En particular se abordaron los siguientes objetivos:

1. Analizar la expresion de PsMAPKZ2 y de AtMPK1 y AtMPKZ2 en
distintos d6rganos de Pisum sativum 'y Arabidopsis thaliana,

respectivamente.

2. Realizar una aproximacion genética molecular dirigida a la obtencion
de plantas transgénicas que expresen PsMAPK2. Ante Ila
imposibilidad de transformar plantas de guisante, en este proyecto se
ha utilizado como sistema experimental Arabidopsis. Ademas, se
planteé manipular las rutas de senalizacion de las MAPKs del
subgrupo C1 expresando versiones mutantes de PsMAPK2 de

ganancia y pérdida de funcion.
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3. Evaluar el efecto de la herida y de distintas moléculas sefalizadoras
de estrés sobre la actividad quinasa de PsMAPK2, AtMPK1 vy
AtMPK2.



Material y Metodos

1. Material Biolégico
1.1 Material Vegetal
1.1.1 Condiciones de cultivo de las plantas
1.1.1.1 Cultivo de A. thaliana en macetas
1.1.1.2 Cultivo de A. thaliana en cajas Petri
1.1.1.3 Cultivo de P. sativum en macetas
1.1.2 Tratamientos
1.1.2.1 Tratamiento de Dafio mecanico o herida
1.1.2.2 Tratamiento con Acido Jasmoénico
1.1.2.3 Tratamiento con Acido Abcisico
1.1.2.4 Tratamiento con Peroxido de Hidrégeno
1.2 Microorganismos
1.2.1 Cepas bacterianas
1.2.2 Condiciones de cultivo de microorganismos
1.2.3 Medio de cultivo
2. Aislamiento y purificacién de acidos nucleicos
2.1 Aislamiento de ADN plasmidico
2.1.1 Aislamiento de ADN plasmidico de E.coli
2.1.2 Aislamiento de ADN plasmidico de A. tumefaciens
2.2 Electroforesis de ADN en geles de agarosa
2.3 Extraccion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa
2.4 Extraccion con fenol/cloroformo y precipitacion con etanol
2.5 Secuenciacién
2.6 Extraccion y Purificacion de ARN total de A. thaliana
3. Manipulacion de acidos nucleicos
3.1 Reacciones enzimaticas
3.1.1 Digestiones con enzimas de restriccion
3.1.2 Tratamiento con enzimas modificadores

3.1.2.1 Reacciones de ligacién
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3.2 Vectores plasmidicos
3.3 Disefio de las construcciones de las diferentes versiones de PsMAPK2
3.4 Construccion de las diferentes versiones de PsMAPK2
3.5 Sintesis de ADNc por retrotranscripcion (RT)
3.6 Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
4. Transformacién de bacterias
4.1 Preparacion de células competentes y métodos de transformacion
4.1.1 Transformacion mediante choque térmico
4.1.2 Transformacion mediante electroporacion
4.1.3 Seleccion de recombinantes
5. Transformacion de plantas
5.1 Transformacion de A. thaliana
5.2 Analisis fenotipico y genotipico de las lineas transgénicas
6. Extraccion e inmunoprecipitacion de proteinas
6.1 Extraccion de proteinas
6.2 Determinacion de la concentracion de proteinas
6.3 Anticuerpos especificos de MAP quinasas del subgrupo C1 de plantas
6.4 Inmunoprecipitacion de proteinas
7. Ensayo de actividad MAP quinasa
7.1 Sistema no radioactivo MAP Kinase Assay Kit
7.1.1 Titulacion Erk1
7.2 Sistema radioactivo ([y>?P])
7.2.1 Calculo actividad especifica
8. Electroforesis en geles de poliacrilamida, SDS-PAGE
8.1 Soluciones, tampones utilizados y procedimiento
9. Deteccidn de proteinas: analisis WESTERN
9.1 Soluciones, tampones empleados y procedimiento
9.2 Eliminacion de anticuerpos y reutilizacion de las membranas de
nitrocelulosa

9.3 Deteccidn por quimioluminiscencia
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Apartado 1
Material Biologico

1.1 Material Vegetal
1.1.1 Condiciones de cultivo de las plantas
1.1.1.1 Cultivo de A. thaliana en macetas
1.1.1.2 Cultivo de A. thaliana en cajas Petri
1.1.1.3 Cultivo de P. sativum en macetas
1.1.2 Tratamientos
1.1.2.1 Tratamiento de Dafio mecanico o herida
1.1.2.2 Tratamiento con Acido Jasménico
1.1.2.3 Tratamiento con Acido Abcisico
1.1.2.4 Tratamiento con Peroxido de Hidrogeno
1.2 Microorganismos
1.2.1 Cepas bacterianas
1.2.2 Condiciones de cultivo de microorganismos
1.2.3 Medio de cultivo

1.1 Material Vegetal

En la Tabla 3 se muestra las distintas lineas de Arabidopsis thaliana
utilizadas en este trabajo.

Las plantas de guisante utilizadas en este trabajo son Pisum sativum
cv. Alaska.

Las muestras de los tejidos vegetales utilizadas para la extraccion de
proteinas y acidos nucleicos se recogieron directamente de la planta, se
congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C

hasta su posterior utilizacion.
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Tabla 3. Genotipos y ecotipos de las plantas Arabidopsis thaliana utilizadas en
este trabajo.

Genotipo Ecotipo
Col(0) Columbia(Col)
coit-1 Col

Atmpk1 Col

Atmpk2 Col

Atmpk1 Atmpk2 Col

Los mutantes de insercion de T-DNA de MAPKs del subgrupo C1 de
Arabidopsis Atmpk1 y Atmpk2 proceden de la coleccion SIGnAL (Salk
Institute Genome Analysis Laboratory, numero SALK 063847 vy
SALK_019507, respectivamente) y han sido caracterizados en nuestro
laboratorio (F. Calatayud, Proyecto Fin de Carrera ETSI Agrénomos, 2005).
El doble mutante Atmpk1 Atmpk2 fue obtenido en nuestro laboratorio a
partir del cruce de los mutantes de insercion de T-DNA simples
mencionados arriba (E. Barbera, Proyecto Fin de Carrera ETSI Agronomos,
2006).

1.1.1 Condiciones de cultivo de las plantas

1.1.1.1 Cultivo de Arabidopsis thaliana en macetas

Las plantas de A. thaliana se cultivaron en camaras bajo condiciones
controladas de fotoperiodo y temperatura. La temperatura se mantuvo
constante a 21°C y la iluminacion procedia de tubos fluorescentes que
proporcionaban luz blanca fria, con una intensidad de 150 pE m? s?

(Sylvania Standard F58W/133-T8). Habitualmente, las plantas se cultivaron
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bajo condiciones de fotoperiodo inductivo, que eran de 16 h de luzy 8 h de
oscuridad (dia largo, DL).

Las semillas de los distintos genotipos se resuspendieron en agua
destilada y se mantuvieron en oscuridad, a 4°C, durante tres dias, a fin de
sincronizar la germinacion.

Se sembraron las semillas en macetas de plastico de 6 6 15 cm de
diametro, para realizar la caracterizacion fenotipica o la transformacion de
Arabidopsis, respectivamente, en una mezcla de turba:perlita:vermiculita
(2:1:1). Las macetas se colocaron en bandejas y se regaron una vez por
semana por inmersion con agua destilada conteniendo el fertilizante
comercial Algoflasth, en una dilucién 1:250. Tras la siembra, las bandejas
se cubrieron con plastico para mantener la humedad alta durante la
germinacion y para evitar contaminaciones de semillas procedentes de
otras plantas préximas. Cuando aparecia el primer par de hojas se
agujereaba el plastico en distintos puntos de la bandeja, y el numero y
tamafno de los agujeros se fue aumentando progresivamente hasta que, al
cabo de dos o tres dias se eliminé por completo el plastico. Habitualmente
se cultivd una planta por maceta para la caracterizacion fenotipica y la
realizacion de los distintos tratamientos, y 6 plantas por maceta para la

transformacion.

1.1.1.2 Cultivo de Arabidopsis thaliana en cajas Petri

El cultivo in vitro de Arabidopsis en cajas Petri, se realizé en cabinas
con temperatura constante de 21°C, bajo condiciones de fotoperiodo de dia
largo (16 h de luz y 8 h de oscuridad). El medio MS de crecimiento contenia
sales MS 2.2 g/l (Duchefa), sacarosa 10 g/l, MES 0.1 g/l pH 5.9, fitoagar
0.6% (Pronadisa).

Las semillas se esterilizaron por inmersion, durante 3 min, en una

solucion de etanol 70% (v/v) y Triton X-100 0.05% (v/v), y durante 1 min, en
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etanol 95% (v/v); inmediatamente después se lavd con agua Milli-Q estéril,
en la campana de flujo laminar, antes de la siembra.

Para la seleccion de transformantes primarios, las semillas
esterilizadas se sembraron en cajas Petri de 9 cm de diametro (30 mg de
semillas, que equivale a unas 1500, en cada caja) que contenian medio de
seleccion con kanamicina [sales MS 2.2 g/l (Duchefa), sacarosa 10 g/l, MES
0.1 g/l pH 5.9, fitoagar 0.6% (Pronadisa), kanamicina 50 mg/l]. Las cajas
con las semillas se almacenaron durante tres dias a 4°C en oscuridad, tras
lo cual se trasladaron a una cabina de cultivo. Después de 7-10 dias desde
la siembra los transformantes que eran claramente identificables por su
color verde y raiz elongada, se trasplantaron, con ayuda de unas pinzas,
desde las cajas de medio de seleccidn, a alveolos de plastico de 6.5 x 6.5 x
5 cm con turba:perlita:vermiculita, donde se cultivaron en cabinas con
temperatura constante y fotoperiodo de dia largo bajo las condiciones
descritas en el apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos. Para el analisis de
segregacion de las lineas transgénicas, las semillas, tras su esterilizacion,
se sembraron individualmente, con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril,
en cajas Petri de 9 cm de diametro (40 semillas/placa) que contenian medio
de seleccion con kanamicina.

Para la seleccion de las plantas coi7-1 homocigotas para la mutacion,
se sembraron semillas segregantes en placas Petri que contenian medio de
crecimiento MS suplementado con JA 20 uM (Duchefa). Después de 8 dias
desde la siembra eran seleccionadas aquellas plantulas que tenian un
crecimiento normal de la raiz, y se transfirieron a macetas, para que
continuara su crecimiento (Feys et al., 1994).

Para estudiar la respuesta a la luz del doble mutante de insercién de
T-DNA Atmpk1 Atmpk2, las semillas tras su esterilizacion, se sembraron
individualmente, con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril, en cajas Petri
conteniendo medio MS (40 semillas/placa). Se almacenaron 4 dias en

oscuridad a 4°C y después se incubaron en las cabinas de cultivo en
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presencia de luz durante 6 horas para inducir la germinacion. A
continuacién las placas se incubaron en oscuridad durante 4 dias en las
mismas cabinas y para ello se cubrieron con varias capas de papel aluminio
dentro de una caja de cartén. Una vez finalizado el periodo de tiempo de
cultivo en oscuridad se transfirieron a la luz bajo las condiciones de

fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.

1.1.1.3 Cultivo de Pisum sativum L. en macetas

Las plantas de guisante se cultivaron individualmente en macetas de
plastico de 13 cm de diametro que contenian vermiculita, en una cabina de
invernadero. La temperatura oscilaba de acuerdo con las condiciones
ambientales, no sobrepasando los 24 °C durante el dia y no bajando de
18°C durante la noche, con la ayuda de un sistema de frio y otro de
calefaccion. La luz natural se suplementd con luz artificial mediante
lamparas de vapor de mercurio de 400W [Philips HDK/400 HPI (R)N], para
mantener un fotoperiodo de dia largo (16 h de luz y 8 h de oscuridad). El
riego utilizado consistidé en solucion Hoagland n° 1, suplementada con
oligoelementos (Hewitt, 1966), aportada mediante un sistema de riego por
goteo automatizado durante 2 min, cuatro veces al dia.

Las fotografias de las plantas de Arabidopsis crecidas en maceta o in
vitro se realizaron con una camara digital (Olympus C-5050ZO0M). Para
las fotografias de detalle de alguna parte de la planta se ha utilizado una
camara (Motic modelo MC-2000) acoplada a un microscopio estereoscopico
Motic modelo K-700L.
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1.1.2 Tratamientos

1.1.2.1 Tratamiento de Dano Mecanico

En el momento de realizar el ensayo de dafio mecanico (dafo), las
plantas tenian 4 semanas de edad y habian sido cultivadas en tierra, tal y
como se describe en el apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos. Se dafid
aproximadamente el 50% del area de las hojas de roseta con unas pinzas
dentadas de extremo romo (Fig. 11). Se danaron todas las hojas de roseta
de la planta. Una vez dafiadas, las plantas se devolvieron a la camara de
cultivo. Se recogieron las hojas de roseta a distintos tiempos tras el
tratamiento. El tiempo O corresponde a hojas de roseta de plantas no
dafadas. Las muestras, una vez recogidas, se congelaron en nitrogeno

liquido y se almacenaron a -80°C, hasta su utilizacion.

A B

Figura 11. Hoja de Arabidopsis antes
del tratamiento de dano (A) y
después del tratamiento de daino (B).

1.1.2.2 Tratamiento con Acido Jasménico (JA)

Para el estudio del efecto del JA sobre la actividad de las MAP
quinasas del subgrupo C1 se utilizaron plantas crecidas en tierra que en el
momento de realizar el tratamiento con JA tenian 4 semanas de edad. El

tratamiento se realiz6 mediante pulverizaciéon de una solucién JA 100 yM
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(Duchefa) (etanol 0.05%, Tween-20 0.01%) y una solucién control (etanol
0.05%, Tween-20 0.01%). Se recogieron las hojas de roseta a distintos
tiempos tras el tratamiento. El tiempo 0 corresponde a hojas de roseta de
plantas no tratadas. Las muestras, una vez recogidas, se congelaron en
nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C, hasta su utilizacion.

Para el ensayo de recuperacion del fenotipo de esterilidad masculina
observado en las plantas 35S::PsMAPK2-GOF y 35S::PsMAPK2-LOF se
utilizaron plantas de 4 semanas crecidas en tierra (ver apartado 1.1.1.1 de
Material y Métodos) que fueron tratadas con JA (Duchefa) y MeJA (Aldrich).
Los botones florales eran sumergidos en soluciones MeJA 1 mM (en
Tween-20 0.05%, DMSO 0.2%) 6 JA 0.5 mM (en Tween-20 0.05%, N,N,-
dimetilformamida 0.05%) o en una solucién control (Tween-20 0.05%, N,N,-
dimetilformamida 0.05%).

Las plantas se trataron 2 veces al dia durante dos dias y se monitoriz6 la

elongacion de las silicuas durante 2 semanas.

1.1.2.3 Tratamiento con Acido Abcisico (ABA)

En el momento de realizar el tratamiento, las plantas tenian 4
semanas de edad y habian sido cultivadas en tierra, tal y como se describe
en el apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos. El tratamiento se realiz6
mediante pulverizacion de una solucion ABA 100 uM (Aldrich) (etanol
0.05%, en Tween-20 0.01%) y una solucion control (etanol 0.05%, Tween-
20 0.01%). Se recogieron las hojas de roseta a distintos tiempos tras el
tratamiento. El tiempo O corresponde a hojas de roseta de plantas no
tratadas. Las muestras, una vez recogidas, se congelaron en nitrégeno

liquido y se almacenaron a -80°C, hasta su utilizacion.
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1.1.2.4 Tratamiento con Perdxido de Hidrégeno

En el momento de realizar el tratamiento, las plantas tenian 4
semanas de edad y habian sido cultivadas en tierra, tal y como se describe
en el apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos. El tratamiento se realiz6
mediante pulverizacion de una solucién de H,O, 5 mM (SIGMA-ALDRICH).
Se recogieron las hojas de roseta a distintos tiempos tras el tratamiento. El
tiempo O corresponde a hojas de roseta de plantas no tratadas. Las
muestras, una vez recogidas, se congelaron en nitrogeno liquido y se

almacenaron a -80°C, hasta su utilizacion.

1.2. Microorganismos

1.2.1. Cepas bacterianas

En este trabajo se han utilizado las cepas bacterianas que se detallan
en la Tabla 4.

Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa Referencialorigen Uso
. : Transformacion de
DH5a (E. coli) Invitrogen bacterias
. Koncz y Schell Transformacién de
C58 MP9O0 (A. tumefaciens) (1986) plantas

Expresion de

BL21-DE3 (E.coli) Stratagen PsMAPK2 en bacterias

1.2.2 Condiciones de cultivo de microorganismos

Los cultivos liquidos de bacterias, E. coli y A. tumefaciens se

incubaron toda la noche a 37°C y 28°C respectivamente, con agitacién de

Material y Métodos



Caracterizacion funcional de MAP quinasas del subgrupo C1 de plantas 51

200 rpm. Los cultivos de E. coli y A. tumefaciens en cajas con medio sélido
se incubaron toda la noche en estufa a 37°C y de dos a tres dias a 28°C,

respectivamente.

1.2.3 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de los cultivos
bacterianos fue:
- Medio LB (Luria-Bertani-Medium): tripsona 1%, extracto 0.5%, NaCl 1%,
pH 7.0; cuando se utilizd el medio sélido éste se solidificaba mediante la

adicion de 1.5% de agar (Pronadisa).
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Apartado 2

Aislamiento y Purificacion de
Acidos Nucleicos

2.1 Aislamiento de ADN plasmidico
2.1.1 Aislamiento de ADN plasmidico de E.coli
2.1.2 Aislamiento de ADN plasmidico de A. tumefaciens
2.2 Electroforesis de ADN en geles de agarosa
2.3 Extraccion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa
2.4 Extraccion fenol/cloroformo y precipitacion con etanol
2.5 Secuenciacion

2.6 Extraccion y Purificacion de ARN total de A. thaliana

2.1 Aislamiento ADN plasmidico

2.1.1 Aislamiento de ADN plasmidico de Escherichia coli

Para las preparaciones de ADN plasmidico a pequefia escala se
utilizé el método de lisis alcalina, tal y como lo describen Sambrook y
colaboradores (Sambrook et al., 1989), partiendo de un cultivo de 3 ml
crecido durante una noche en medio liquido LB suplementado con el
correspondiente antibidtico. Las preparaciones de ADN plasmidico a media
escala, se realizaron a partir de cultivos crecidos durante una noche en 100
ml de medio liquido LB suplementado con antibidtico, segun el
procedimiento de extraccion y purificacion de ADN plasmidico de los
sistemas de Qiagen Plasmid Midi Kit (columnas Qiagen tip-100), siguiendo

las instrucciones del fabricante.
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2.1.2 Aislamiento de ADN plasmidico de Agrobacterium
tumefaciens

Para las preparaciones a pequefa escala de ADN plasmidico de
Agrobacterium se utilizé el método de lisis alcalina descrito por Sambrook et
al. (1989) con ligeras modificaciones. Se partia de un cultivo de 3 ml,
crecido durante una noche en medio liquido LB suplementado con 50 pg/ml
rifampicina y 100 ug/ml espectinomicina. El sedimento de células resultante
de centrifugar el cultivo se resuspendié en 100 ul de solucién | y se tratdé tal
y como se describe en Sambrook et al. (1989). Al sobrenadante resultante
de la centrifugacion a que se somete el lisado obtenido tras anadir la
solucion Il se le afadieron 900 ul de etanol absoluto y se incubaron 30 min
a —80°C. Tras centrifugar a 12000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente, el precipitado se lavd con etanol 70%, se seco y se resuspendid
en 20 ul de TE (EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8).

La pureza de la preparacion de ADN obtenida por este procedimiento
no era suficientemente alta para realizar el analisis de restriccién del
plasmido. Para solventar este problema, una alicuota de 1 ul de esta
preparacion de ADN se utilizaba para transformar E. coli. De uno de los
clones transformantes de E. coli obtenidos de ese modo se hacia una
nueva preparacion de ADN plasmidico que se utilizaba para los analisis

pertinentes.

2.2 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

En funcion del tamafio de los fragmentos de ADN/ARN analizados, la
separacion mediante electroforesis fue llevada a cabo en geles de agarosa.
Para realizar los geles de agarosa se utilizé el tampdn TBE (Tris 89 mM,
acido borico 89 mM, EDTA 2 mM pH 8), al que se anadidé un 5% (v/v) de

Bromuro de Etidio 10 mg/ml y un porcentaje variable de agarosa segun el
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tamano del fragmento de ADN a analizar (Kb). Las muestras se diluyeron
en tampén de carga 6X (azul de bromofenol 0.1%, glicerol 5%), cuya
funcién es colorear la muestra y evitar que se difunda por el gel (Sambrook
et al., 1989). La electroforesis se realiz6 a voltaje constante (80 V) y
finalmente las bandas de ADN se visualizaron iluminando el gel con luz
ultravioleta. Para fotografiar los geles se utilizé la camara GeneGenius de
SYNGENE.

2.3 Extraccion de fragmentos de ADN a partir de geles de
agarosa

Tras separar las muestras de ADN mediante electroforesis en geles
de agarosa/TBE, las bandas de interés se cortaron del gel con una cuchilla
y el ADN contenido en las mismas se purifico mediante el sistema de
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La extraccion y purificacion de los fragmentos de ADN por este
meétodo se basa en la solubilizacion de la agarosa y la adsorcion selectiva
de los acidos nucleicos en una membrana de silicagel, en presencia de una
elevada concentracion de sal. La elucion del ADN se llevo a cabo en agua

esteril.

2.4 Extraccion con fenol/cloroformo vy precipitacion con
etanol

Los fragmentos de ADN que se deseaba secuenciar fueron extraidos a
partir de los geles de agarosa, tal y como se describe en el apartado 2.3 de
Material y Métodos, y posteriormente se purificaron mediante el siguiente

protocolo.
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Se anadié un volumen de agua a la muestra de ADN hasta obtener un
volumen final de 100 pl. Posteriormente se afiadié un volumen equivalente
de una solucion de fenol/cloroformo (en campana de extraccién de gases), y
se realizé una primera centrifugacién de 2 minutos a 13000 rpm y 4°C. Se
recogié el sobrenadante (ADN y agua), con precaucién de no tocar la
interfase. A continuacién, se afiadieron 6 pl de NaCl 5 M por cada 100 ul de
sobrenadante recuperado y se afadieron 2 volumenes de etanol al 100%
para producir la precipitacion del ADN. Posteriormente, se incubd toda la
noche a —20°C. Al dia siguiente se realizé una nueva centrifugacion durante
15 minutos a 13000 rpm, eliminando el sobrenadante por decantacion, y se
realizé6 un lavado del precipitado con etanol al 70%. De nuevo, tras otra
centrifugacion se elimind el sobrenadante por decantacién. Finalmente, se
seco el precipitado y el ADN se resuspendio en 20 pyl de agua estéril. Las

muestras se guardaron a -20°C.

2.5 Secuenciacion

La secuenciacién de los fragmentos de ADNc (PsMAPK2, PsMAPK2-
GOF y PsMAPK2-LOF), la realizé el servicio de Secuenciacion del Instituto
de Biologia Molecular y Celular de Plantas y se llevd a cabo segun el
protocolo de secuenciacidn enzimatica desarrollado por Sanger et al.
(1977), de modo automatico en un secuenciador “ABI PRISM 377" (Perkin
Elmer). Para ello, el ADN extraido y purificado, se llevé a una concentracion
de 0,2 ug/pl, y se amplificé con Ampli Taq ADN polimerasa en presencia de
ddNTPs, cada uno de ellos marcado con un fluoréforo diferente (Perkin
Elmer). Se utilizaron tanto cebadores propios de los vectores plasmidicos
como cebadores internos de los fragmentos de ADN objeto de estudio (ver
Tabla 5). Para los alineamientos de las secuencias se utilizé el programa
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Material y Métodos



56 Tesis Doctoral de M? Dolores Ortiz Masia

2.6 Extraccion y Purificacion de ARN total de A. thaliana y
Pisum sativum L

Para la obtencion del ARN total utilizado para las distintas RT-PCRs
de A. thaliana y P. sativum se utilizd el sistema RNeasy (Quiagen)
especifico para plantas. Las extracciones se llevaron a cabo a partir de 25-
100 mg de tejido y todas las muestras fueron tratadas con DNasa,
siguiendo las indicaciones del fabricante.

En funcion de la cantidad de muestra de tejido de la que se partio, se
realizaron dos sistemas de homogenizacion diferentes. Con mayor cantidad
de muestra, el tejido se homogenizd por pulverizacion con nitrégeno liquido
en un mortero. Cuando se partio de menor cantidad de tejido, se realizo la
pulverizacion con un émbolo directamente en el interior del tubo, sumergido
éste en nitrogeno liquido. La cuantificacion del ARN se realiz6 en un
espectrofotometro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech). Las muestras

fueron almacenadas a —80°C hasta su utilizacion.
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Apartado 3

Manipulacion de Acidos Nucleicos

3.1 Reacciones enzimaticas

3.1.1 Digestiones con enzimas de restriccion

3.1.2 Tratamiento con enzimas modificadores

3.1.2.1 Reacciones de ligacion

3.2 Vectores plasmidicos
3.3 Disefio de las construcciones de las diferentes versiones de PSMAPK?2
3.4 Construccion de las diferentes versiones de PsSMAPK2
3.5 Sintesis de ADNc por retrotranscripcion (RT)

3.6 Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

3.1 Reacciones enzimaticas

3.1.1 Digestiones con enzimas de restriccion

Para cada enzima de restriccidon se utilizé el tampdn y las condiciones
recomendadas por las distintas casas comerciales. Las digestiones se
llevaron a cabo en tubos de 1.5 ml con 5-10 u/ug ADN, durante al menos 3

h a la temperatura Optima para cada enzima.
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3.1.2 Tratamiento con enzimas modificadores

3.1.2.1 Reacciones de ligacion

Las reacciones de ligacion se realizaron manteniendo una proporcion
molar gradual entre inserto y vector, que variaba de 3:1 hasta 5:1. La
reaccion de ligacion contenia 50-175 ng de vector (cortado y purificado), la
cantidad de inserto (cortado y purificado) necesaria para obtener las
proporciones molares mencionadas, el tampén de ligacién (MgCl, 5 mM,
DTT 1 mM, ATP 1 mM, Tris-HCI 66 mM pH 7.5) y 1 unidad de ADN ligasa
del fago T4 (Roche Molecular Biochemicals), en un volumen total de 15 pl.

Las reacciones de ligacion se realizaron a 16°C durante 16 h.

3.2 Vectores plasmidicos

Las clonaciones se hicieron en diferentes plasmidos en funciéon de la
procedencia de los fragmentos de ADN y de los fines requeridos (Tabla 5).

Los productos de PCR se clonaron en el plasmido pCR®2.1, que
contiene un sitio de clonacién especifico para productos de PCR con una
adenina libre en los extremos 3’.

El vector binario pCHF3 (Tabla 5) (Hajdukiewicz et al., 1994; Jarvis et
al., 1998) se utilizé6 para la obtencion de plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana, mediante transformacion con Agrobacterium
tumefaciens (ver apartado 4.1.2 de Material y Métodos). Se utilizé para
llevar a cabo la expresién constitutiva de PSMAPK2-LOF, PsMAPK2-GOF y
PsMAPK2 en plantas. La region T-DNA del vector binario pCHF3 esta
deleccionada y contiene unicamente las secuencias RB (right border) y LB
(left border), el gen de seleccion en bacteria, el promotor 35S del virus del

mosaico de la coliflor (CaMV), un sitio de clonacion multiple y el terminador
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de la rubisco (RBCS). El vector resultante tiene un tamafo de 10501 Kb
aproximadamente. Presenta como sitios de clonaje multiple Sacl, Kpnl,
Smal, BamHI, Sall, y Pstl.

Tabla 5. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Enzimas de restriccion

Hindlll, Kpnl, Sacl, BamHlI,

r r .
PCR®2.1 sﬁ” , Amp’, lacZ, Col BT oty F1 - o0 BsixI, EcoRl, EcoRV,
' Notl, Xhol, Xbal, Apal
pCHF3 Spec', Kan", promotor 35S, Sacl, Kpnl, Smal, BamHl|,
RBCS Sall, Pstl

Ampr, pPBR322 ori,
pGEX-4T Glutathione S-Transferase, laclq, EcoRI,Smal,Sall,Xhol,Not|
Ptac

Amp": Resistencia a ampicilina.

Kan'": Resistencia a kanamicina.

Spec": Resistencia a espectinomicina.

lacZ: regidn N-terminal del gen de la p-galactosidasa.
Col E1 ori: origen de replicacion en E.coli.

F1 ori: origen de replicacion en bacteriéfago.

RBCS: sefial de terminacion de la transcripcion de la rubisco

3.3 Expresion de PsMAPK2 en E. coli

Para testar le especificidad de los anticuerpos anti-PsMAPK2 se
expres6 PsMAPK2 en E.coli Para ello, el fragmento de PCR
correspondiente al ADNc de PsMAPK2 se clon6 en el vector pCR®2.1 para
generar en los extremos 5 y 3 los sitios de restriccion EcoRI y Xhol,
respectivamente. Posteriormente, utilizando estos enzimas de restriccion, el
ADNc de PsMAPK?2 se cloné en el vector pGEX-4T (Tabla 5) (en pauta de
lectura) (MJ Marcote, resultados no publicados). Posteriormente, con esta
construccién se transformé E. coli BL21 (DE 3) (Tabla 4) mediante choque

térmico (ver apartado 4.1.1 de Material y Métodos). La expresion vy
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purificacion de la proteina de fusion GST-PsMAPK2 se realizé siguiendo las

instrucciones de Ge Healthcare.

3.4 Obtencion de diferentes versiones de PsMAPK?2

Para el estudio de la funcibn de PsMAPK2 se expresaron
constitutivamente diferentes versiones mutantes de PsMAPK2 en plantas
transgénicas. El ADNc de PsMAPK?2 se aisl6 rastreando una genoteca de
ADNCc de ovarios de guisante (MJ Marcote, resultados no publicados). Con
el fin de facilitar la deteccion de la proteina PsMAPK2 en las plantas
transgénicas se adiciond en el extremo 5 del ADNc de PsMAPK2 la
secuencia que codifica el péptido YPYDVPDYA, derivado de la
hemaglutinina humana del virus de la gripe, HA (Wilson et al., 1984) por
PCR (MJ Marcote, resultados no publicados) (Fig. 12). A partir de este
ADNCc, se generd la version mutante dominante negativa de PsMAPK?2,
denominada PsMAPK2-LOF (del inglés loss-of-function mutation), y la
version constitutivamente activa PSMAPK2-GOF (del inglés gain-of-function
mutation). La versidon 35S::PSMAPK2-GOF se realizd sustituyendo los
nucleétidos que codifican D328 en el ADNc de PsMAPK2, por los que
codifican N328 (D328N) (Fig. 12). La version 35S::PsMAPK2-LOF se
obtuvo, al sustituir los nucleétidos que codifican K61 en el ADNc de
PsMAPK2, por los que codifican A61 (K61A) (Fig. 12). Para obtener las
diferentes versiones se realiz6 la técnica de mutagénesis dirigida utilizando
el kit Quickchange TM Site-Directed Mutagenesis de Stratagene (MJ
Marcote, resultados no publicados). Las mutaciones se confirmaron

mediante secuenciacion (ver apartado 2.5 de Material y Métodos).
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# BamHI
1 9999a ccatg gogactccggtcgagoitccgaacgggataagagocggacygggaageattattact 93
g4 Cratgtggoaaactctatttgagatcgacactaaatatgttccgattaagocgattggtcgaggggogtatgggattgtgtgttcttctgttaata 189
190  gggagacaaatgagaaadgitgcgatcgeaagatacagaacocatttgagaatcatgttgacygcycttagaacttgagggagottaaactt 281
282 cttcggcatcttcatcatgagaatgttattgotttgaaagacatcatgatgoctgttcataggactagttttaaggatotttatctggtttatgaact 379
a0 tatggacactgatttgcatcagattattaaatctictcaaacattgtctaatgatcactgccaatatttcctotttcagttacttcaggotttgaaat 477
478 atctacactcagctaacatccttcatcgegacttgaaacctggaaatctittaattaatgcaaattgtgacctgaaaatatgtgatittggattag 573
574 facgcacaaactgoagcoaagaaccagttcatgacggagtatgttgtcactoggtggtatagggeoaccagaactgctactttgotgtgacaact  éee
ge7  atgggacatctattgacotctgotcagtgggatgcatctttgoagagetocttggacgaaaacctattttocctggttcagagtgtctcaaccaa 7al
a2 ctaaagcttattatcaatatccttgotagtcaaagggaggaggatatcgaatttattgataacccaaaagctaagaggtacatcaaatcacttc 855
856 cotattctcotgoaacoocootittoocgactttaccccaatgcacatccgotggoaattgatctactagotaagatgcttgittttgatcccacaaa 952
953 gaggattagigttacggaagoacttcaacacoctttcatggoctotctctatgatcctaatigtaatoctoctgccatcattccaattgatcttgac 1049
1050 attgatgaggatctaggggaagagatgataagggagitgatotggaggoaaatggticattaccatoctggatotgctatgggaaatgeaga 1141
1142 gtgtegtcttgattttattctottcagootictatttttattatgtteccttttgttggttatagtagtgtctaatataatagottgttttgaataactag 1243

1244  gagggctcoggtcatgtcogactctagaggy 1272
Sall Xbal

Figura 12. Secuencia de nucleétidos del ADNc de PsMAPK2, que incluye la
secuencia del epitopo HA adicionado. La secuencia que codifica el péptido derivado de
la hemaglutinina humana del virus de la gripe, HA, se muestra en naranja. Los nucleétidos
cambiados en la version de perdida de funcion se muestra en verde y el de ganacia de
funcidon se muestra en azul. BamHI, Sall y Xbal corresponde a los sitios de restriccion
adicionados.

3.5 Obtencidn de plantas transgénicas de A. thaliana que
expresan las diferentes versiones de PsMAPK?2

Los ADNc de cada una de las versiones de PSMAPK2 (PsMAPK2,
PsMAPK2-GOF y PsMAPK2-LOF) se subclonaron en el sitio EcoRI del
plasmido pCR®2.1 (ver Tabla 5) para agregar los sitios de restriccion
BamH1 y Sall en el ADNc y facilitar su insercion en el vector de expresion
de plantas. Cada uno de los ADNc fue liberado del plasmido pCR"2.1 como
un fragmento BamHI, en el extremo 5, y Sall, en el extremo 3’, para su
posterior clonacién en el vector binario de expresién de plantas pCHF3 (ver
Tabla 5) (MJ Marcote, resultados no publicados). pCHF3 es un vector de

expresion bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la
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coliflor (CaMV) (Benfey et al., 1990) y del terminador de Ia
carboxilasa/oxigenasa 1,5-bisfosfato de guisante, y que contiene el gen
nptll de resistencia a kanamicina para la seleccion de las plantas
transformadas. Para la seleccidén de bacterias transformadas pCHF3 tiene
el gen aadA de resistencia a espectinomicina. El vector con el inserto tiene
un tamano de 11200 Kb aproximadamente. La estructura de los T-DNAs
resultantes se representa en la Figura 13.

Una vez obtenidas las distintas construcciones (pCHF3-PsMAPK2,
pPCHF3-PsMAPK2-GOF y pCHF3-PsMAPK2-LOF) se transformé E. coli,
mediante choque térmico (ver apartado 4.1.1 de Material y Métodos), y se
seleccionaron los transformantes espectinomicina resistentes tal y como se
describe en el apartado 4.1.3 de Material y Métodos. Se aisl6 el vector con
el inserto y se transformd por electroporaciéon una cepa de Agrobacterium
tumefaciens, que contenia ya el plasmido pTi desarmado (resistencia
rifampicina) (ver apartado 4.1.2 de Material y Métodos). Se seleccionaron
los recombinantes rifampicina/espectinomicina resistentes y se procedio a
la transformacion de Arabidopsis thaliana mediante bafo floral (del término
inglés “floral dip”) (ver apartado 5.1 de Material y Métodos), donde el ADN
comprendido entre los bordes LB y RB del vector binario es transferido a la
célula vegetal. Las plantas que insertaron el ADN fueron seleccionadas en
medio con kanamicina. El esquema general seguido para las

construcciones se muestra en la Figura 14.

Material y Métodos



Caracterizacion funcional de MAP quinasas del subgrupo C1 de plantas 63

BamHI| Sall Xbal

ADNc
m I,-.I PsMAPK2-GOF et _#
RB LB
BamHI| Sall Xbal
ADNc
m I,-.I PsMAPK2-LOF et _#
RB LB

BamH|

q-.’I-I
A
RB

Figura 13. Esquema de la estructura del T-DNA para los distintos ADNc (PsMAPK2-
GOF, PsMAPK2-LOF y PsMAPK2) utilizados para transformar A. thaliana. El
plasmido pCHF3, empleado en las construcciones, contiene el promotor 35S CaMV vy el
gen nptll, que confiere resistencia a la kanamicina (C. Fankhauser, K. Hanson, and J.
Chory, resultados no publicados).

Sall_ Xbal

nptll —#

LB

Figura 14 (pagina siguiente). Esquema del disefo, obtenciéon y construcciéon de las
diferentes versiones mutantes de PsMAPK2. Se adicioné en el extremo 5’ del ADNc de
PsMAPK2 la secuencia que codifica el péptido YPYDVPDYA, derivado de la
hemaglutinina humana del virus de la gripe, HA. Posteriormente se generd la version
mutante dominante negativa de PsMAPK2 (PsMAPK2-LOF), y la constitutivamente activa
(PSsMAPK2-GOF) mediante mutagénesis dirigida. Las mutaciones se confirmaron
mediante secuenciacion. Los ADNc de cada una de las versiones se subclonaron en el
sitio EcoRI del plasmido pCR"2.1 para agregar 3 sitios de restriccién (BamHl|, Sall y Xbal)
y facilitar asi la insercién del ADNc en el vector de transformacién de plantas pCHF3.
Cada uno de los ADNc fue liberado del plasmido pCR*2.1 como un fragmento BamHI, en
el extremo 5, y Sall, en el extremo 3’, para su posterior clonacién en el vector pCHF3.
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3.5 Sintesis de ADNc por retrotranscripcion (RT)

Este procedimiento permite obtener ADNc, a partir de ARN mediante
la accién de una retrotranscriptasa (una enzima de origen viral que sintetiza
ADN a partir de un molde de ARN). La enzima retrotranscriptasa utilizada
fue la “Expand Reverse Transcriptase” de Roche (50 U/ul) y se siguieron
las instrucciones de Roche. Se partié de 1 ug de ARN total al que se anadio
2 ul del oligonucleétido dT45 (80 pmoles) y agua libre de ribonucleasas
hasta un volumen de 10.5 ul. Se desnaturalizé el ARN y el oligonucledtido
durante 10 minutos a 65°C y rapidamente se enfriaron en un bafio a 4°C. A
continuaciéon se anadi6 a cada tubo un volumen total de 9.5 pl, que
contenia 1 ul de la retrotranscriptasa, 0.5 ul del inhibidor de ribonucleasas
(“ARNse inhibitor” de Roche 40 U/ul), 2 ul de una mezcla equimolar a 10
mM de desoxinucledtidos trifosfato, 2 pl de DTT 100 mM y 4 pul del tampdn
del enzima. Posteriormente se incubaron los tubos durante 1 hora a 43°C;
luego se inactivd la retrotranscriptasa dejando los tubos 3 minutos a 95°C.
Finalmente se anadieron 20 ul de agua y el ADNc obtenido se conservo a -
20°C.

3.6 Amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de los fragmentos de ADNc

Las reacciones de amplificacion se realizaron a partir de las
indicaciones suministradas en el Kit de PCR Master de Roche (Cat. No. 1
636 103), en un termociclador “GeneAmp PCR system 2400” (Perkin
Elmer). La reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 50 pl, a partir de
3 ul de ADNc procedente de la reaccion de retrotranscripcion. La mezcla de
reaccion de PCR contenia ademas 2 pl de una solucién 10 uM de cada
oligonucleotido especifico utilizado en cada reaccion (cebadores) (Tabla 6),

completandose con agua suministrada por el Kit hasta un volumen total de
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25 ul. Las reacciones de amplificacién se iniciaron con el denominado “Hot
start” para evitar amplificaciones inespecificas. De forma que a los 25 ul de
la reacciéon se afadieron 25 pl de una solucion proporcionada por el Kit, que
contiene los dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, cada uno a una
concentracién de 0.4 mM) y 2.5 U de la ADN polimerasa de thermophilic
eubacterium Thermus aquaticus BM (Taq polimerasa) una vez se ha
producido la primera desnaturalizacion a 95°C durante 2 minutos.

Los ciclos de amplificacién se repartieron en 15 ciclos iniciales (que
empiezan una vez se ha afadido la Taq polimerasa) que estan divididos
cada uno en tres tramos: 30 segundos a 95°C (desnaturalizacién), 30
segundos a la respectiva temperatura de hibridacion de los cebadores
especificos (normalmente 55°C) y 1 minuto a 72°C (elongacion). A estos
ciclos iniciales se afiadieron un numero de ciclos variable (que dependia de
lo abundante que era el ARNm que se iba a amplificar) divididos a su vez
en tres tramos: 30 segundos a 95°C (desnaturalizacion), 30 segundos a la
respectiva temperatura de hibridacion de los cebadores especificos
(normalmente 55°C) y 2 minutos a 72°C (elongacion). Finalmente se afnadio
un periodo de elongacion final durante 7 minutos a 72°C. Las muestras se
guardaron a -20°C. En la Tabla 6 se detallan los cebadores utilizados en

este trabajo que fueron sintetizados por Isogen Life Science.
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Tabla 6. Cebadores utilizados en las amplificaciones por PCR.

Gen Cebador Secuencia (5'—3’) (-:::)
PsMAPK2 PsMAPK25 GGATCCGCTTTTGGGTTATCAATAAA 68
S PsMAPK23 GGATCCATGGCGACTCCGGTCGAGCC 84
'(% PsMAPK23 CAGAATATATATCGAGCTCACCGATGACCG 66.8
z- PEAct1 Psact5 GGATCCAAAAGATGGCCGATGCTGAGGAT 68.1
Psact3 GCAAAATCACTTACCATTATACGCGC 61.6
AtMPK1  AtMPK15  GGATCCCCGGGGAACGTCGTTGG 69.6
AtMPK13  GGATCCTGATGACAATCAGACATAAGAAGAA 64.2
AIMPK2  AtMPK25  GGATCCGCGACTCCTGTTGATCCACCT 69.5
AtMPK23  GGATCCTCCCTGGTGAGTAAGGGAGTG 69.5
AtMPK7  AtMPK75  GGATCCCATCTCTGATCATTAACAAC 61.6
AtMPK73  GGATCCCTACTACTCACTCACTGCAAC 66.5
g AtLOX2 LOX2F TTGGCTGAGGAAGATAAGACCGCAGAACAT 66.8
E LOX2R TCATTTTATCAAGAAGACAGAGATACAGAA 59.9
< AtAOS CYP74F GGATCCATCACAACACTCGCCACT 66.3
CYP74R CAGATTATACAACATTTTCTCAAAATTCACG  60.2
AtVSP2 VSP5 ACGTCCAGTCTTCGGCATCC 61.4
VSP3 GAGCTTAAAAACCCTTCCAG 55.3
Actina-7  Act5 GGATCCAAATGGCCGATGGTGAGG 66.1
Act3 GGAAAACTCACCACCACGAACCAG 64.4

Tm, temperatura de fusion estimada. En todos los cebadores se utilizé una

temperatura de alineamiento de 55°C.
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Apartado 4
Transformacion de Bacterias

4.1 Preparacion de células competentes y métodos de transformacion
4.1.1 Transformacion mediante choque térmico
4.1.2 Transformacion mediante electroporacion

4.1.3 Seleccién de recombinantes

4.1 Preparacion de células competentes y métodos de
transformacion

4.1.1 Transformacion mediante choque térmico

Se utilizaron células DH5a (Tabla 4) competentes de Invitrogen. La
transformacion mediante choque térmico se llevd a cabo segun el protocolo

descrito por el fabricante.

4.1.2 Transformacién por electroporacion

La preparacion de células competentes para su transformacion
mediante electroporacion se llevé a cabo segun los protocolos descritos en
el catalogo Pulse controller, Accesory for bacterial and fungal electro-
transformation (BioRad) segun Shen & Forde, 1989 para A. tumefaciens.

Tras descongelar en hielo una alicuota de 50 pl de células
competentes preparadas mediante sucesivos lavados de glicerol, se afiadio

1 ul de vector transformante. La mezcla se introdujo en una cubeta de 0.1
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cm de separacion entre electrodos (BioRad), previamente enfriada en hielo,
y se sometié a un pulso eléctrico con un aparato Gene Pulser™ (BioRad).
Las condiciones de electroporacién fueron 400 Q, 25 uF y 1.8 kV. Después

del pulso eléctrico se adiciond 1 ml de LB y se incub6 3 h a 28°C y 200 rpm.

4.1.3 Seleccion de recombinantes

La seleccion de recombinantes se llevo a cabo mediante la siembra
de las células bacterianas transformadas en cajas de 9 cm de diametro con
medio soélido LB suplementado con el antibiético al cual el plasmido en uso
conferia resistencia. En la Tabla 7 se muestran los antibiéticos utilizados
para la seleccion de recombinantes bacterianos y las concentraciones a las

que se usaban.

Tabla 7. Antibidticos y sus concentraciones utilizadas.

Antibiético Concentracion

Ampicilina 100 pg/ml para E.coli.

Espectinomicina 100 ug/ml para E.coliy A. tumefaciens.
Rifampicina 50 ng/ml para A. tumefaciens.
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Apartado 5
Transformacion de Plantas

5.1 Transformacion de A. thaliana

5.2 Analisis fenotipico y genotipico de las lineas transgénicas

5.1 Transformacion de Arabidopsis thaliana

Para la construccion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
se utilizaron plantas silvestres del ecotipo Columbia (Col). La
transformacion se realizé siguiendo el protocolo de bafio floral descrito por
Clough & Bent, 1998.

Aproximadamente unas 60 semillas de A. thaliana se sembraron en
macetas de 15 cm de diametro, tal y como se describe en el apartado
1.1.1.1 de Material y Métodos. Transcurridas unas 2 semanas desde la
siembra, se eliminaron algunas plantas con el fin de facilitar el crecimiento
homogéneo y adecuado de la poblacion. Una vez las plantas habian
producido el escape floral, cuando la ultima hoja caulinar se habia separado
unos 2-3 cm del apice de la inflorescencia principal (altura de las plantas de
9-11 cm) éste se decapitdé para eliminar la dominancia apical e inducir asi la
proliferacion de las inflorescencias laterales. El tiempo aproximado que
transcurria desde la siembra hasta que se decapitaban las plantas era de
aproximadamente de un mes y 5-6 dias. Una vez decapitadas, las plantas
se cultivaron unos 4 dias mas antes de la infiltracion.

Tres dias antes de la infiltracion (dia -3) un tubo de 10 ml con 5 ml de
medio LB, con 50 ug/ml rifampicina y 100 ug/ml espectinomicina, se inoculd

a partir de un glicerinado, con la cepa C58 pMP90 de A. tumefaciens (Tabla
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4), portadora de la construccidon de interés y se incubd durante toda la
noche en oscuridad a 28°C, con agitacion de 200 rpm. Al cabo de este
tiempo (dia -2), un matraz de 1 litro con 300 ml de medio LB con rifampicina
(50 ug/ml) y espectinomicina (100 ug/ml) se inoculé con los 5 ml de
precultivo anterior y se incubd en las mismas condiciones durante 24 h. El
dia de la infiltracion (dia 0) el cultivo se recogidé por centrifugacion, 6000
rom durante 15 minutos, y el sedimento con las bacterias se resuspendio en
250 ml de medio de infiltracion (sacarosa 5% (w/v) y silwet L-77 200 pl/l).

Antes de la infiltracion, a las plantas se les quitaron todas las silicuas
fertilizadas asi como las flores abiertas.

En el momento de la infiltracidon, las macetas se invertian y se
introducian durante 1 minuto en una cubeta que contenia los 250 ml de la
suspension de Agrobacterium en medio de infiltracion, de manera que no
sélo los apices florales sino también las hojas de la roseta quedaban
sumergidos en el liquido. Durante el tiempo que la planta permanecia
sumergida en el medio de infiltracion era agitada vigorosamente. Una vez
pasado este periodo de tiempo las plantas se colocaron horizontalmente en
bandejas, se cubria la bandeja con un plastico transparente y se devolvian
las plantas a la cabina de cultivo. Se mantuvieron con el plastico durante 24
h, para posteriormente eliminarlo y poder colocar las plantas verticalmente
para que continuaran creciendo bajo las condiciones descritas en el
apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos. Las plantas se cultivaron hasta
obtener semillas maduras (3 semanas después).

Cuando las silicuas de las plantas transformadas estuvieron maduras
se recogieron las semillas, se guardaron en bolsas de papel y se
almacenaron en ambiente seco durante al menos 1 mes. Para la seleccion
de los transformantes primarios (T,), las semillas procedentes de plantas
individuales T, se esterilizaron, se sembraron en cajas Petri de 9 cm de
diametro con medio de seleccion con kanamicina y se cultivaron en cabinas

de cultivo in vitro (ver apartado 1.1.1.2 de Material y Métodos). Después de

Material y Métodos



72 Tesis Doctoral de M? Dolores Ortiz Masia

7-10 dias desde la siembra los transformantes eran claramente
identificables por su color vede y sus raices desarrolladas; en este
momento se trasplantaron a alveolos (6.5 X 6.5 X 5 cm) con una mezcla de
turba:perlita:vermiculita 2:1:1 y se trasladaron a un fitotrédn para su
crecimiento bajo las condiciones descritas en el apartado 1.1.1.1 de

Material y Métodos.

5.2 Analisis fenotipico y genotipico de las lineas
transgénicas

Para estimar el numero de loci en que se habia integrado el T-DNA
en las distintas lineas transgénicas primarias se Arabidopsis, 40 semillas
procedentes de plantas individuales T, se sembraron tras su esterilizacion
en cajas de medio con kanamicina y se cultivaron en cabinas de cultivo in
vitro tal y como se describe en el apartado 1.1.1.2 de Material y Métodos. El
recuento de plantulas verdes, resistentes al antibidtico, y de plantulas
albinas (sensibles al antibiético) se realizé a los 7-10 dias después de la
siembra. Las plantas homocigotas y heterocigotas en la poblacién T, fueron
identificadas mediante el analisis de las correspondientes progenies T3 por
el mismo método.

Para el analisis de los datos de segregacion de la resistencia a
kanamicina en la progenie de las distintas lineas transgénicas, las hipotesis
nulas (Ho) planteadas fueron: que los datos eran compatibles con una
segregacion 3:1 (resistentes:sensibles) lo que corresponde a la insercion
del T-DNA en un unico locus, compatibles con una segregacion 15:1, que
corresponde a la insercién del T-DNA en dos loci, o bien compatibles con
una segregacion 1:1 (resistentes:sensibles) en plantas cruzadas con polen

de plantas no transformadas (Col(0)). La hipotesis alternativa (H4) fue que
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no se cumpliera la hipotesis Hy; las categorias son: plantulas resistentes y
sensibles a kanamicina.
Se utilizd el estadistico muestral 32, que se construye utilizando la

siguiente expresion analitica:

) [(Oi- E)—05]
°=2 Ei

donde K = numero de categorias; Oi = numero de plantas observadas de la
categoria; Ei = numero de plantas esperadas de la categoria. Este
estadistico se distribuye bajo la hipétesis nula como una 3? con k-1 = 1
grados de libertad.

Para contrastar el cumplimiento de la Hy se compara el valor del

estadistico muestral xz con el valor del xz de las tablas para un grado de
libertad y un nivel de significacion o (probabilidad de rechazo) del 0.05
(5%). Si el valor del estadistico muestral x? es superior al valor de las tablas
(x*«.1) se rechaza la hipétesis nula. En este caso concreto de un grado de

libertad, el valor del ¥ de las tablas es 3.84.
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Apartado 6

Extraccion e Inmunoprecipitacion
de Proteinas

6.1 Extraccion de proteinas
6.2 Determinacion de la concentracion de proteinas
6.3 Anticuerpos especificos de MAP quinasas del subgrupo C1 de plantas

6.4 Inmunoprecipitacion de proteinas

6.1 Extraccion de proteinas

La procedencia del material utilizado para las extracciones variaba
dependiendo de la edad de las plantas de A. thaliana. Asi, las plantulas de
14 dias utilizadas para la deteccion y medida de actividad de las diferentes
versiones de PsMAPK2 eran cultivadas en placas Petri, tal y como se
describe en el apartado 1.1.1.2 de Material y Métodos. Para los ensayos de
dafio, JA, SA, ABA y H,0, se utilizaron hojas de roseta de A. thaliana de 4
semanas crecidas en tierra, tal y como describe en el apartado 1.1.1.1 de
Material y Meétodos. Una vez recogidas, las muestras se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su
utilizacion.

Para la extraccion de proteinas, las muestras se pulverizaron con
nitrégeno liquido hasta la homogenizacién, con ayuda de un mortero y un
pistilo. Se transfirid el polvo obtenido a un tubo de 1.5 ml preenfriado,
evitando en todo momento que la muestra se descongelara, que contenia
tampon de lisis (Tris-HCI 25 mM pH 7.5, NaCl 75 mM, NaF 20 mM, EGTA 5
mM, EDTA 5mM, DTT 5 mM, B-glicerofosfato 20 mM, Triton X-100 0.05%,
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inhibidores de fosfatasas (SIGMA) e inhibidores de proteasas (SIGMA)).
Aproximadamente se utilizé una proporcion 1:4 (100 mg de tejido en 400 pl
de tampdn). Se centrifugd dos veces a 12000 rpm durante 15 min a 4°C,
para eliminar los agregados celulares, y el sobrenadante se utiliz6 como

extracto crudo.

6.2 Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas del extracto crudo se midid segun el
procedimiento de medida de proteina del sistema Bio-Rad Protein Assay
Kit, basado en el método de Bradford, 1976. Este método permite
relacionar la variacion de la absorbancia a 595 nm de una solucion acida
de Cooomasie Brilliant Blue G-250, con la cantidad de proteinas presentes
en una muestra.

Los valores de absorbancia se midieron en un espectrofotometro UV-
VISIBLE Recording Spectrophotometer UV-160 (SHIMADZU).

6.3 Anticuerpos especificos de MAP quinasas del subgrupo C1
de plantas

Se generaron anticuerpos especificos de PsMAPK2 (Gramsch
Laboratories, Germany), AtMPK1 y AtMPK2 (SIGMA-GENOSYS) mediante
inmunizacion de conejos contra los siguientes péptidos del extremo C-

terminal:
- PsMAPK2-HYHPGSAMGNAELSS

- AtMPK1-HPQASTLNTEL
- AtMPK2-PEAATINNNEVSEF
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Los péptidos se sintetizaron y se unieron a la hemocianina de la lapa
californiana (keyhole limpet). Los anticuerpos se purificaron por afinidad
(MJ. Marcote, resultados no publicados y SIGMA-GENOSYS). En el
apartado de Resultados se demuestra la especificidad de estos anticuerpos
en inmunoprecipitacion. En general, estos anticuerpos no son de utilidad

para analisis Western (ver Resultados).

6.4 Inmunoprecipitacion de proteinas

La medida de la actividad protein quinasa de las diferentes versiones
de PsMAPK2 (PsMAPK2-LOF, PsMAPK2-GOF y PsMAPK2) expresadas en
A. thaliana se realizé mediante la inmunoprecipitacion previa de las distintas
versiones de PsMAPK2 con el anticuerpo anti-PsMAPK2 (ver apartados 1.2
y 1.3 de Resultados). No se utilizé el anticuerpo anti-HA porque los
experimentos realizados en este trabajo indican que este anticuerpo no
reconoce a HA-PsMAPK2 en inmunoprecipitacion. Para cada
inmunoprecipitacidon se utilizaron 200 ug de proteinas totales y se ajusto el
volumen a 500 ul con tampdén de lisis (ver apartado 6.1 de Material y
Métodos). La medida de la actividad protein quinasa de AtMPK1 y AtMPK2
se realizd mediante la inmunoprecipitacion previa de AtMPK1 y AtMPK2
con los anticuerpos especificos anti-AtMPK1 y anti-AtMPK2,
respectivamente (ver apartado 2.2 de Resultados). Para cada
inmunoprecipitacién se utilizaron 100 y 400-800 ug de proteinas total, para
el caso de AtMPK1 y AtMPK2 respectivamente, y se ajusté el volumen a
500 pl con tampodn de lisis.

Una vez ajustados los volumenes se adicioné el anticuerpo de
eleccion (Tabla 8) y se incubd durante 1 h, a 4°C. Transcurrido este tiempo,
se adicionaron 25 ul de proteina A sefarosa (Amersham Bioscience), y se
incubd bajo rotacion durante 1.5 h a 4°C. Posteriormente, los

inmunoprecipitados se lavaron dos veces con tampon de lisis y una vez con
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tampon del ensayo quinasa (Tris 30 mM pH 7.5, EGTA 1 mM, MgCl, 10
mM, DTT 1 mM, B-glicerofosfato 20 mM).

Tabla 8. Anticuerpos utilizados para las inmunoprecipitaciones en este trabajo

Anticuerpo Casa comercial Volumen utilizado (pl)
Anti-PsMAPK2 Gramsch Laboratorios 7
Anti-AtMPK1 SIGMA 7
Anti-AtMPK2 SIGMA 7

Una vez lavada la proteina A sefarosa, si las muestras eran
destinadas a la elaboracion del ensayo de actividad protein quinasa,
descrito en el apartado 7 de Material y Meétodos, se adicionaba
directamente el tampdn del ensayo quinasa y se procedia a realizar el
ensayo de actividad. En el caso de que las muestras fueran para la
deteccion por Western, se eluyeron las proteinas de la proteina A sefarosa
adicionando tampoén de carga Laemmli 3X, (Tris-HCI 125 mM pH 6.8,
glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 25 pg/ml, 50 pl/ml B -

mercaptoetanol 14 M) y calentando 5 min a 100°C.
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Apartado 7
Ensayo de Actividad MAP quinasa

7.1 Sistema no radioactivo (MAP Kinase Assay Kit)
7.1.1 Calculo de la actividad quinasa
7.1.2 Titulacién Erk1

7.2 Sistema radioactivo ([y>°P])

7.2.1 Calculo de la actividad quinasa

En las células, las MAP quinasas pueden estar reguladas a nivel de
la transcripcion, traduccién y por activacion o inactivacién de su actividad
enzimatica por fosforilacion y desfosforilacion, respectivamente. Sin
embargo, la deteccion de cambios en la actividad enzimatica de las MAPKs
es uno de los mejores indicativos para relacionar un determinado suceso
fisiologico con una ruta MAPK. La actividad enzimatica de las MAPKs se
mide por la capacidad de fosforilar un sustrato especifico. Normalmente se
utiliza como sustrato la proteina basica de mielina (PBM), que contiene el
sitio consenso de fosforilacién de las MAPKs.

En este trabajo, la medida de actividad quinasa (actividad transferasa
de grupo fosforilos) de las MAP quinasas del subgrupo C1 se realizé sobre
los inmunoprecipitados de PsMAPK2, AtMPK1 o AtMPK2 (ver apartado 6
de Material y Meétodos). Se midi6 la actividad quinasa por dos
procedimientos (con y sin radioactividad), ambos basados en la fosforilacion
de la proteina basica de mielina. Como dador del grupo fosforilo se utilizé el
ATP. La Figura 15 muestra el esquema general del ensayo de actividad

MAP quinasa.
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MAP quinasa
PBM + ATP » pPBM + ADP

Mg*?, 30°C, 20 minutos

Figura 15. Esquema basico de la medida de actividad protein quinasa.

El primer procedimiento de medida de actividad MAP quinasa que se
describe es el sistema no radioactivo MAP Kinase Assay Kit (Upstate
biotechnology). El sistema no radioactivo se ha utilizado en las etapas
iniciales del trabajo y tiene la gran ventaja de evitar el manejo de
radioactividad. Cuando se determinaba que tras un tratamiento se inducia
la actividad quinasa de las MAPKs del subgrupo C1, éste método se
sustituia por el radioactivo con objeto de cuantificar los incrementos de

actividad.

7.1 Sistema no radioactivo MAP Kinase Assay Kit

El esquema general de este procedimiento se muestra en la Figura
16. Este sistema no radioactivo esta basado en la deteccion del sustrato
fosforilado por analisis Western utilizando un anticuerpo monoclonal contra
la PBM fosforilada (ver Tabla 9).

MAP quinasa
PBM + ATP » pPBM+ ADP
Mg*?, 30°C, 20 minutos
Anti-pPBM
pPBM » Analisis Western

Figura 16. Esquema del ensayo de actividad MAP quinasa no radioactivo. En un
primer paso, se adiciona al inmunoprecipitado el tampoén de actividad, que contiene
ATP, PBM y magnesio, y se incuba durante 20 min a 30°C. Posteriormente se procede
a la deteccion de la PBM fosforilada mediante SDS-PAGE vy posterior analisis Western
con el anticuerpo monoclonal pPBM.
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La medida de la actividad quinasa especifica de PsMAPK2, AtMPK1
y AtMPK2 se realiz6 en inmunoprecipitados con anticuerpos especificos
contra PsMAPK2, AtMPK1 y AtMPK2 respectivamente (ver apartado 6.3 de
Material y Métodos). Una vez lavada la proteina A sefarosa, se adicioné
directamente el tampdn de actividad [10 ul tampon ADBI (MOPS 20 mM, pH
7.2, B-glicerofosfato 25 mM, EGTA 5 mM, ortovanadato sédico 1 mM,
ditiotreitol 1 mM), 10 ul tampdén ATP/Magnesio (Cl,Mg 75 mM, ATP 500 uM
en ADBI), 10 ul tampén PBM (PBM 2 mg/ml, MOPS 20 mM, pH 7.2, B-
glicerofosfato 25 mM, EGTA 5 mM, MnCl, 0.4 mM, ortovanadato sddico 1
mM, ditiotreitol 1 mM), y 10 ul del coctel de inhibidores (péptido inhibidor
PKC 20 uM, péptido inhibidor PKA 2 uM en ADBI)]. Se incubd durante 20
min a 30°C, dando pulsos de agitacion cada 5 min, para favorecer el
contacto de la MAPK con la PBM. Transcurrido este tiempo se detuvo la
reaccién enfriando en hielo durante varios minutos, se adicion6é tampon de
carga Laemmli 3X y se procedi6 al analisis por SDS-PAGE y Western (ver
apartado 8 y 9 de Material y Métodos). En los geles de poliacrilamida-SDS
se cargaron 20 ul del sobrenadante obtenido tras sedimentar la proteina A

sefarosa.

7.1.1 Calculo de la actividad quinasa

La actividad quinasa se midié cuantificando la intensidad de las
bandas de pPBM por densitometria y se expres6 como actividad quinasa
relativa. Para ello, se calcul6 el numero de veces que se induce la actividad
quinasa con respecto al tiempo 0, considerandose la actividad quinasa
relativa a tiempo 0 como 1.
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7.1.2 Titulacion Erk1

Para caracterizar este meétodo, y antes de utilizarlo con los
inmunoprecipitados de las MAPKs objeto de este trabajo, se midid la
actividad quinasa de una MAPK humana activa, Erk1 (proteina
recombinante expresada en E. coli), que posee una masa molecular de
69.9 kDa (MAP Kinase Erk1, UPSTATE Cell Signalling Solutions, referencia
# 25105AU). Esta MAPK posee una actividad especifica de 550 U/mg,
donde una unidad de Erk1 activa esta definida como 1 nmol de fosfato
incorporado a 0.33 mg/ml de PBM por minuto a 30°C utilizando una
concentracion final de ATP de 100 uM. Se efectuaron varias diluciones de
Erk1 con el tampdén ADBI (ver apartado 7.1 de Material y Métodos) hasta un
volumen final de 20 pl, posteriormente se realizé el ensayo de actividad tal
y como se ha descrito en el apartado 7.1 de Material y Métodos y se
analizaron los resultados mediante analisis Western con el anticuerpo anti-
pPBM.

+ + + + - PBM

wa O 0.02 005 01 01 ng Erki

35 —
sl
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Figura 17. Titulacion Erk1.
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Como se puede ver en la Figura 17 el anticuerpo detecta 3 bandas a
20, 40 y 60 kDa cuando estan presentes simultaneamente la PBM y Erk1, y
la intensidad de estas bandas se incrementa conforme aumenta los
nanogramos de Erk1 utilizados (ver las carreras de 2, 3 y 4). Por otro lado,
si no se adiciona Erk1 (ver carrera 1) o el sustrato de la reaccidén (ver
carrera 5) no se detecta ninguna banda. La PBM posee una masa
molecular de 20 kDa, y las bandas que aparecen a 40 y 60 kDa parecen

corresponder a las formas dimeras y trimeras de la PBM.

7.2 Sistema radioactivo ([y>’P] ATP)

El esquema general de este método se muestra en la Figura 18. Este
sistema radioactivo utiliza [y °P] ATP, de manera que las MAPKs
transfieren el [y 2P] a la PBM en la reaccion. Después, la PBM fosforilada
se detecta por SDS-PAGE y posterior exposicion del gel sobre una pelicula
fotografica. En este trabajo también se midié en un contador de centelleo la
radioactividad incorporada a la PBM (ver apartado 7.2.1 de Material y
Métodos).

22 MAP quinasa 22
PBM + ATP + [y““P] ATP » [“P]PBM + ADP

Mg*?, 30°C, 20 minutos

Autoradiografia

v

[*P] PBM —— SDS-PAGE

Contador de centelleo

v

Figura 18. Esquema del ensayo de actividad MAP quinasa radioactivo. En un primer
paso, se adiciona al inmunoprecipitado el tampén de actividad, que contiene ATP, [y *2P]
ATP, PBM y magnesio, y se incuba durante 20 min a 30°C. Posteriormente se procede a
la deteccion de la [**P] PBM mediante SDS-PAGE vy posterior autoradiografia, o bien se
mide la radioactividad de incorporada a la PBM en un contador de centellleo.
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La medida de la actividad quinasa especifica de PsMAPK2, AtMPK1
y AtMPK2 se realiz6 sobre los inmunoprecipitados de PsMAPK2, AIMPK1 y
AtMPK2, respectivamente (ver apartado 1.2 y 2.2 de Resultados). Una vez
lavada la proteina A sefarosa, se adiciond directamente 39 pl del tampdn
del ensayo quinasa que contenia PBM 0.7 mg/ml, ATP (frio) 100 uM y 5 pCi
de [y ?P] ATP (6000Ci/mmol). Se incubé durante 20 min a 30°C, dando
pulsos de agitacién cada 5 min, para favorecer el contacto de la MAPK con
la PBM. Transcurrido este tiempo se detuvo la reaccion enfriando en hielo
durante varios minutos, y se adicioné tampoén de carga Laemmli 3X. Tras
sedimentar la proteina A sefarosa se cargaron las muestras en geles de
poliacrilamida-SDS. Posteriormente los geles eran tefiidos con azul
Coomassie R250 (Coomassie Blue R250 2.5% (w/v), MeOH 40% (v/v) y
AcH 7% (v/v)) durante 30 minutos bajo agitacion constante. Pasado este
tiempo, se procedia a la decoloracién de los geles con una mezcla MeOH-
AcH (MeOH 10% (v/v) y AcH 10% (v/v)) durante 1 hora bajo agitacion. Una
vez decolorados, los geles eran secados con la ayuda de una bomba de
vacio y se procedia a la exposicion de una pelicula de 3 a 24 h segun la

intensidad de la senal.

7.2.1 Calculo actividad quinasa

Para cuantificar los cambios en la actividad quinasa, se midi6 la
radioactividad (cuentas detectadas por minuto, cpm) incorporada a la
proteina basica de mielina en cada muestra. Para ello, se cortaron las
bandas de 20 kDa correspondientes a la PBM de los geles de
poliacrilamida-SDS previamente secados y se midié la radioactividad en un
contador de centelleo (1450 Microbeta TRILUX). Las bandas eran
colocadas en tubos y se les adicionaba 1 ml de liquido de centelleo. Las
actividades especificas se obtuvieron calculando **P incorporado ‘min'-mg’

' Las actividades quinasas relativas se han expresado como el niimero de
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veces que se induce la actividad especifica con respecto al tiempo O,
considerandose la actividad especifica relativa a tiempo 0 como 1. Los
valores de actividades quinasa relativas que se muestran en las graficas
son iguales a las actividades quinasa determinadas por densitometria de
PBM de las autoradiografias en el rango lineal de desarrollo de las bandas

del film.
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Apartado 8

Electroforesis en Geles de
Poliacrilamida, SDS-PAGE

8.1 Soluciones, tampones utilizados y procedimiento

La electroforesis nos permite separar proteinas en base a su
movilidad electroforética (Laemmli, 1970). La presencia de un agente
reductor como el 2-B-mercaptoetanol y el calentamiento de las muestras
provocan la desnaturalizacion de las proteinas. EI SDS (dodecil sulfato
sddico), un detergente anionico, rodea a las proteinas y les confiere una
carga negativa proporcional a su peso molecular. Dentro de un campo
eléctrico, las proteinas migran hacia el polo positivo (anodo) a través de
una matriz porosa constituida, basicamente de polimeros de acrilamida. El
tamano de las moléculas (proporcional a la masa) determina la separacién
de las proteinas durante la electroforesis en los geles de poliacrilamida, las
cuales migraran en el gel a una velocidad inversamente proporcional al

logaritmo de su peso molecular.

8.1 Soluciones, tampones utilizados y procedimiento

- Tampodn de electroforesis, pH 8.3. Trizma base 25 mM, glicina
192 mM, SDS 0.1%.

- Gel de resolucion. 10% acrilamida para la deteccion de
PsMAPK2, AtMPK1 y AtMPK2 o del 13% acrilamida para el analisis
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del ensayo actividad (PBM fosforilada), Tris-HCI 0.39 mM pH 8.8,
SDS 0.1%, APS 0.1%, TEMED 0.0002%.
- Gel de concentracion. Acrilamida 5%, Tris-HCI 0.13% pH 6.8,
SDS 0.1%, APS 0.1%, TEMED 0.0002%.

En la eleccidon del porcentaje de acrilamida del gel de resolucion se
tuvo en cuenta el tamafio de las proteinas que se queria analizar. El
porcentaje mas bajo de acrilamida (10%) se utilizé para la separacion de
proteinas de mayor masa molecular (PsMAPK2, AtMPK1 y AtMPK2),
mientras que el porcentaje alto (13%) se utilizé para la separacidén de
proteinas de menor masa molecular como la PBM ya que posee una masa
molecular de 20 kDa.

Se usaron geles verticales de 0.75 mm de espesor. Una vez
polimerizado el gel de resolucion, se adiciono el gel de concentracién, que
sirve para empaquetar las proteinas y en él se hacen los pocillos, de 20 pl
de capacidad, donde se cargan las diferentes muestras. El porcentaje de
acrilamida de este gel es siempre bajo para permitir el paso de proteinas de
cualquier tamano.

La electroforesis se realizd en cubetas que contenian tampén de
electroforesis a voltaje inicial de 100 V mientras las muestras corren por el

gel de concentracién y posteriormente a 150-200 V.
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Apartado 9

Deteccion de Proteinas:
Analisis Western

9.1 Soluciones, tampones empleados y procedimiento
9.2 Eliminacion de anticuerpos y reutilizacion de las membranas de nitrocelulosa

9.3 Deteccion por quimioluminiscencia

La técnica de analisis Western o inmunoblot (inmunodeteccion)
consiste en la deteccion indirecta de proteinas sobre una membrana de
nitrocelulosa, obtenida por transferencia de un gel de poliacrilamida,
utilizando anticuerpos contra ellas. Esta técnica nos permite detectar
proteinas gracias a la especificidad de unién que existe entre un antigeno y
un anticuerpo. ElI complejo antigeno-anticuerpo puede ser detectado
utilizando un segundo anticuerpo marcado con un enzima gracias al

producto de la reaccion enzimatica.

9.1 Soluciones, tampones empleados y procedimiento

- Tampon de transferencia. Trizma base 25 mM, glicina 192 mM,
MeOH 20% (v/v).

- TBS ( Tris buffer saline). Tris-HCI 25 mM pH 7.5, NaCl 150 mM.

- Blotto-Tween. Leche 3-5% en TBS, Tween-20 0.01%.

- TBS-Tween (TBS-T). Tween-20 0.01% en TBS.
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Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas
elecetroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pum
siguiendo la técnica de Burnette (Burnette, 1981).

Las condiciones de transferencia fueron de 100 V durante 1 h a 4°C
en tampon de transferencia. Pasado este tiempo, la membrana de
nitrocelulosa a la que se le habian transferido las proteinas se incubd con la
solucion Ponceau (SIGMA) que tifie reversiblemente todas las proteinas (y
se utiliza como control de la cantidad de proteinas cargadas en cada
pocillo). A continuacién, tras eliminar la tincion de Ponceau con agua se
bloqueé la membrana con blotto-tween durante 1 h en agitacion y a
temperatura ambiente o alternativamente se bloqueaba durante 16 h a 4°C.

Tras el bloqueo se adiciond el primer anticuerpo diluido en blotto-
tween (3-5% de leche) segun el anticuerpo. Los anticuerpos empleados asi
como las diluciones realizadas se muestran en la Tabla 9. Las condiciones
de incubacion variaban segun el anticuerpo utilizado: 1 h a temperatura
ambiente en el caso de los anticuerpos anti-PsMAPK2 y anti-HA, 2 horas
para el caso de anti-AtMPK1 y anti-AtMPK2 y 16 h a 4°C en el caso del
anticuerpo anti-pPBM. A continuacion se realizaron 6 lavados de 5 min con
TBS-T, para eliminar el anticuerpo excedente, y se incubd la nitrocelulosa
con el segundo anticuerpo diluido en TBS-T, en aquellos casos en que el
primer anticuerpo no tenga acoplado un enzima capaz de convertir un
determinado sustrato en luminiscente. Las condiciones de incubacion de
este segundo anticuerpo también variaban segun los anticuerpo: 1 h bajo
agitacion a temperatura ambiente en el caso de los anticuerpos anti-
PsMAPK2, anti-HA, anti-AtMPK1 y anti-AtMPK2 y 1.5 h bajo agitacién a
temperatura ambiente en el caso del anticuerpo pPBM. A continuacion se
volvieron a realizar los lavados con TBS-T para eliminar el exceso de
anticuerpo y se procedié con el revelado (ver apartado 9.3 de Material y
Métodos).
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Tabla 9. Anticuerpos utilizados en este trabajo y las diluciones empleadas.

Anticuerpo Casa_ Dilucién Se_gundo Casa. Dilucién
comercial anticuerpo comercial
) Gramsch Anti- rabbit Amersham
Anti-PsSMAPK2 | aporatories 1:4000 IlgG HRP Biosciences ~ 1:7900
Anti-HA alta Anti-rat IgG Amersham
afinidad Roche 1:1000 HRP Biosciences 1:3000
(clon 3F10)
Anti-HA-
Peroxidasa* Roche 1:500
Alta afinidad
) Anti- rabbit Amersham
Anti-AtMPKA1 SIGMA 1:300 IgG HRP Biosciences 1:7500
) Anti- rabbit Amersham
Anti-AtMPK2 SIGMA 1:300 IgG HRP Biosciences 1:7500
Anti-oPBM Upstate Anti-mouse Amersham
(C|onpp12) biotechnology ~ 1:1000 IgG HRP Biosciences ~ 1:2000

* no necesita que se le acople un segundo anticuerpo ya que esta
conjugado con HRP.

9.2 Eliminacion de anticuerpos y reutilizacion de las
membranas de nitrocelulosa

La eliminacion de los anticuerpos primarios y secundarios de las
membranas se realizé sumergiendo la membrana en una solucion de glicina
0.5 M pH 2.5 durante 10 minutos a temperatura ambiente, bajo agitacion
constante. Posteriormente se realizan dos lavados de 10 minutos con TBS-
T (ver apartado 9.1 de Material y Métodos) a temperatura ambiente.

Las membranas, una vez lavadas, eran bloqueadas con blotto-tween
y se procedié tal y como se especifica en el apartado 9.1 de Material y
Métodos. Si las membranas no se utilizaron inmediatamente, se guardaron

con SaranWrap a 2-8°C hasta su posterior utilizacién.
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9.3 Deteccion por quimioluminiscencia

La deteccion o revelado se realizd6 mediante ECL, segun el
procedimiento del sistema de analisis de ECL Western Blotting Detection
Reagents (Amersham Biosciences), basado en una reaccion de
quimioluminiscencia del luminol que genera un producto que se encuentra
en estado excitado y emite luminiscencia (Isaccson & Watermark, 1974;
Whitehead, 1979). La adiciéon de un segundo anticuerpo, en aquellos casos
que sea necesario, se debe a que este tiene acoplado un enzima, HRP,
que en presencia de peroxido de hidrégeno y en condiciones alcalinas,
produce la oxidacién del luminol, dando lugar a un producto que se
encuentra en su estado excitado. La deteccion por éste método se realizd
siguiendo las sugerencias del fabricante. Para el revelado se utilizaron
peliculas CL-X Posure (PIERCE). El tiempo de exposicion variaba de 1 min
hasta 1 h, segun la intensidad de la sefal. Las peliculas se revelaron con

una maquina de revelar automatica, CURIX 60 (AGFA).
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Apartado 1

Caracterizacion de PsMAPK2, una
MAPK de Guisante

1.1 Expresion de PsSMAPKZ2 en Pisum sativum L
1.2 Expresion constitutiva de PSMAPK2 en un sistema transgénico heterologo
1.2.1 Obtencioén de las lineas 35S::PsMAPK2-GOF
1.2.1.1 Analisis de segregacion
1.2.1.2 Analisis de los niveles de expresion
1.2.1.3 Analisis de la actividad quinasa de PsMAPK2-GOF
1.2.2 Obtencioén de las lineas 35S::PsMAPK2-LOF
1.2.2.1 Analisis de segregacion
1.2.2.2 Analisis de los niveles de expresion
1.2.2.3 Analisis de la actividad quinasa de PsMAPK2-LOF
1.2.3 Obtencion de las lineas 35S::PsMAPK2
1.2.3.1 Analisis de segregacion
1.2.3.2 Analisis de los niveles de expresion
1.2.3.3 Analisis de la actividad quinasa de PSMAPK?2
1.2.4 Obtencion de las lineas pCHF3
1.2.5 Analisis fenotipico de plantas 35S::PsMAPK2-GOF,
35S::PsMAPK2-LOF y 35S::PsMAPK?2
1.3 Activacion de PsMAPK2
1.3.1 Activacién por dafio mecanico
1.3.2 Activacion por JA
1.3.3 Activacion por ABA y H,0;
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1.1 Expresion de PsMAPK2 en Pisum sativum L

Con el fin de conocer los niveles de expresion de PsMAPK?2 en
guisante, se realizaron andlisis mediante RT-PCR semicuantitativa
utilizando cebadores especificos de PsMAPK2 en distintos 6rganos de
planta adulta. Como gen de referencia se utiliz6 PEAc1 (Liu et al., 2004a).
El resultado de ese analisis se muestra en la Figura 19. PSMAPK?2 se
expresa en todos los érganos testados (raiz, hojas, tallos, frutos, flores,

carpelos y anteras), principalmente en anteras y sobre todo en raiz.

(7]
S 3 8 2 o 4 Anteras B PSMAPK2
g 25 5 2 8 n
cC & & 2 T © ®© Carpelos
< O L Ww = I
Flores
PsMAPK2  Lih Son oad ans ons e Frutos
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U.A. (PsMAPK2/PEAcT)

Figura 19. Analisis de los niveles de expresion de PsMAPK2 en planta adulta de
Pisum sativum. A. Andlisis mediante RT-PCR semicuantitativa. Se utiliz6 ARN total de
distintos 6rganos, de plantas de guisante crecidas en tierra durante 1 mes. En la PCR se
utilizaron los cebadores PsMAPK5 y PsMAPKS, especificos de PsMAPK2. Como control
se realizé una PCR utilizando cebadores especificos de PEAc1. Las PCRs se realizaron
como se describe en Material y Métodos y se utilizaron 26 ciclos para la amplificacion de
los fragmentos de PSMAPK2 y PEAc1. B. Cuantificacién de la intensidad de las bandas
del fragmento de PsMAPK2 obtenidas en seis reacciones de PCR (como A) diferentes a
partir de tres RTs independientes, normalizadas con respecto a la intensidad de las
bandas del fragmento de PEAc71 y considerandose la intensidad relativa obtenida en raiz
como 100%. Se presentan los valores medios + SEM.
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1.2 Expresion constitutiva de PsMAPK?2 en un sistema
transgénico heterdlogo

Para iniciar el estudio de la funcion de PsMAPK2, se expresaron tres
versiones de PSMAPK2 bajo el promotor constitutivo 35S (ver apartado 3.5

de Material y Métodos) en un sistema heterdlogo (Arabidopsis thaliana):

e La version 35S:.:PsMAPK2-GOF (del inglés gain-of-function
mutation) se realizé sustituyendo los nucledtidos que codifican
D328 en el ADNc de PsMAPK2, por los que codifican N328
(D328N), en analogia con la mutacion de ganancia de funcién
de la MAPK codificada por rolled (D334N), en el mutante

sevenmaker de Drosophila (Brunner et al., 1994).

e La version 35S::PsMAPK2-LOF (del inglés loss-of-function
mutation) se obtuvo al sustituir los nucledtidos que codifican
K61 en el ADNc de PsMAPKZ2 por los que codifican A61

(K61A), lo que da lugar a una alteracion del sitio de union del

ATP que inhibe la actividad enzimatica (Robinson et al., 1996).

e La version 35S::PsMAPK2 se obtuvo a partir del ADNc de
PsMAPK2.

Como control de la transformacion se utilizd el vector de
transformacion de plantas (pCHF3) vacio (ver apartado 3.2 de Material y
Métodos).

Con el fin de facilitar la deteccion de PsMAPK2 en las plantas
transgénicas, se adiciondé en el extremo 5 del ADNc de las diferentes
versiones mutantes de PsMAPK2 la secuencia que codifica el péptido

YPYDVPDYA, derivado de la hemaglutinina humana del virus de la gripe,
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HA (Wilson et al., 1984) (Fig. 20). Para la deteccion del epitopo de HA se
utilizaron anticuerpos especificos comerciales (Tabla 9).

A partir de la secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de
PsMAPK2 (HYHPGSAMGNAELSS) (Fig. 20), se sintetizé un péptido y se
generaron anticuerpos especificos contra este péptido. Este anticuerpo se
denomind anticuerpo anti-PsMAPK2 y reconoce de forma especifica a
PsMAPK2 expresada en E.coli como proteina de fusion GST-PsMAPK2,

como se muestra en la Figura 21.

anti-HA
MYPYDVPDYAATPVEPPNGIRADGKHYYSMWQTLFEIDTKYVPIKPIGRG

AYGIVCSSVNRETNEKVAIKKIQNAFENRVDALRTLRELKLLRHLHHENVI
ALKDIMMPVHRTSFKDVYLVYELMDTDLHQIIKSSQTLSNDHCQYFLFQL

LRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLINANCDLKICDFGLARTNCSKNQFMTE
YVVTRWYRAPELLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFAELLGRKPIFPGSECLNQ
LKLIINILGSQREEDIEFIDNPKAKRYIKSLPYSPGTPFSRLYPNAHPLAIDL
LAKMLVFDPIKRISVTEALQHPFMASLYDPNCDPPAIIPIDLDIDEDLGEEM

IRELMWREMVHYHPGSAMGNAELSS
anti-PsMAPK2

Figura 20. Secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia de nucleétidos del
ADNc de PsMAPK2, que incluye el epitopo HA adicionado. La secuencia
YPYDVPDYA que codifica el péptido derivado de la hemaglutinina humana del virus de la
gripe, HA, se muestra en naranja. La secuencia de aminoacidos a partir de la cual se
sintetizd el péptido para la obtencion del anticuerpo policlonal anti-PsMAPK2 se muestra
en verde. El aminoacido sustituido en la mutacion de perdida de funcién (K61A) se
muestra en rojo y el de ganancia de funcion (D328N) en azul.
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Tincién Ponceau Inmunoblot con anti-PsMAPK2

kDa
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Figura 21. El anticuerpo anti-PsMAPK2 reconoce a PsMAPK2 expresada en E.coli
como proteina de fusion GST-PsMAPK2. Las carreras 1 y 2 corresponden a 10 pg de
proteina de extracto de proteinas de E.coli BL 21 (DE 3) que contiene el vector pGEX-4T-
PsMAPK2 tras la induccién con IPTG (carrera 1) o en ausencia de induccion con IPTG
(carrera 2). La carrera numero 3 corresponde a la purificacion de PsMAPK2 del extracto
celular de la carrera 1, con bolas de glutation (a las cuales se une la proteina GST
fusionada a PsMAPK2).

1.2.1 Obtencion de las lineas 35S::PsMAPK2-GOF

1.2.1.1 Analisis de segregacion de plantas 35S::PsMAPK2-GOF

Como resultado de la transformacién de plantas de Arabidopsis del
ecotipo Columbia (Col) con pCHF3-PsMAPK2-GOF (ver apartado 3.5 de
Material y Métodos) se obtuvieron 31 plantas independientes capaces de

crecer en un medio de seleccién con kanamicina. Seis plantas mostraron
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una alteracion fenotipica en la mayoria de sus frutos, consistente en una
inhibicién en su desarrollo y en la no produccién de semillas. Cinco plantas
mostraron un fenotipo intermedio y producian frutos sin semillas en menor
porcentaje que las anteriores. El resto de las plantas no mostraron cambios
fenotipicos apreciables respecto a las plantas control.

Con el fin de determinar el numero de loci en los que se habia
producido la insercion del T-DNA, se llevo a cabo el analisis de segregacion
de varias de estas lineas transgénicas, mediante la siembra de su progenie
T, en medio de seleccion con kanamicina (ver apartado 5.2 de Material y
Métodos). Se sembraron semillas procedentes de plantas control (sin
transformar) y transgénicas. Los resultados de este analisis se muestran en
la Tabla 10.

Las lineas transgénicas GOF-17 y GOF-18 no se ajustan a ninguna
segregacion esperada. En las lineas GOF-1, GOF-2, GOF-3, GOF-6, GOF-
7, GOF-10, GOF-11, GOF-12, GOF-14, GOF-15 y GOF-16, la segregacion
obtenida se ajusta a una relacion 3:1 (resistentes:sensibles), que
corresponde con la esperada para la insercion del T-DNA en un unico
locus. Para las lineas GOF-4, GOF-5, GOF-9 y GOF-13, los datos de
segregacion sugieren que se han producido inserciones del transgen en
dos o mas loci diferentes.

Se seleccionaron varias lineas transgénicas cuya segregacion se
ajustaba a la esperada para la insercion del T-DNA en un solo locus (con y
sin alteraciones fenotipicas) y a partir de ellas se generaron plantas

homocigotas, que son las que se han utilizado en este trabajo.

Resultados



Caracterizacion funcional de MAP quinasas del subgrupo C1 de plantas 99

Tabla 10. Distribucién de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de
Arabidopsis T, 35S::PsMAPK2-GOF.

N° total Resistencia

Linea Semillas a Kan Relacion Segregacion Valor N°
analizada + - SIT R:S v¥>  copias
s (R) (S)
(T)
GOF-1 14 9 5 1.4/4 3:1 0.66 1
GOF-2 33 24 9 1.1/4 3:1 0.12 1
GOF-3 18 14 4 0.9/4 3:1 0.08 1
GOF-4 25 23 2 1.3/16 15:1 0.13 2
GOF-5 150 137 13 1.4/16 15:1 1.14 2
GOF-6 34 29 5 0.6/4 3:1 2.23 1
GOF-7 129 92 37 1.2/4 3:1 0.40 1
GOF-9 119 114 5 0.6/16 15:1 1.20 2
GOF-10 17 15 2 0.5/4 3:1 1.90 1
GOF-11 31 23 8 1.0/4 3:1 0.04 1
GOF-12 9 2 0.9/4 3:1 0.26 1
GOF-13 168 161 7 0.7/16 15:1 1.60 2
GOF-14 11 4 1.5/4 3:1 0.84 1
GOF-15 11 3 1.1/4 3:1 0.11 1
GOF-16 71 58 13 0.7/4 3:1 1.89 1
GOF-17 149 149 0 - - - -
GOF-18 127 127 0 - - - -
Control 24 0 24 0

1.2.1.2 Analisis de los niveles de expresion de PsMAPK2-GOF en
plantas 35S::PsMAPK2-GOF

Para determinar los niveles de expresion de PsMAPK2-GOF en las

distintas lineas de Arabidopsis 35S::PsMAPK2-GOF se realiz6 un analisis
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Western con un anticuerpo comercial anti-HA que reconoce la secuencia
YPYDVPDYA adicionada en el extremo N-terminal de PsMAPK2-GOF (ver
Tabla 9). El resultado del analisis Western mostré que el anticuerpo anti-HA
reacciona con una proteina de aproximadamente 45 kDa (correspondiente
a la masa molecular estimada para PsMAPK2-GOF) en todas las plantulas
transgénicas testadas, y no en plantulas control. Ademas se observa una
gradacion en los niveles de expresion de PsMAPK2-GOF en las diferentes
lineas (Fig. 22). Se realiz6 también el analisis Western de las distintas
lineas de Arabidopsis 35S::PsMAPK2-GOF con el anticuerpo anti-
PsMAPK2 (ver apartado 1.2 de Resultados) y los resultados obtenidos
indican que los niveles de expresion de PsMAPK2-GOF estan por debajo
del limite de deteccion del analisis.

Estos resultados indican que la proteina PsMAPK2-GOF se esta
expresando en las lineas transgénicas. Ademas, se observé una

correlaciéon entre el nivel de expresion y la alteracion fenotipica en el fruto.

35S::PsMAPK2-

—~ o -

=) < © N~ .
e TR TS TR T8
5 O O O O
kDa O ® 0 0 of
45 — — -— PsMAPK2-GOF

Figura 22. Expresion de PsMAPK2-GOF en plantulas 35S::PsMAPK2-GOF. 25 nug de
proteina total de extracto crudo de plantulas control (Col(0)) y 35S::PsMAPK2-GOF
(crecidas durante 14 dias en placas Petri con medio de cultivo MS) se separaron por
SDS-PAGE y se analizaron por WB con un anticuerpo primario anti-HA (ver Material y
Métodos). La posicidn del marcador de 45 kDa se muestra a la izquierda.

Resultados



Caracterizacion funcional de MAP quinasas del subgrupo C1 de plantas 101

1.2.1.3 Analisis de la actividad quinasa de PsMAPK2-GOF

La actividad enzimatica MAP quinasa se evalua por la capacidad de
fosforilar un sustrato especifico. Usualmente se utiliza como sustrato la
proteina basica de mielina (PBM), que contiene el sitio consenso de
fosforilacion de las MAP quinasas.

Con objeto de medir la actividad quinasa de PsMAPK2-GOF en las
plantas 35S::PsMAPK2-GOF, se inmunoprecipito PsMAPK2-GOF del
extracto crudo con el anticuerpo especifico anti-PsMAPK2, y posteriormente
se midio la actividad protein quinasa, tal y como se detalla en al apartado
7.1 de Material y Métodos. Como se muestra en la Figura 23, en las lineas
GOF-6 y GOF-16 se detectan niveles mas altos de actividad quinasa frente
a la PBM, si se compara con las plantas control (Col(0)) (Fig. 23A). La
Figura 23B muestra los niveles de PsMAPK2-GOF presentes en los
inmunoprecipitados que se utilizaron para la medida de actividad quinasa,
observandose una correlacion directa entre los niveles de proteina y la
actividad quinasa. Ademas, estos resultados demuestran la especificidad

del anticuerpo anti-PsMAPK2 en inmunoprecipitacion.
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35S::PsMAPK2-GOF

kpa Col(0) GOF-6 GOF-16

A 21 — ———— ' PBM

B 45 — —_— PsMAPK2-GOF

Figura 23. Analisis de la actividad protein quinasa de PsMAPK2-GOF. A. Actividad
quinasa PsMAPK2-GOF. Se inmunoprecipitaron con anti-PsMAPK2 200 pg de proteina
de extracto crudo de plantulas control (Col(0)) y 35S::PsMAPK2-GOF (GOF-6 y GOF-16)
de 14 dias crecidas en placas Petri con medio de cultivo MS. Posteriormente se realizo el
ensayo de actividad segun se describe en Material y Métodos. La PBM fosforilada se
analiz6 mediante analisis Western. B. Niveles de proteina de PsMAPK2-GOF en los
inmunoprecipitados con anti-PsMAPK2. La membrana utilizada en el apartado A fue
lavada con glicina 0.5 M pH 2.5 e incubada con el anticuerpo primario anti-HA. La
posiciéon de los marcadores se muestra a la izquierda.

1.2.2 Obtencion de las lineas 35S::PsMAPK2-LOF

1.2.2.1 Analisis de segregacion de plantas 35S::PsMAPK2-LOF

Como resultado de la transformacidén de plantas de Arabidopsis del
ecotipo Col con pCHF3-PsMAPK2-LOF (ver apartado 3.5 de Material y
Métodos) se obtuvieron 25 plantas independientes capaces de crecer en un
medio de seleccion con kanamicina; Ocho plantas mostraron el mismo tipo
de alteracion fenotipica en los frutos descrita en las plantas transformadas
con 35S::PsMAPK2-GOF, consistente en que la mayoria de sus frutos
presentaban una inhibicion del desarrollo y no producian semillas. Una
planta mostraba un fenotipo intermedio y producia frutos sin semillas en
menor porcentaje que las anteriores. Tres de estas plantas fueron
incapaces de producir ningun fruto con semillas. Para conservar estas

ultimas lineas se realizaron cruces con polen de una linea silvestre Col(0).
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El resto de las plantas no mostraron cambios apreciables respecto a las
plantas control.

Con el fin de determinar el numero de loci en los que se habia
producido la insercion del T-DNA, se llevo a cabo el analisis de segregacion
de varias de estas lineas transgénicas, mediante la siembra de su progenie
T, en medio de seleccidon con kanamicina. Se sembraron semillas
procedentes de plantas control (sin transformar) y transgénicas. En el caso
de las plantas que no producian frutos con semillas se analizé la
segregacion a partir de las semillas obtenidas tras el cruce con la linea
silvestre (LOF-C). Los resultados de este analisis se muestran en la Tabla
11.

Las lineas transgénicas LOF-7 y LOF-11 no se ajustan a ninguna
segregacion esperada. La segregacion de LOF-8C no se ajusta a una
relacién 1:1 correspondiente a la T4 de un cruce con una planta control del
ecotipo Col. En las lineas LOF-1, LOF-2, LOF-9 y LOF-12 la segregacion
obtenida se ajusta a una relacion 3:1, y para las lineas LOF-3C y LOF-4C la
segregacion obtenida se ajusta a una relacion 1:1. Ambas segregaciones
corresponden con la esperada para la insercion del T-DNA en un unico
locus. En las lineas LOF-5, LOF-6 y LOF-10 la segregacién obtenida se
ajusta a una relacion 15:1, que indica la insercidén del transgen en dos /loci

diferentes.
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Se seleccionaron varias lineas transgénicas cuya segregacion se
ajustaba a la esperada para la insercion del T-DNA en un solo locus (con y
sin alteraciones fenotipicas) para generar plantas homocigotas. Sélo se
consiguié obtener una linea homocigota 35S::PsMAPK2-LOF (LOF-12). Por
ello también se mantuvieron las lineas estériles LOF-3C y LOF-4C en
heterocigosis (mediante sucesivos cruces con polen de Col(0)) para los

ensayos posteriores.

Tabla 11. Distribucién de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de
Arabidopsis T2 35S::PsMAPK2-LOF.

N° total
Linea semillas Resistencia Relacién Segregacién Valor N°
analizadas a Kan SIT R:S v copias
(T) + -
R) (S

LOF-1 40 33 7 0.7/4 3:1 1.40 1
LOF-2 41 28 13 0.9/4 3:1 0.83 1
LOF-3C 40 26 14 1.4/4 1:1 3.63 1
LOF-4C 39 17 22 2.2/4 1:1 0.67 1
LOF-5 41 40 1 0.4/16 15:1 2.14 2
LOF-6 38 35 3 1.2/16 15:1 0.02 2
LOF-7 38 1 37 - - - -
LOF-8C 37 26 11 1.2/4 1:1 6.10 -
LOF-9 34 23 11 1.2/4 3:1 0.82 1
LOF-10 40 36 4 1.6/16 15:1 0.24 2
LOF-11 38 38 - - - - -
LOF-12 40 33 7 0.7/4 3:1 1.40 1
Control 40 0 40 - - - 0
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1.2.2.2 Analisis de los niveles de expresion de PsMAPK2-LOF en
plantas 35S::PsMAPK2-LOF

Para determinar los niveles de expresion de PsMAPK2-LOF en las
distintas lineas de Arabidopsis 35S::PsMAPK2-LOF se realiz6 un analisis
Western con el anticuerpo comercial anti-HA. El resultado del analisis
mostré que el anticuerpo anti-HA reacciona con una proteina de
aproximadamente 45 kDa (correspondiente a la masa molecular estimada
para PsMAPK2-LOF) en todas las plantulas transgénicas testadas, y no en
plantulas control (Fig. 24). Estos resultados indicaron que la proteina
PsMAPK2-LOF se esta expresando en las lineas transgénicas. Se observa
una gradacion en los niveles de expresiéon de PsMAPK2-LOF en las
diferentes lineas. También parece existir una correlacién entre el nivel de
expresion y la alteracion fenotipica en el fruto (como en el caso de
PsMAPK2-GOF).

35S::PsMAPK2-LOF

O O N

) s ¥ N

i L LL L

o (@) (@) @)

kDa (&) -l -l -l

Figura 24. Expresion de PsMAPK2-LOF en plantulas 35S::PsMAPK2-LOF. 25 ug de
proteina total de extracto crudo de plantulas control (Col(0)) y 35S::PsMAPK2-LOF
(crecidas durante 14 dias en placas Petri con medio de cultivo MS) se separaron por
SDS-PAGE y se analizaron por WB con un anticuerpo primario anti-HA. La posicion del
marcador de 45 kDa se muestra a la izquierda.
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1.2.2.3 Analisis de la actividad quinasa de PsMAPK2-LOF

Con objeto de medir la actividad quinasa de PsMAPK2-LOF en las
plantas 35S::PsMAPK2-LOF se inmunoprecipitd PsMAPK2-LOF del
extracto crudo con el anticuerpo especifico anti-PsMAPK2, y posteriormente
se midio la actividad protein quinasa tal, y como se detalla en al apartado
7.1 de Material y Métodos.

De todas las lineas 35S::PsMAPK2-LOF testadas ninguna mostro
niveles de actividad quinasa frente a PBM diferente a los de las plantas

control (datos no mostrados).

1.2.3 Obtencion de las lineas 35S::PsMAPK2

1.2.3.1 Andlisis de segregacion de plantas 35S::PsMAPK2

Como resultado de la transformacién de plantas de Arabidopsis del
ecotipo Col con pCHF3-PsMAPK2 (ver apartado 3.5 de Material y
Métodos), se obtuvieron 16 plantas independientes capaces de crecer en
un medio de seleccion con kanamicina. Dos plantas mostraron el mismo
tipo de alteracién fenotipica en los frutos descrita en las plantas
transformadas con 35S::PsMAPK2-GOF y 35S::PsMAPK2-LOF, consistente
en que la mayoria de sus frutos presentaban una inhibicion del desarrollo y
no producian semillas. Una planta presentaba un fenotipo intermedio y
producia frutos sin semillas en menor porcentaje que las anteriores. El resto
de las plantas no mostraron cambios fenotipicos apreciables respecto a las
plantas control.

Con el fin de determinar el numero de loci en que se habia producido
la insercién del T-DNA, se llevo a cabo el analisis de segregacion de varias
de estas lineas transgénicas, mediante la siembra de su progenie T, en

medio de seleccidon con kanamicina. Se sembraron semillas procedentes de
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plantas control (sin transformar) y transgénicas. Los resultados de este

analisis se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Distribuciéon de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas de
Arabidopsis T, 35S::PsMAPK2.

N° total
semillas Resistencia Relacién Segregacion Valor N°
Linea analizadas a Kan SIT R:S 2 copias
(T) + -
(R) (S)

K2-1 40 31 9 0.9/4 3:1 0.23

K2-2 38 35 3 1.2/16 15:1 0.02 2

K2-3 40 20 20 - - - -

K2-4 41 38 3 1.1/16 15:1 0.08 2

K2-5 50 35 15 1.2/4 3:1 0.60

K2-6 40 10 30 - - - -

K2-7 58 42 16 1.1/4 3:1 0.15 1

K2-8 60 48 12 0.8/4 3:1 0.95 1

K2-9 29 15 14 1.9/4 - - -
K2-10 60 42 18 1.2/4 3:1 0.70 1
K2-11 60 16 44 - - - -
K2-13 40 0 40 - - - 0
K2-14 49 46 3 1.0/16 15:1 0.08 2
K2-15 60 48 12 0.8/4 3:1 0.95 1
K2-16 39 32 7 0.7/4 3:1 1.20 1
Control 40 0 40 - - - 0

La segregacion de las lineas transgénicas K2-3, K2-6, K2-9 y K2-11

no se ajustan a ninguna segregacion esperada. En las lineas K2-1, K2-5,
K2-7, K2-8, K2-10, K2-15 y K2-16 la segregacion obtenida se ajusta a una

relacién 3:1, correspondiente con la esperada para la inserciéon del T-DNA

en un unico locus. En las lineas K2-2, K2-4 y K2-14 |a segregacion obtenida
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se ajusta a una relacion 15:1, que indica la insercion del transgen en dos
loci diferentes.

Se seleccionaron varias lineas transgénicas cuya segregacion se
ajustaba a la esperada para la insercion del T-DNA en un solo locus y a
partir de ellas se generaron plantas homocigotas, que son las que se han

utilizado en este trabajo.

1.2.3.2 Analisis de los niveles de expresion de PsMAPK2 en plantas
35S::PsMAPK2

Para determinar los niveles de expresion de PsMAPK2 en las
distintas lineas de Arabidopsis 35S::PsMAPK2, se realiz6 un analisis
Western con el anticuerpo comercial anti-HA. El resultado del analisis
mostré que el anticuerpo anti-HA reacciona con una proteina de
aproximadamente 45 kDa (correspondiente a la masa molecular estimada
para PsMAPK2) en todas las plantulas transgénicas testadas, y no en
plantulas control. Ademas, se observa una gradacion en los niveles de
expresion de PsMAPK2 en las diferentes lineas (Fig. 25). Ninguna de estas
lineas presentaba el fenotipo de esterilidad porque las lineas T, obtenidas
procedian de plantas T4 que no presentaban dicho fenotipo. Se procedié asi
para facilitar el mantenimiento de las lineas y poder utilizarlas para el
estudio de la activacion de PsMAPK2 en respuesta a distintos estimulos

(ver apartado 1.3 de Resultados).
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35S::PsMAPK2

Col(0) K2-7 K2-10 K2-15
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Figura 25. Expresiéon de PsMAPK2 en plantulas 35S::PsMAPK2. 25 ug de proteina
total de extracto crudo de plantulas control (Col(0)) y 35S::PsMAPK?2 (crecidas durante 14
dias en placas Petri con medio de cultivo MS) se separaron por SDS-PAGE y se
analizaron por WB con un anticuerpo primario anti-HA. La posicién del marcador de 45
kDa se muestra a la izquierda.

1.2.3.3 Analisis de la actividad quinasa de PsMAPK2

Con objeto de medir la actividad quinasa de PsMAPK2 en las plantas
35S::PsMAPK2 se inmunoprecipito PsMAPK2 del extracto crudo de
proteinas con el anticuerpo especifico anti-PsMAPK2. Posteriormente se
midio la actividad protein quinasa tal y como se detalla en al apartado 7.1
de Material y Métodos. Como se muestra en la Figura 26A, en las lineas
K2-7, K2-10, y K2-15 se detectan niveles mas altos de actividad quinasa
frente a la PBM, si se compara con las plantas control (Col(0)). En la Figura
26B se muestran los niveles de PsMAPK2 presentes en los
inmunoprecipitados que se utilizaron para la medida de la actividad
quinasa, observandose una correlacion directa entre los niveles de proteina

y la actividad quinasa.
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35S::PsMAPK2

Col(0) K2-7 K2-10 K2-15

kDa
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B
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Figura 26. Analisis de la actividad protein quinasa de PsMAPK2 . A. Actividad
quinasa PsMAPK2. Se inmunoprecipitaron con anti-PsMAPK2 200 pug de proteina de
extracto crudo de plantulas control (Col(0)) y 35S::PsMAPK2 de 14 dias crecidas en
placas Petri con medio de cultivo MS. Posteriormente se realizé el ensayo de actividad
segun se describe en Material y Métodos. La PBM fosforilada se analiz6 mediante analisis
Western. B. Niveles de proteina de PsMAPK2 en los inmunoprecipitados con anti-
PsMAPK2. La membrana utilizada en el apartado A fue lavada con glicina 0.5 M pH 2.5 e
incubada con el anticuerpo primario anti-HA. La posicion de los marcadores se muestra a
la izquierda.

1.2.4 Obtencion de las lineas control pCHF3

1.2.4.1 Analisis de segregacioén de plantas pCHF3

Como resultado de la transformacién de plantas de Arabidopsis del
ecotipo Col con el vector pCHF3, se obtuvieron 14 plantas independientes
capaces de crecer en un medio de seleccion con kanamicina. Estas plantas
presentaban un fenotipo similar a la linea silvestre.

Con el fin de determinar el numero de loci en que se habia producido
la insercidn del T-DNA, se llevo a cabo el analisis de segregacion de varias
de estas lineas transgénicas, mediante la siembra de su progenie T, en

medio de seleccidon con kanamicina. Se sembraron semillas procedentes de
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plantas control (sin transformar) y transgénicas. Los resultados se muestran
en la Tabla 13.

Tabla 13. Distribuciéon de la resistencia a kanamicina en plantas transgénicas
de Arabidopsis T, pCHF3.

N° total
Semillas Resistencia Relacion Segregacién Valor N°
Linea analizada a Kan SIT R:S ¥>  copias
s + -
(T) (R) (S
pCHF3-1 20 14 6 1.2/4 3:1 0.20 1
pCHF3-2 28 22 6 0.9/4 3:1 0.30 1
pCHF3-3 24 17 7 1.0/4 3:1 0.16 1
pCHF3-10 23 22 1 0.7/16 15:1 1.10 2
pCHF3-12 39 25 14 1.4/4 3:1 1.92 1
pCHF3-13 39 32 7 0.7/4 3:1 1.45 1
pCHF3-14 40 33 7 0.7/4 3:1 1.65 1
Control 40 0 40 - - - 0

En las lineas pCHF3-1, pCHF3-2, pCHF3-3, pCHF3-12, pCHF3-13 y
pCHF3-14 la segregacion obtenida se ajusta a una relacion 3:1,
correspondiente con la esperada para la insercién del T-DNA en un unico
locus. En la linea pCHF3-10 la segregacién obtenida se ajusta a una
relacion 15:1, que indica la insercidon del transgen en dos loci diferentes.

Se seleccionaron varias lineas transgénicas cuya segregacion se
ajustaba a la esperada para la insercidn del T-DNA en un solo locus, y a
partir de ellas se generaron plantas homocigotas, que son las que se han

utilizado en este trabajo.
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1.2.5 Analisis fenotipico de plantas 35S::PsMAPK2-GOF,
35S::PsMAPK2-LOF y 35S::PsMAPK2

Como resultado de la transformacion de plantas de Arabidopsis
thaliana del ecotipo Col con las diferentes versiones de PsMAPK2, se
generaron plantas T, con un fenotipo caracteristico y comun en el fruto. El
36% de las plantas T, 35S::PsMAPK2-GOF, el 36% de las plantas T,
35S::PsSMAPK2-LOF y el 18% de las plantas T, 35S::PsMAPK2
presentaban este fenotipo, que se mantenia en las plantas T, homocigotas.
En estas plantas se apreciaba visualmente que no habian desarrollado
silicuas con semillas (Fig. 27). Ademas, las plantas permanecian en estado
de floracion de forma casi indefinida, a diferencia de la linea silvestre. Sin
embargo, todas las plantas T4 y T, resultantes de la transformacién con el
vector de transformacion vacio, presentan un fenotipo similar a la linea
silvestre.

Las plantas T4 35S::PsMAPK2-LOF presentaban un fenotipo severo
de esterilidad masculina en heterocigosis y solo fue posible obtener una
linea homocigota. En el caso de las plantas T, 35S::PSMAPK2-GOF, las
distintas lineas no presentaban un fenotipo tan severo en heterocigosis,
haciendo posible la autofecundacion y posterior obtencién de lineas
homocigotas.

Comparando las flores de plantas 35S::PsMAPK2-GOF,
35S::PsMAPK2-LOF y Col(0) de igual edad, se observé que en las anteras
de las plantas transgénicas no se produce la dehiscencia, y si en las
anteras de plantas control (Fig. 28A y 28B). Los cortes transversales de las
anteras de las plantas 35S::PsMAPK2-GOF vy 35S::PsMAPK2-LOF
mostraron que contienen polen en su interior (Fig. 28B). Estos resultados
indican que estas plantas presentan esterilidad masculina al no poder

liberarse el polen del interior de las anteras.
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Se analizaron las anteras de plantas transformadas con el vector de
transformacion pCHF3, observandose que las anteras de flores de estas
plantas presentan una dehiscencia similar a la que presenta la linea
silvestre (Fig. 28C).

35S::PsMAPK2-GOF  Col(0)

Figura 27. Fenotipo de las
plantas 35S::PsMAPK2-GOF.
Tallo principal de una planta
35S::PsMAPK2-GOF y control.
La mayoria de las silicuas de la
planta 35S::PsMAPK2-GOF no
estan desarrolladas y no
contienen semillas.
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A Col(0) 35S::PsSMAPK2-LOF

Col(0) 35S::PsMAPK2-GOF  35S::PsMAPK2-LOF

Figura 28. Fenotipo de las plantas 35S::PsMAPK2-GOF y 35S::PsMAPK2-LOF. A.
Detalle de las anteras de plantas control (dehiscente) y 35S::PsMAPK2-LOF (no
dehiscente). B. Detalle de una flor control que presenta las anteras dehiscentes, y de
flores 35S::PsMAPK2-GOF y 35S::PsMAPK2-LOF con las anteras no dehiscentes. C.
Flores de plantas control (Col(0)) y de plantas transformadas con el vector pCHF3.

Resultados



Caracterizacion funcional de MAP quinasas del subgrupo C1 de plantas 115

Como se ha mencionado en el apartado 1.2.2 de Resultados, debido
al fenotipo de esterilidad obtenido en las plantas 35S::PsMAPK2-LOF, se
realizaron cruces con polen de flores control para poder obtener frutos con
semillas y no perder las lineas. Los cruces de flores 35S::PsMAPK2-LOF
con el polen control dan lugar a silicuas desarrolladas con semillas,
indicando que estas lineas no presentan esterilidad femenina (Fig. 29). De
igual modo se hicieron cruces inversos con el polen de flores
35S::PsMAPK2-LOF sobre flores de plantas silvestres, dando lugar a frutos

con semillas, indicando la viabilidad del polen de estas plantas.

Figura 29. Cruce de una planta 35S::PsMAPK2-LOF con polen de una linea
silvestre. Las flechas blancas sefalan silicuas con semillas obtenidas tras la realizacion
de cruces de flores de plantas 35S::PsMAPK2-LOF con polen control.

El &cido jasmonico (JA) tiene un papel esencial en el desarrollo de las
anteras. Mutantes en la biosintesis de JA (Ishiguro et al., 2001; Park et al.,
2002; Sanders et al., 2000; Stintzi et al., 2001) o insensibles a JA (Feys et
al., 1994) tienen alterada la dehiscencia de las anteras. Ademas, la
aplicacion exdégena de JA en las flores de mutantes de sintesis de JA
revierte el fenotipo de esterilidad en estos mutantes (Ishiguro et al., 2001;
Park et al., 2002). Como el fenotipo observado en las plantas que expresan
las distintas versiones de PsMAPK2 es similar al de los mutantes de

sintesis de JA, se testd si la aplicacion exdgena de JA podria revertir el
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fenotipo de esterilidad observado en las plantas que expresan PsMAPK2-
GOF y PsMAPK2-LOF. Como se observa en la Figura 30, el tratamiento
con JA y MeJA no recupera el fenotipo de esterilidad observado en las
lineas 35S::PsMAPK2-LOF. Se obtuvieron resultados idénticos para la las
lineas 35S::PsMAPK2-GOF (datos no mostrados). Estos resultados

sugirieren que estos mutantes no son deficientes en la sintesis de JA.

Control

Figura 30. Los jasmonatos no revierten el fenotipo de esterilidad de las plantas
35S::PsMAPK2-LOF. Detalle del tallo principal de plantas 35S::PsMAPKZ2-LOF tratadas
con: MeJA 1 mM (en Tween-20 0.05%, DMSO 0.2%), JA 0.5 mM (en Tween-20 0.05%,
N,N,-dimetilformamida 0.05%) o con una soluciéon control (Tween-20 0.05%, N,N,-
dimetilformamida 0.05%) (ver apartado 1.1.2.2 de Material y Métodos).
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1.3 Activacion de PsMAPK?2

1.3.1 Activacioén por daio mecanico

Como se ha mencionado en la Introduccion, actualmente esta muy
establecido el papel central que juegan las MAPKs de plantas en la
regulacion de mecanismos de defensa. Varias rutas de MAPKs son
activadas por mas de un tipo de estrés biodtico y abiotico, sugiriendo que las
cascadas de MAPKs actuan como puntos de convergencia en la
sefalizacion del estrés (Fig. 7). La funcion de las MAPKs del subgrupo C1
no se conoce aunque existen indicios de su posible participacion en la
respuesta a estrés (Mizoguchi et al., 1996; Vogel, 2005). Por ello, en este
trabajo se procedié a evaluar el efecto de la herida y diversas moléculas
sefalizadoras de estrés sobre la actividad de PsSMAPK2.

Con objeto de conocer si la herida afectaba a la actividad de
PsMAPK2, se dafiaron de forma mecanica hojas de roseta de plantas
crecidas en tierra (ver apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos). El ensayo
de dano se realizé en plantas de 4 semanas de A. thaliana que expresaban
la version silvestre de PsMAPK2 (linea K2-10, ver apartado 1.2.3 de
Resultados). Como controles se utilizaron plantas de 4 semanas de la linea
silvestre (Col(0)), de una linea que expresa la version negativa de
PsMAPK2 (linea LOF-12, ver apartado 1.2.2 de Resultados) y de una linea
que expresa el vector de transformacion de plantas vacio (linea pCHF3-3,
ver apartado 1.2.4 de Resultados). A partir de las hojas de roseta dafiadas
se obtuvo un extracto crudo de proteinas, y se inmunoprecipitdé PsMAPK2
con el anticuerpo anti-PsMAPK2 (ver apartado 1.2 de Resultados).
Posteriormente se midié la actividad protein quinasa en los
inmunoprecipitados, utilizando como sustrato la proteina basica de mielina
(PBM) (ver apartado 7.2 de Material y Métodos).
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A B
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Figura 31. Activacion de PsMAPK2 por dafo mecanico. Hojas de plantas de
Arabidopsis crecidas en tierra durante 4 semanas de las lineas: (i) 35S::PsMAPK2 (para
el ensayo se utilizé la linea homocigota K2-10, ver apartado 1.2.3 de Resultados), (ii)
35S::PsMAPK2-LOF (para el ensayo se utilizé la linea LOF-12, ver apartado 1.2.2 de
Resultados), (iii) pCHF3 (para el ensayo se utiliz6 la linea homocigota pCHF3-3, ver
apartado 1.2.4 de Resultados) y (iv) linea silvestre, fueron dafiadas tal y como se
describe en el apartado 1.1.2.1 de Material y Métodos. A. 200 ug de proteinas de extracto
crudo de hojas de roseta no dafadas (-) y danadas recogidas a la hora del dafio (+) se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-PsMAPK2. Posteriormente se realizé el ensayo
de medida de actividad quinasa de los inmunoprecipitados segun se describe en el
apartado 7.2 de Material y Métodos. La fosforilacion de la PBM fue analizada mediante
SDS-PAGE vy exposicién del gel sobre una pelicula fotografica. B. 25 ug de proteinas de
extracto crudo utilizado para la medida de actividad se separaron por SDS-PAGE y se
analizaron por WB con el anticuerpo primario anti-HA. Los marcadores se muestran a la
derecha de la figura.
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Cuando se compara la actividad quinasa de PsMAPK2 en hojas
dafadas de la linea 35S::PsMAPK2, con las no dafiadas (Fig. 31i, A), se
observo que tras el dafno mecanico se produce un aumento de la actividad
quinasa de PsMAPK2. Este aumento no se observa cuando se utilizan
plantas de una linea 35S::PsMAPK2-LOF que expresan la versién negativa
de PsMAPK2 que tiene alterada el sitio de unidn del ATP vy, por tanto,
inhibida su actividad quinasa. (Fig. 31ii, A). No se detectaron cambios en la
actividad quinasa de PsMAPK2 en los tres controles realizados (las lineas
35S::PsMAPK2-LOF, pCHF3 y Col(0)) (Fig. 31A). Ademas, estos
resultados demuestran que el anticuerpo anti-PsMAPK2 es especifico de
PsMAPK2 y no reconoce a las MAPKs de A. thaliana del subgrupo C1. Los
niveles de la proteina PsSMAPK2 en las distintas plantas se muestran en la
Figura 31B.

1.3.2 Activacion por JA

Como se ha mencionado en la Introduccién, el JA es una de las
hormonas que tiene una funcion esencial en la sefalizacion del dafo (Rojo
et al., 2003). Tras el dafo, los niveles enddégenos de JA son mas altos
debido a un aumento de su biosintesis. Este incremento en los niveles de
JA es el responsable de la activacidn de una serie de genes de respuesta al
dano JA-dependientes, que se caracterizan porque su expresion también
esta regulada por JA cuando se aplica exdbgenamente a plantas no dafiadas
(Titarenko et al., 1997). Por ello, se analiz6 el efecto que tiene el JA sobre
la actividad de PsMAPK2. Se trataron hojas de plantas de Arabidopsis
35S::PsMAPK2 con JA 100 uM y se midié la actividad quinasa de esta
proteina. La actividad quinasa de PsMAPK2 aumenta tras el tratamiento
con JA (Fig. 32). En la Figura 32B se muestran los niveles de expresion de

la proteina PsMAPK2 en estas plantas. No se observaron cambios
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significativos en la actividad quinasa de PsMAPK2 cuando las plantas eran

tratadas con una solucién control (ver Material y Métodos) (resultados no

mostrados).
35S::PsMAPK2
- + + + + + JA
0 30 45 60 120 480 Tiempo (min)
kDa

L2 o e R A e s PBM

ii. 45 _ = — ———— PsMAPK2

Figura 32. Activacion de PsMAPK2 por JA. Plantas de 4 semanas crecidas en tierra de
la linea 35S::PsMAPK2 (para el ensayo se utilizé la linea homocigota K2-10, ver apartado
1.2.3 de Resultados) fueron tratadas con JA 100 uM en Tween-20 0.01%, etanol 0.05%
(JA) (apartado 1.1.2.2 de Material y Métodos). i. 200 ug de proteinas del extracto crudo
de hojas recogidas a 0, 30, 45, 60, 120 y 480 minutos tras el tratamiento se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-PsMAPK2. Se realizé el ensayo de medida de
actividad quinasa de los inmunoprecipitados segun se describe en el apartado 7.2 de
Material y Métodos. La fosforilacion de la PBM fue analizada mediante SDS-PAGE y
exposicion del gel sobre una pelicula fotografica. ii. 25 ug de proteinas de extracto crudo
utilizado para la medida de actividad se separaron por SDS-PAGE y se analizaron por WB
con el anticuerpo primario anti-HA. Los marcadores se muestran a la izquierda de la
figura.

1.3.3 Activacién por ABA y H,0,

Aunque los jasmonatos juegan un papel muy importante en la ruta de
sefalizaciéon de dafo, otras moléculas, como el ABA y ROS, y otros
procesos fisicos, como el estrés hidrico y los impulsos eléctricos, se han
relacionado con la respuesta a dafo (Leon et al., 2001; Fujita et al., 2006).
Datos recientes sugieren que la sefalizacion del dafio no tiene lugar a
través de una unica via, sino que es resultado de la interaccién de varias

rutas (Fig. 7y 9).
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Para estudiar el efecto que tiene el ABA sobre la actividad de
PsMAPK2, se trataron hojas de plantas de Arabidopsis 35S::PsMAPK2 con
ABA 100 uM y se midio la actividad quinasa de esta proteina. La actividad
quinasa de PsMAPK2 aumenta de forma transitoria tras el tratamiento con
ABA, alcanzando un maximo a las dos horas del tratamiento (Fig. 33A, i).
Los niveles de la proteina PsMAPK2 en estas plantas se muestran en la
Figura 33A, ii. No se observaron cambios significativos en la actividad
quinasa de PsMAPK2 cuando las plantas eran tratadas con una solucidn
control (ver Material y Métodos) (resultados no mostrados).

Para estudiar si el H,O, tiene algun efecto sobre la actividad de
PsMAPK2, se trataron hojas de plantas de Arabidopsis 35S::PsMAPK2 con
H,O, 5 mM y se midié la actividad quinasa de esta MAP quinasa. La
actividad quinasa de PsMAPK2 aumenta de forma transitoria tras el
tratamiento con H,O, (Fig. 33B, i). Los niveles de expresion de la proteina
PsMAPK2 en estas plantas se muestran en la Figura 33B, ii. No se
observaron cambios significativos en la actividad quinasa de PsMAPK2
cuando las plantas eran tratadas con una solucién control (ver Material y

Métodos) (resultados no mostrados).
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Figura 33. Activacion de PsMAPK2 por ABA y H,0,. Plantas de 4 semanas crecidas en
tierra de la linea 35S::PsMAPK2 (para el ensayo se utilizé la linea homocigota K2-10, ver
apartado 1.2.3 de Resultados) fueron tratadas con ABA 100 uM en Tween-20 0.01%,
etanol 0.05% (ABA) (A) o con H,0,5 mM (H,0,) (B) (ver Material y Métodos). i. 200 ug de
proteinas del extracto crudo de hojas recogidas a distintos tiempos tras el tratamiento se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-PsMAPK2. Se realizé el ensayo de medida de
actividad quinasa de los inmunoprecipitados segun se describe en el apartado 7.2 de
Material y Métodos. La fosforilacion de la PBM fue analizada mediante SDS-PAGE y
exposicion del gel sobre una pelicula fotografica. ii. 25 ug de proteinas de extracto crudo
utilizado para la medida de actividad se separaron por SDS-PAGE y se analizaron por WB
con el anticuerpo primario anti-HA. Los marcadores se muestran a la izquierda de la
figura.
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Apartado 2

Caracterizacion de AtMPK1 y
AtMPK2, MAPKs de Arabidopsis

2.1 Expresion de AtMPK1 y AtMPK?2 en Arabidopsis thaliana
2.1.1 Regulacion de la expresion de AtMPK1 y AtMPKZ2 por luz
2.1.1.1 Respuesta a la luz de plantulas etioladas del doble mutante
Atmpk1 Atmpk2
2.2 Activacion de AtMPK1 y AtMPK2
2.2.1 Activacion por darfio mecanico
2.2.2 Activacion por JA
2.2.2.1 Analisis de la respuesta al dafio JA-dependiente COI1-
dependiente en los mutantes simples Atmpk1 y Atmpk2 y en
el doble mutante Atmpk1 Atmpk2
2.2.2.2 Activacion de AtMPK1 y AtMPK2 por dafio mecanico en coil
2.2.3 Activacion por ABA y H,0;

2.1 Expresion de AtMPK1 y AtMPK2 en A. thaliana

Con el fin de conocer la expresidon de AtMPK1 y AtMPKZ2 en
Arabidopsis thaliana (ecotipo Col), se realizaron analisis mediante RT-PCR
semicuantitativa, utilizando cebadores especificos para AIMPK1 y AtMPK?2,
de distintos 6rganos de planta adulta. Como gen de referencia se utilizé
Actina-7 (Colcombet et al., 2005). AIMPK1 y AtMPK2 se expresan en todos
los 6rganos testados (raiz, hojas de roseta, tallos, silicuas, flores, carpelos y

anteras), y aunque los niveles de ambas MAPKs varian segun el tipo de
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tejido, tanto AtIMPK1 como AtMPKZ2 se expresan principalmente en raiz

(Fig. 34).
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Figura 34. Expresion de AtMPK1 y AtMPK2 en planta adulta de Arabidopsis thaliana
(ecotipo Col).A. Analisis mediante RT-PCR semicuantitativa. Se utiliz6 ARN total de
distintos 6rganos de plantas de Arabidopsis crecidas en tierra durante 25 dias. En la PCR
se utilizaron los cebadores AtMPK15 y AtMPK13, especificos para AtIMPK1, y AtIMPK25 y
AtMPK23, especificos para AtMPK2. Como control se realizd6 una PCR utilizando
cebadores especificos de Actina-7. Las PCRs se realizaron como se describe en Material
y Métodos y se utilizaron 27, 25 y 20 ciclos para la amplificacion de los fragmentos de
AtMPK1, AtMPK2 y Actina-7, respectivamente. B. Cuantificacion de la intensidad de las
bandas de los fragmentos de AtMPK1 y AtMPK2 obtenidas en seis reacciones de PCR
(como A) diferentes a partir de tres RTs independientes, normalizadas con respecto a la
intensidad de las bandas del fragmento de Actina-7 y considerandose la intensidad
relativa obtenida en raiz como 100%. Se presentan los valores medios + SEM.
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2.1.1 Regulacién de la expresion de AtMPK1y AtMPK2 por LUZ

De las bases de datos de analisis de micromatrices del Arabidopsis
Functional Genomics Consortium (AFGC) y del GENEVESTIGATOR
(Zimmermann et al., 2004) se deduce que los niveles de expresién de
AtMPK1 y AtMPK2 son bajos y no sufren grandes cambios tras diferentes
tratamientos hormonales y de estrés. De estas bases de datos se deduce
también que los niveles de expresion de AIMPK1 y AtMPKZ2 podrian estar
regulados por luz. Se han observado diferentes niveles de expresion de
estas MAP quinasas durante las fases de luz y oscuridad del fotoperiodo,
asi como en plantas etioladas tras ser transferidas a luz. Ademas,
resultados publicados de analisis de micromatrices indican que la expresion
de AtMPK1 es mayor en plantulas crecidas en oscuridad que en plantulas
crecidas en presencia de luz (Ma et al., 2005).

Con el fin de conocer los posibles cambios de expresion de AIMPK1
y de AtMPK2 con la luz, se analizé la expresion de AtIMPK1 y AtMPK2 en
un ciclo de luz/oscuridad durante 24 horas. Para ello se hicieron crecer
plantulas de Arabidopsis en placas Petri, con un fotoperiodo 12 horas de
luz/12 horas de oscuridad, durante 12 dias. Transcurridos los 12 dias, se
tomaron muestras cada 4 horas, durante un periodo de 24 horas. Mediante
RT-PCR semicuantitativa, utilizando cebadores especificos para AIMPK1 y
AtMPK2, se calcularon los niveles de ARNm para cada punto (Fig. 35). Los
niveles de ARNm, tanto de AtMPK1 como de AtMPK2, disminuyen a la
mitad a las 4 horas del comienzo de la fase de luz del fotoperiodo y vuelven

a aumentar a lo largo de la fase de oscuridad del fotoperiodo.
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Figura 35. Expresion de AtMPK1 y AtMPK2 en un ciclo de luz/oscuridad. A. Analisis
mediante RT-PCR semicuantitativa. Se utiliz6 ARN total de plantulas de Arabidopsis
crecidas en placas Petri con medio de cultivo MS durante 12 dias y se tomaron muestras
cada 4 horas durante 24 horas. En la PCR se utilizaron los cebadores AtMPK15 vy
AtMPK13, especificos para AtMPK1, y AtIMPK25 y AtMPK23, especificos para AtMPK?2.
Como control se realizdé una PCR utilizando cebadores especificos de Actina-7. Las PCRs
se realizaron como se describe en Material y Métodos y se utilizaron 27, 25 y 20 ciclos
para la amplificacion de los fragmentos de AIMPK1, AtIMPK2 y Actina-7, respectivamente.
Las barras rosas/azules indican la fase de oscuridad y las barras blancas la fase de luz
del fotoperiodo. B. Cuantificacion de la intensidad de las bandas de los fragmentos de
AIMPK1 y AtMPK2 obtenidas en seis PCRs realizadas de dos experimentos
independientes, normalizadas con respecto a la intensidad de las bandas del fragmento
de Actina-7 y considerandose la intensidad relativa obtenida a tiempo cero como 100%.
Se presentan los valores medios + SEM.
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Estos resultados indican que la expresion de AIMPK1 y AtMPK?2 esta
regulada por luz pero no puede descartarse una regulaciéon por el ritmo
circadiano. Para estudiar una posible regulacién por el ritmo circadiano, se
analizaron los niveles del ARNm de AIMPK1 y AItMPKZ2 en plantulas
crecidas con un fotoperiodo 12 horas de luz/12 horas de oscuridad después
de ser transferidas a luz continua. Los resultados obtenidos indican que tras
la transferencia a luz continua no se produce variacion en los niveles de
ARNm tanto de AtMPK1 como de AtMPK2 (Fig. 36), sugiriendo que la
expresion de AtIMPK1 y AtMPK?2 no esta regulada por el ritmo circadiano, y

que su regulacion es debida a la luz.

Horas de luz continua
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Figura 36. Expresion de AtMPK1 y AtMPK2 en condiciones de luz continua. Analisis
mediante RT-PCR semicuantitativa. Se utiliz6 ARN total de plantulas de Arabidopsis
crecidas en placas Petri con MS durante 12 dias con un fotoperiodo 12 horas de luz/12
horas de oscuridad. El decimotercer dia las plantas se transfirieron a una camara de
cultivo con luz continua y se recogieron muestras durante las 24 horas del dia catorce. En
la PCR se utilizaron los cebadores AtMPK15 y AtMPK13, especificos para AtIMPK1, y los
cebadores AtMPK25 y AtMPK23, especificos para AtMPK2. Se utilizaron también los
cebadores AtMPK75 y AtMPK73 especificos de una MAP quinasa de Arabidopsis
regulada por el ritmo circadiano (AtMPK7) (Ichimura, 2002). Como control se realizé una
PCR utilizando cebadores especificos de Actina-7. Las PCRs se realizaron como se
describe en Material y Métodos y se utilizaron 27, 25, 27 y 20 ciclos para la amplificacién
de los fragmentos de AtIMPK1, AtMPK2, AtMPK7 y Actina-7, respectivamente.
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Se observo el mismo tipo de regulacion por luz en plantulas crecidas
en oscuridad (etioladas) cuando se transfieren a la luz. Los niveles de
ARNm de AtMPK1 y AtMPKZ2 disminuyen en plantulas etioladas cuando se

transfieren a la luz (Fig. 37).
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Figura 37. Expresion de AtMPK1 y AtMPK2 en plantulas etioladas transferidas a luz.
A. Anadlisis mediante RT-PCR semicuantitativa. Se utilizd6 ARN total de plantulas de
Arabidopsis crecidas en placas Petri conteniendo MS durante 4 dias en oscuridad y
transferidas a la luz (fotoperiodo: 16 h luz y 8 h oscuridad). En la PCR se utilizaron los
cebadores AtMPK15 y AtMPK13, especificos para AtIMPK1 y los cebadores AtMPK25 y
AtMPK23, especificos para AtMPK2. Como control se realiz6 una PCR utilizando
cebadores especificos de Actina-7. Las PCRs se realizaron como se describe en Material
y Métodos y se utilizaron 27, 25 y 20 ciclos para la amplificacién de los fragmentos de
AtMPK1, AtMPK?2 y Actina-7, respectivamente. B. Cuantificacion de la intensidad de las
bandas de los fragmentos de AtMPK1 y AtMPK2 obtenidas en tres reacciones de PCR
diferentes de dos RTs independientes, normalizadas con respecto a la intensidad de las
bandas del fragmento de Actina-7, y considerandose la intensidad relativa obtenida a
tiempo cero como 100%. Se presentan los valores medios + SEM.

Resultados



Caracterizacion funcional de MAP quinasas del subgrupo C1 de plantas 129

2.1.1.1 Respuesta a la luz de plantulas etioladas del doble mutante
Atmpk1 Atmpk2

Como se ha mencionado en el apartado anterior, los niveles del
ARNm de AIMPK1 y AtMPK2 aumentan en la fase de oscuridad del
fotoperiodo y disminuyen en plantulas crecidas en oscuridad (etioladas)
cuando se transfieren a la luz. Las plantulas etioladas de Arabidopsis,
cuando se ftransfieren a la luz, sufren inmediatamente una transicion,
denominada desetiolizacidn, hacia el patron fotomorfogénico de las plantas
verdes. Esta transicion es un proceso muy complejo que se inicia por la luz
e implica una inhibiciéon de la elongacion de las células del hipocotilo, un
desplegamiento del gancho apical y una estimulacion de la expansion de
las células del cotiledon.

Con el objeto de conocer el efecto que producia la supresién de
AIMPK1 y AtMPKZ2 en el desarrollo de plantas crecidas en oscuridad
(etioladas) y en el proceso de desetiolizacion, se sembraron en placas Petri
semillas de la linea silvestre, de los mutantes simples Atmpk1 y Atmpk2, y
del doble mutante Atmpk1 Atmpk2 (ver apartado 1.1 de Material y Métodos)
que se dejaron crecer 4 dias en oscuridad, para luego ser transferidas a la
luz. No se observaron diferencias significativas en el desarrollo de las
plantulas etioladas en los mutantes simples. Sin embargo, cuando las
plantulas etioladas se transfieren a la luz, un 40% de las plantulas de los
mutantes simples presentan los cotiledones cerrados y sin coloracion verde,
frente al 10% de las plantulas de la linea silvestre (F. Calatayud, Proyecto
Fin de Carrera ETSI Agronomos, 2005). Las plantulas etioladas del doble
mutante presentan una ligera disminucion en la longitud del hipocotilo y
cuando se transfieren a la luz se observa que, al igual que las plantulas de
los mutantes simples, un 40% de las plantulas presentan los cotiledones

cerrados y sin coloracion verde. Ademas, las plantulas del doble mutante
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desetioladas presentan una menor expansion y coloracion verde en los

cotiledones que las plantulas de la linea silvestre (Fig. 38).

Col (0) Atmpk1 Atmpk2

Figura 38. Respuesta a la luz de plantulas etioladas de las lineas silvestre y del
doble mutante Atmpk1 Atmpk2. Plantulas de las linea silvestre (Col) y Atmpk1 Atmpk2
crecidas en placas Petri conteniendo MS durante 4 dias en oscuridad y transferidas a luz
(fotoperiodo: 16 h luz y 8 h oscuridad) durante 4 dias.

2.2 Activacion de AtMPK1 y AtMPK2

2.2.1 Activacion por dano mecanico

AtMPK1 y AtMPK2 se encuentran dentro del subgrupo C1 de MAPKs
de plantas, al igual que PsMAPK2. Como se ha descrito en el apartado 1 de
Resultados, el daio mecanico induce la activacion de PsMAPK2 en plantas
de A. thaliana que expresan de forma constitutiva PsMAPK2. Con el fin de
estudiar si AtMPK1 y AtMPK2 participan en la respuesta al dafio mecanico
en Arabidopsis, se analizd la actividad quinasa de AtMPK1 y AtMPK2

después de la herida.
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Para poder medir la actividad quinasa especifica de AtMPK1 y
AtMPK2, se generaron anticuerpos anti-péptido contra el extremo C-

terminal de cada proteina (ver apto 6.3 de Material y Métodos) (Fig. 39).

HY
AtMPK2-C; HYHP EAAT | NNNEVSEF
AtMPKT7-C; YYHP EAE IS NA
AtMPK14-C; HYLP RA
PsMAPK2-C; HYHP GSAMG NAELSS

Figura 39. Secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de MAPKs del grupo
C. En color se sefnala la secuencia de los péptidos que se utilizaron para generar los
anticuerpos contra AtMPK1 y AtMPK2.

En primer lugar, se testd por analisis Western la especificidad de los
anticuerpos anti-AtMPK1 y anti-AtMPK2 generados. Para ello, se utilizaron
los mutantes de insercion Atmpk1 y Atmpk2, caracterizados recientemente
en nuestro laboratorio (F. Calatayud, Proyecto Fin de Carrera ETSI
Agrénomos, 2005) (ver Material y Métodos). Estos mutantes pueden
considerarse como mutantes de pérdida de funcion de AtIMPK1 y AtMPK?2,
respectivamente (ver Material y Métodos).

El analisis Western se realiz6 a partir de extractos crudos de
proteinas de hojas de roseta de plantas de las lineas silvestre, Atmpk1 'y
Atmpk2. Se utilizaron los anticuerpos anti-AtMPK1 vy anti-AtMPK2
purificados por afinidad (ver apartado 6.3 de Material y Métodos). El
anticuerpo anti-AtMPK1 reacciona muy débilmente con una proteina del
extracto crudo de hojas de las plantas de la linea silvestre que tiene una
masa molecular de aproximadamente 42 KDa y no del extracto de hojas de
la linea Atmpk1 (la masa molecular estimada para AtMPK1, segun la
secuencia de aminoacidos, es de alrededor de 42.5 kDa) (Fig. 40). Sin

embargo, se observa reaccidn cruzada del anticuerpo anti-AtMPK1 con
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otras proteinas de diferente masa molecular. Por otra parte, el anticuerpo
anti-AtMPK2 reacciona débilmente con una proteina del extracto crudo de
hojas de la plantas de la linea silvestre, que tiene una masa molecular de
aproximadamente 43 kDa. Y no reacciona con una proteina del extracto de
hojas de la linea Atmpk2 (la masa molecular estimada para AtIMPK2, segun
la secuencia de aminoacidos, es de alrededor de 43 KDa) (Fig. 40). Se
observa ademas reaccion cruzada del anticuerpo anti-AtMPK2 con otras
proteinas, siendo de forma bastante intensa con una proteina de
aproximadamente 55 kDa. Asi pues, estos anticuerpos no son de gran
utilidad para la deteccion de AtMPK1 y AtMPK2 por analisis Western. Se
han utilizado diferentes 6rganos y distintos métodos de extraccion para la
obtenciéon del extracto crudo, con el objeto de mejorar la deteccion de los
niveles de proteina AtMPK1 y AtMPK2 por analisis Western, que no
tuvieron éxito, probablemente por la baja expresion de AtMPK1 y AtMPK2.

kDa Col (0) Atmpk1

A BT

Col (0) Atmpk2

B ¥~ AtMPK2

Figura 40. Estudio de la especificidad de los anticuerpos anti-AtMPK1 y anti-
AtMPK2 por analisis Western. Plantas de Arabidopsis de la linea silvestre (Col(0)), y de
los dos mutantes de insercion (Atmpk1 y Atmpk2) se crecieron en tierra durante 12 dias.
20 pg de proteinas de extracto crudo de hojas de roseta fueron separados por SDS-
PAGE, y se realizo analisis Western con los anticuerpos anti-AtMPK1 (A) y anti-AtMPK2
(B). La posicion de los marcadores se muestra a la izquierda.
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Sin embargo, estos anticuerpos han sido de gran utilidad para la
medida de la actividad quinasa de AtMPK1 y AtMPK2 en
inmunoprecipitados (ver apartado 7 de Material y Métodos), debido a que el
sistema de deteccion de la medida de actividad quinasa es mas sensible
que el andlisis Western. Hay varios ejemplos de anticuerpos de protein
quinasas que no son suficientemente sensibles para analisis Western, y
que pueden ser utilizados para medida de actividad quinasa, como por
ejemplo anticuerpos contra la MAP quinasa LeMPK3 (Mayrose et al,
2004).

Se realizd un ensayo de medida de actividad protein quinasa de
AtMPK1 y AtMPK2 en los inmunoprecipitados de extracto de hojas dafiadas
mecanicamente, utilizando los anticuerpos anti-AtMPK1 y anti-AtMPK2,
respectivamente. Comparando las hojas de plantas no dafadas con las
dafadas (Fig. 41), se observa que la actividad quinasa de AtMPK1 y
AtMPK2 aumenta tras el dafo, como se ha descrito anteriormente para
PsMAPK2. Se determiné la linealidad del ensayo de medida de actividad
quinasa con la cantidad de proteina inmunoprecipitando diferentes
cantidades de proteina de extracto crudo con los anticuerpos anti-AtMPK1 y
anti-AtMPK2, y midiendo la actividad quinasa. Para el anticuerpo anti-
AtMPK1, la linealidad del ensayo se mantiene hasta 200 pg de extracto

crudo y para anti-AtMPK2 hasta 800 ug de extracto crudo (Fig. 41).
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Figura 41. Activacion de AtMPK1 y AtMPK2 por dafio mecanico. Hojas de roseta de
plantas de 4 semanas de Arabidopsis crecidas en tierra fueron dafiadas tal y como se
describe en el apartado 1.1.2.1 de Material y Métodos. Distintas cantidades de proteinas
de extracto crudo de hojas de la linea silvestre no dafhadas (-) y dafiadas, recogidas a las
2 horas del dafo (+), se inmunoprecipitaron con los anticuerpos anti-AtMPK1 y anti-
AtMPK2. Posteriormente se realizé el ensayo de medida de actividad quinasa de los
inmunoprecipitados, segun se describe en el apartado 7.2 de Material y Métodos. La
fosforilacion de la PBM fue analizada mediante SDS-PAGE y exposicion del gel sobre una
pelicula fotografica.

Para comprobar que la actividad quinasa detectada era especifica de
AtMPK1 y AtMPK2, se realiz6 el ensayo de dafio en plantas de la linea
silvestre y de las lineas Atmpk1 (que no expresan AtMPK1), Atmpk2 (que
no expresan AtMPK2) y Atmpk1 Atmpk2 (que no expresan ambas MAP
quinasas). Si se compara la actividad quinasa en las hojas de roseta
dafiadas de la linea silvestre con la de las lineas de los mutantes nulos, se
observa la especificidad de los anticuerpos (Fig. 42). Cuando se utiliza el
anticuerpo anti-AtMPK1 para la inmunoprecipitacion, en el mutante simple
Atmpk1 y en el doble mutante Atmpk1 Atmpk2 no se detecta un aumento de
la actividad protein quinasa tras el dafo, mientras que en Col(0) y el
mutante Atmpk2, que son las lineas que expresan AtMPK1, si que se
detecta un aumento de la actividad (Fig. 42). Por otro lado, cuando se
inmunoprecipita con el anticuerpo anti-AtMPK2 sdlo se detecta un aumento

de actividad quinasa en Col(0) y en el mutante Atmpk1, que son las lineas
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que expresan AtMPK2 (Fig. 42). Estos resultados indican que los
anticuerpos anti-AtMPK1 y anti-AtMPK2 reconocen de forma especifica a
AtMPK1 y AtMPK2, respectivamente, y pueden utilizarse para la medida de

la actividad quinasa de estas MAP quinasas en inmunoprecipitados.

IP anti-

Col(0) Atmpk1 Atmpk2 Atmpk1 Atmpk2

-+ - + -  + -  + Daiio

C Y - PBM

IP anti-AtMPK2

Col(0) Atmpk1 Atmpk2 Atmpk1 Atmpk2

- + - + - + - + Daio

D D PEM

Figura 42. Especificidad de los anticuerpos anti-AtMPK1 y anti-AtMPK2. Hojas de
roseta de plantas de 4 semanas de Arabidopsis crecidas en tierra fueron dafadas tal y
como se describe en el apartado 1.1.2.2 de Material y Métodos. Extractos crudos de
proteina de hojas de la linea silvestre y de los mutantes de insercion (Atmpk1, Atmpk2 y
Atmpk1 Atmpk2) no dafadas (-) y dafadas, recogidas a las 2 horas del dafo (+) se
inmunoprecipitaron con los anticuerpos anti-AtMPK1 y anti-AtMPK2. Se utilizaron 100 y
400 ug de proteina de extracto crudo para la inmunoprecipitaciéon de AtIMPK1 y AtMPK2,
respectivamente. Posteriormente se realizé el ensayo de medida de actividad quinasa de
los inmunoprecipitados, segun se describe en el apartado 7.2 de Material y Métodos. La
fosforilacion de la PBM fue analizada mediante SDS-PAGE y exposicion del gel sobre una
pelicula fotografica.
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Utilizando estos anticuerpos, se determind la cinética de activacion
de AtMPK1 y AtMPK2 tras el dano (Fig. 43). La actividad de AtMPK1 y
AtMPK2 aumenta de forma transitoria tras el dafo, presentando un pico de
actividad alrededor de las 2 horas (Fig.43).

10 -

0] ——4 —e— AtMPK1
] o0 —e—AtMPK2

6 !
] i

7\
%

1

Actividad quinasa
(induccion relativa)
T

T T T T T
0 60 120 180 240 300 360
Tiempo (min)

Figura 43. Cinética de activacion de AtMPK1 y AtMPK2 por dafio mecanico.
Extractos crudos de hojas de Arabidopsis dafiadas a los tiempos indicados y hojas sin
dafar (tiempo 0) se inmunoprecipitaron con los anticuerpos anti-AtMPK1 (100 ug de
proteina de extracto crudo) y anti-AtMPK2 (800 pg de proteina de extracto crudo).
Posteriormente se realiz6 el ensayo de actividad quinasa segun se describe en el
apartado 7.1 de Material y Métodos. La PBM fosforilada (pPBM) se detecto utilizando un
anticuerpo contra pPBM mediante analisis Western. La actividad quinasa se expresa
como numero de veces que se induce con respecto al tiempo 0 (ver Material y Métodos).
Se presentan los valores medios + SEM.

2.2.2 Activacion por JA

Como se ha mencionado anteriormente, el JA es una de las
hormonas que tiene una funcion esencial en la sefalizacion del dafio (Rojo
et al.,, 2003). Tras el dafo, los niveles endégenos de JA son mas altos
debido a un aumento de su biosintesis. Este incremento en los niveles de
JA es el responsable de la activacion de una serie de genes de respuesta al
dano JA-dependientes, que se caracterizan porque su expresion también
esta regulada por JA cuando se aplica exdégenamente a plantas no

danadas. En Arabidopsis, la sintesis de JA inducida por dafio alcanza el
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maximo alrededor de los 90 min y tiene una cinética muy similar a la de
activacion de AtMPK1 y AtMPK2 por dafio (Stenzel et al., 2003; Stintzi et
al., 2001). Por ello, se analiz6 el efecto que tiene el JA sobre la actividad de
AtMPK1 y AtMPK2. Se trataron hojas de roseta de plantas de Arabidopsis
con JA 100 uM y se midi6 la actividad quinasa de estas proteinas. La
actividad quinasa de AtMPK1 y AtMPK2 aumenta de forma transitoria tras
el tratamiento con JA, alcanzando un maximo a la hora del tratamiento (Fig.
44 y 45). El tratamiento con una solucion control activd ligeramente a
AtMPK1 y AtMPK2, pero a niveles mas bajos que la solucion de JA (Fig. 44
y 45). No se detectd un aumento de actividad en las hojas de los mutantes
de insercién tratadas con JA (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren que estas MAP quinasas podrian estar implicadas en una ruta JA-

dependiente de respuesta al dafio.

2.2.2.1 Analisis de la respuesta al dano JA-dependiente COI1-
dependiente en los mutantes simples Atmpk1 y Atmpk2
y en el doble mutante Atmpk1 Atmpk2

En A. thaliana, algunas de las respuestas JA-dependientes requieren
del gen COI1 (Benedetti et al., 1995; Feys et al., 1994). Para estudiar la
posible implicacion de estas MAP quinasas en la ruta de sefializacién del
dafo dependiente de JA via COI1, se analizd la expresién de algunos
genes marcadores de esta ruta como A{LOX2, AtAOS y AtVSP2 (Benedetti
et al., 1995; Farmer & Ryan, 1990; Lorenzo et al., 2004; Titarenko et al.,
1997) en los mutantes de insercion de T-DNA simples de AIMPK1 y
AIMPK2 y en el doble mutante tras la herida. En la Figura 46 se observa
que estos genes se inducen tras el dafio tanto en la linea silvestre como en
las lineas mutantes. De estos resultados se deduce que la actividad de
estas MAP quinasas no parece ser esencial para la sefalizacion del dafo a

través de la ruta de JA-dependiente COIl1-dependiente.
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Figura 44. Activacion de AtMPK1 por JA. A. Plantas de 4 semanas de Arabidopsis
crecidas en tierra (ver apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos) fueron tratadas con JA 100
uM en etanol 0.05%, Tween-20 0.01% y con una solucién control (etanol 0.05%, Tween-
20 0.01%) tal y como se especifica en el apartado 1.1.2.2 de Material y Métodos. 100 pg
de proteinas del extracto crudo de hojas, recogidas a 0, 30, 45, 60, 90 y 480 minutos tras
el tratamiento, se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-AtMPK1. Se realiz6 el ensayo
de medida de actividad quinasa de los inmunoprecipitados, segun se describe en el
apartado 7.2 de Material y Métodos. La fosforilacién de la PBM fue analizada mediante
SDS-PAGE y exposicion del gel sobre una pelicula fotografica. B. Cuantificacion de los
niveles de actividad quinasa de AtMPK1 detectados en A (ver Material y Métodos). Los
resultados estan expresados en numero de veces que se induce la actividad respecto al
tiempo cero (sin tratar).
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Figura 45. Activacion de AtMPK2 por JA. A. Plantas de 4 semanas de Arabidopsis
crecidas en tierra (ver apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos) fueron tratadas con JA 100
uM en etanol 0.05%, Tween-20 0.01% y con una solucién control (etanol 0.05%, Tween-
20 0.01%) tal y como se especifica en el apartado 1.1.2.2 de Material y Métodos. 500 pug
de proteinas del extracto crudo de hojas, recogidas a 0, 30, 45, 60, 90 y 480 minutos tras
el tratamiento, se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-AtMPK2. Se realiz6 el ensayo
de medida de actividad quinasa de los inmunoprecipitados, segun se describe en el
apartado 7.2 de Material y Métodos. La fosforilacién de la PBM fue analizada mediante
SDS-PAGE y exposicidon del gel sobre una pelicula fotogréfica. B. Cuantificacién de los
niveles de actividad quinasa de AtMPK2 detectados en A (ver Material y Métodos). Los
resultados estan expresados en numero de veces que se induce la actividad respecto al
tiempo cero (sin tratar).
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Figura 46. Analisis mediante RT-PCR de los niveles de ARNm de AtLOX2, AtAOS y
AtVSP2 tras el tratamiento de dafo. Se aislé el ARN total de hojas de plantas de la
linea silvestre y de los mutantes simples Atmpk1 y Atmpk2 (A) y el doble mutante Atmpk1
Atmpk2 (B) sin dafar (tiempo 0) y dafadas, recogidas a 4 y 8 horas tras el tratamiento.
En la PCR se utilizaron los cebadores especificos para cada gen, que se especifican en la
Tabla 6 de Material y Métodos. Como control se realizé una PCR utilizando cebadores
especificos de Actina-7.
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2.2.2.2 Activacion de AtMPK1 y AtMPK2 en coi1-1

Con el fin de estudiar si la activacion por dafio de AtMPK1 y AtMPK2
esta mediada por COI1, se realizé el ensayo de dafio en plantas coi1-1y se
analizé la actividad quinasa de AtMPK1 y AtMPK2 en este mutante (Fig.
47). Los resultados obtenidos indican que AtMPK1 y AtMPK2 se activan
tras el dano tanto en la linea silvestre como en el mutante coi7-1, indicando
que la activacion de AtMPK1 y AtMPK2 por dafo es independiente de
COI.

Col(0) coi1-1
- + - + Dano
P anti- - e
PBM

IP anti-AtMPK2 o PBM

Figura 47. Activaciéon por daino de AtMPK1 y AtMPK2 en coi1. Extractos de proteinas
de hojas de la linea silvestre (Col(0)) y del mutante coi?1-1 sin dafar (-) y dafiadas
recogidas a las 2 horas del dafio (+) se inmunoprecipitaron con los anticuerpos anti-
AtMPK1 y anti-AtMPK2. Para la inmunoprecipitacion de AIMPK1 y AtMPK2 se utilizaron
100 y 400 ng de extracto crudo, respectivamente. Posteriormente se realizo el ensayo de
actividad utilizando la PBM como sustrato de la reaccién (ver apartado 7.2 de Material y
Métodos). La fosforilacion de la PBM fue analizada mediante analisis Western y
exposicion de una pelicula fotografica.
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2.2.3 Activacion por ABA y H,0,

Como se ha mencionado anteriormente, ademas del JA, se ha
descrito que el ABA y el H,O, pueden estar implicados en la sefalizacion
del dafo (Chang et al., 2004; Leédn et al., 2001). Para estudiar el efecto que
tiene el ABA sobre la actividad de AtMPK1 y AtMPK2, se trataron hojas de
roseta de plantas de Arabidopsis con ABA 100 uM y se midié la actividad
quinasa de estas proteinas. La actividad quinasa de AtMPK1 y AtMPK2
aumenta de forma transitoria tras el tratamiento con ABA, alcanzando un
maximo a las dos horas del tratamiento (Fig. 48). El tratamiento con una
solucion control activo ligeramente a AtMPK1 y AtMPK2, pero a niveles
mucho mas bajos que la solucién de ABA (Fig. 48). No se detectd un
aumento de actividad en las hojas de los mutantes de insercién tratadas
con ABA (datos no mostrados).

Para estudiar si H,O, tiene algun efecto sobre la actividad de AtMPK1
y AtMPK2, se trataron hojas de roseta de plantas de Arabidopsis con H>0,
5 mM y se midi6é la actividad quinasa de estas MAP quinasas. Como se
muestra en la Figura 49, la actividad quinasa de AtMPK1 y AtMPK2
aumenta tras el tratamiento con H,O,. No se detectdé un aumento de
actividad en las hojas de los mutantes de insercion tratadas con H,0,

(datos no mostrados).
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Figura 48. Activacion de AtMPK1 y AtMPK2 por ABA. A. Plantas de 4 semanas de
Arabidopsis crecidas en tierra (ver apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos) fueron
tratadas con ABA 100 uM en etanol 0.05%, Tween-20 0.01% y con una solucién control
(etanol 0.05%, Tween-20 0.01%) tal y como se especifica en el apartado 1.1.2.3 de
Material y Métodos. Extractos crudos de hojas recogidas a 0, 15, 30, 60, 120 y 480
minutos tras el tratamiento se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-AtMPK1 (100 ug
de proteinas de extracto crudo) y con el anti-AtMPK2 (400 pg de proteinas de extracto
crudo). Se realizé el ensayo de medida de actividad quinasa de los inmunoprecipitados
segun se describe en el apartado 7.2 de Material y Métodos. La fosforilacion de la PBM
fue analizada mediante SDS-PAGE y exposicion del gel sobre una pelicula fotografica. B.
Cuantificacion de los niveles de actividad quinasa de AtMPK1 y AtMPK2 detectados en A
(ver Material y Métodos). Se han incluido los datos de los niveles de actividad quinasa de
AtMPK1 y AtMPK2 de los extractos control de las Figuras 44 y 45. Los resultados estan
expresados en numero de veces que se induce la actividad respecto al tiempo cero (sin
tratar).
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Figura 49. Activacion de AtMPK1 y AtMPK2 por H;0O,. A. Plantas de 4 semanas de
Arabidopsis crecidas en tierra (ver apartado 1.1.1.1 de Material y Métodos) fueron
tratadas con H,O, 5 mM (apartado 1.1.2.4 de Material y Métodos) y con una solucion
control (H,O). Los extractos de proteinas de las hojas recogidas 0, 15, 30, 60 y 120
minutos se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-AtMPK1 (100 ug de proteinas de
extracto crudo) y con el anti-AtMPK2 (400 pg de proteinas de extracto crudo). Se realizd
el ensayo de medida de actividad quinasa de los inmunoprecipitados segun se describe
en el apartado 7.2 de Material y Métodos. La fosforilacién de la PBM fue analizada
mediante SDS-PAGE y exposicion del gel sobre una pelicula fotografica. No se detectd
un aumento de la fosforilacién de PBM en las hojas tratadas con solucién control (datos
no mostrados). B. Cuantificacion de los niveles de actividad quinasa de AtMPK1 y
AtMPK2 detectados en A (ver Material y Métodos). Los resultados estan expresados en
numero de veces que se induce la actividad respecto al tiempo cero (sin tratar).
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Discusion

En plantas, la senalizacion a través de las cascadas de MAP quinasas da
lugar a un amplio numero de respuestas celulares que incluyen la division y
diferenciacion celular, asi como respuesta a estrés abidtico o bidtico
(Mishra et al., 2006).

Numerosos estudios han demostrado que las MAP quinasas de
plantas pueden estar reguladas a nivel de la transcripcion y traduccion, asi
como post-traduccionalmente (Mishra et al., 2006; Pitzschke & Hirt, 2006;
Zhang et al., 2006). En general, la regulacion de la actividad de una MAP
quinasa en respuesta a un estimulo es la caracteristica esencial que se
requiere para implicar a una MAP quinasa en la sefalizacion de dicho
estimulo. Hasta el momento, s6lo se ha demostrado la regulacion de la
actividad quinasa en respuesta a un estimulo con AtMPK3 (subgrupo A1),
AtMPK4 (subgrupo B1) y AtMPKG6 (subgrupo A2) y sus ortdlogos en
numerosas especies como tabaco, tomate y arroz (Ichimura et al., 2000;
Nakagami et al., 2005; Kovtun et al., 2000; Rentel et al., 2004; Yuasa et al.,
2001).

Se dispone de muy poca informacién acerca de los miembros del
subgrupo C1. Se han descrito cambios en los niveles de ARNm de Ntf3 de
tabaco durante el desarrollo del polen (Wilson et al., 1993) y de PhMEK1 de
petunia durante el desarrollo del ovario (Decroocg-Ferrant et al., 1995). En
Arabidopsis, el subgrupo C1 esta constituido por dos genes de MAP
quinasas: AtIMPK1 (At1g10210) y AtMPK2 (At19g59580). La funcién de estos
genes no se conoce, aunque hay algun dato que indica una posible relacion
entre esos genes y respuestas de estrés. Se ha descrito que los niveles del
ARNm de AIMPK1 y AtMPKZ2 aumentan ligeramente tras un tratamiento de

salinidad (Mizoguchi et al., 1996), y que disminuyen a las 24 horas tras un
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tratamiento a bajas temperaturas (Vogel et al., 2005). Ademas, resultados
obtenidos mediante analisis de micromatrices indican que la expresiéon de
AtMPK1 es mayor en plantulas crecidas en oscuridad que en plantulas
crecidas en presencia de luz (Ma et al., 2005). El analisis de los datos de
expresion depositados en bases de datos de acceso publico indican que los
niveles de expresion de estos genes son muy bajos y que no hay cambios
relevantes tras las diferentes condiciones ensayadas (Zimmermann et al.,
2004; Arabidopsis Functional Genomics Consortium (AFGC) Microarrays
databases). No hay ningun dato sobre la regulacion de la actividad quinasa
de las MAP quinasas del subgrupo C1.

La presente Tesis aborda el estudio de la funcion de PsMAPK2
(guisante), AtMPK1 y AtMPK2 (Arabidopsis), genes que codifican MAP
quinasas del subgrupo C1. Para emprender dicho estudio, en este trabajo
se han realizado diferentes aproximaciones: 1- Se ha analizado la
expresion de estas MAPKs en distintos érganos de la planta; 2- Se han
obtenido plantas transgénicas de Arabidopsis que expresan distintas
versiones mutantes de PSMAPK2; 3- Se ha analizado la actividad quinasa

de estas MAPKSs en respuesta a distintas sefales de estrés.

Expresion de PsMAPK?2 en distintos 6érganos de P. sativum

En este trabajo se ha analizado la expresion de PsMAPK2 en
distintos 6rganos de planta adulta de guisante mediante RT-PCR
semicuantitativa. Los resultados obtenidos indican que PsSMAPKZ2 se
expresa en todos los 6rganos testados (raiz, hoja, tallo, fruto, flor, carpelo y
antera), principalmente en antera y raiz (Fig. 19). Cuando se comparan los
analisis de expresion en distintos érganos de PSMAPK?2 con los de MAPKs
del subgrupo C1 de Arabidopsis (AtMPK1/2) se observa que PsMAPK?2
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presenta en anteras un nivel de expresion mas alto en relacion a otros

organos.

Expresion ectopica de PSMAPKZ2 en A. thaliana

El estudio de la funcién fisiolégica de una proteina se puede realizar
mediante diferentes aproximaciones de genética molecular. Una
aproximacion ampliamente utilizada consiste en desregular o abolir la
expresion de la proteina de interés. Las técnicas mas utilizadas en genética
molecular de plantas son el ARNi o la caracterizacion de mutantes nulos de
insercion de T-DNA (Knockout) del gen en cuestion. Una aproximacion
complementaria utilizada para determinar la funcion de una proteina
consiste en elevar la actividad de esta proteina y evaluar las consecuencias
tanto a nivel fisiolégico como a nivel molecular. En algunos casos, el
incremento de la actividad de la proteina se obtiene mediante
sobreexpresion de la proteina en cuestion. Pero esta técnica generalmente
se utiliza para proteinas que poseen una actividad basal especifica que no
esta sujeta a mecanismos de regulacion. En el caso de proteinas cuya
actividad esta regulada, como en el caso de las MAP quinasas, hay que
utilizar otras técnicas que conduzcan a incrementar la actividad de la
proteina.

En particular, el estudio de las funciones de las MAPKs de plantas
se ha abordado desde dos aproximaciones de genética molecular. Por una
parte se han descrito aproximaciones que analizan las consecuencias que
a nivel fisiolégico y a nivel molecular produce la pérdida de funcién de las
MAPKSs. Para ello, se ha utilizado la técnica de ARNi y la de los mutantes
nulos de T-DNA (Menke et al., 2004; Miles et al., 2005; Petersen et al.,
2000; Samuel & Ellis, 2002). También se ha utilizado la sobreexpresion de

versiones mutantes inactivas (Samaj et al., 2002). Por otra parte, se han
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descrito aproximaciones que analizan los efectos que produce la ganancia
de funcién de las MAP quinasas. Para ello, se ha expresado una MAP2K o
MAP3K (de forma constitutiva o condicionalmente activa) responsable de la
activacion de una MAPK determinada (Ichimura et al., 2006 Teige et al.,
2004). Sin embargo, esta ultima aproximacion es bastante inespecifica ya
que, como se ha mencionado en la Introduccion, las MAP2K y las MAP3K
pueden activar a varias MAPKs (Kovtun et al., 2000). Por ello, una
aproximacion alternativa es la expresion de la MAP quinasa en cuestion
constitutivamente activa. No obstante, a diferencia de lo que sucede con las
MAP3Ks y MAP2Ks, no hay una estrategia simple para obtener MAPKs
constitutivamente activas. Un método utilizado es la expresiéon de una
version mutante de la MAPK analoga al mutante sevenmaker de Drosophila
(Samaj et al., 2002). La forma en la que la mutacién D334N actua en el
mutante de Drosophila no esta muy clara, pero resulta en un fenotipo de
ganancia de funcion en la ruta del desarrollo del ojo de Drosophila (Brunner
et al., 1994). Experimentos realizados con una mutacién similar en la MAPK
de levadura FUS3 (Hall et al.,, 1996) y en ERK2 de mamiferos (Benfey et
al., 1990; Bott et al., 1994; Chu et al., 1996), indican que las MAPKs con
esta mutacion no son inactivadas eficientemente por las fosfatasas de
MAPKSs una vez se ha transducido la sefial.

En este trabajo se ha utilizado una aproximacién de genética
molecular para el estudio de la funciéon de PsMAPK2 de guisante dirigida a
la obtencion de plantas transgénicas que expresen PsMAPK2 y versiones
mutantes de ganancia y pérdida de funcién. Ante la imposibilidad de
transformar plantas de guisante, en este trabajo se ha utilizado como
sistema experimental Arabidopsis, ya que la eficacia de transformacién es
alta y tiene como ventaja adicional, frente a otros sistemas, el conocimiento
de la secuencia de su genoma.

Se transformé Arabidopsis con el ADNc correspondiente a PSMAPK?2

y con el ADNc de las versiones constitutivamente activas o dominantes
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negativas de PsMAPK2. La version PsMAPK2-LOF (del inglés loss-of-
function mutation) se obtuvo al sustituir K61 por A61, lo que produce una
inhibicion de la actividad enzimatica alterandose el sitio de unién del ATP
(Robinson et al., 1996). La version PsMAPK2-GOF (del inglés gain-of-
function mutation) se realizé sustituyendo D328 por N328, en analogia a la
mutacion de ganancia de funcién de la MAPK codificada por rolled (D334N),
en el mutante sevenmaker de Drosophila (Brunner et al., 1994; Oellers &
Hafen, 1996; Samaj et al., 2002; Tarrega et al., 2002).

El analisis fenotipico de las plantas transformadas T, revel6 que el
36% de las plantas 35S::PsMAPK2-GOF, el 36% de las plantas
35S::PsMAPK2-LOF y el 18% de las plantas 35S::PsMAPK2, presentaban
un fenotipo comun de esterilidad (Fig. 28). El fenotipo de esterilidad
observado en las plantas T, aparece también en plantas T, homocigotas.
Sin embargo, todas la plantas T, y plantas T, resultantes de la
transformacion con el vector de transformacion de plantas vacio
presentaban un fenotipo similar a la linea silvestre.

El fenotipo de esterilidad de las plantas que expresan las diferentes
versiones mutantes de PsMAPK2 es un fenotipo de esterilidad masculina.
El desarrollo de las anteras esta interrumpido y no llega a producirse la
dehiscencia, impidiendo la liberacion de los granos de polen. El polen
queda encerrado dentro de las anteras, por lo que los 6vulos no son
fecundados y no se producen silicuas con semillas. Estas plantas no
presentan esterilidad femenina, ya que al polinizar las flores de las plantas
con esterilidad masculina con polen control (Col(0)) se producen silicuas
normales que contienen semillas en su interior.

Para determinar los niveles de expresion de las distintas versiones de
PsMAPK2 en las plantas transgénicas, se realizé un analisis Western con
un anticuerpo comercial anti-HA que reconoce la secuencia YPYDVPDYA
adicionada en el extremo N-terminal de las diferentes versiones de
PsMAPK2. Ademas, se midi6 la actividad quinasa de PsMAPK2 en las
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distintas plantas transgénicas por inmunoprecipitacion de extractos de
proteinas con el anticuerpo anti-PsMAPK2. En las plantas 35S::PsMAPK2-
GOF homocigotas se observa una correlacion entre el nivel de expresion de
la proteina PsMAPK2-GOF vy la alteracién fenotipica en las anteras. Los
resultados de medida de la actividad quinasa basal en los
inmunoprecipitados de extractos de plantulas 35S::PsMAPK2-GOF (Fig.
23) indican niveles mas altos de actividad quinasa que en los extractos de
la linea silvestre. Los resultados de medida de la actividad quinasa basal en
los inmunoprecipitados de extractos de plantulas 35S::PsMAPK2 (Fig. 26)
también indican niveles mas altos de actividad quinasa que en la linea
silvestre. Entre la actividad basal de los extractos de proteinas de plantulas
35S::PsMAPK2-GOF y 35S::PsMAPK2, al igual que ha sido descrito en
otros sistemas, no se detectan grandes diferencias. Cuando se expresan
MAP quinasas con este tipo de mutacion GOF en células animales tampoco
se detectan grandes diferencias entre la actividad de la version GOF y la
version silvestre, en condiciones basales (Oellers & Hafen, 1996; Tarrega et
al., 2002). En cambio, tras el estimulo, se ha descrito que la version GOF
se mantiene activa durante un periodo de tiempo mas largo que la version
silvestre, debido a que la mutacién conduce a una disminuciéon en la
afinidad de las fosfatasas responsables de la inactivacion de la MAP
quinasa (Oellers & Hafen, 1996; Tarrega et al., 2002). Asi pues, en las
plantas 35S::PsMAPK2-GOF cabria esperar una activacion de mayor
duracion que en las plantas 35S::PsMAPK2 en respuesta a una seial de
activacion. En relacién a las lineas 35S::PsMAPK2-LOF testadas, ninguna
mostrd niveles de actividad quinasa frente a la PBM diferente a los de las
plantas control. Es importante sefialar que sélo se ha conseguido obtener
una linea homocigota 35S::PsMAPK2-LOF. Se han mantenido dos lineas
heterocigotas 35S::PsMAPK2-LOF con un fenotipo de esterilidad muy
marcado mediante cruce con la linea silvestre. En las plantas

35S::PsMAPK2-LOF también se ha observado una correlacion entre el nivel
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de expresidon de la proteina PsMAPK2-LOF vy la alteracion fenotipica en las
anteras.

Los datos de expresion indican que PsMAPKZ2 se localiza
preferentemente en raiz y anteras, sugiriendo que PsMAPK2 puede poseer
una funcion especifica en estos 6rganos, y por lo tanto es a priori donde
cabria esperar que se produjeran alteraciones cuando se expresan las
distintas versiones de PsMAPK2. No se ha detectado ninguna alteracion
relevante en la raiz de las plantas que expresan las distintas versiones de
PsMAPK2. En cambio, como se ha descrito en esta memoria, si que se han
detectado alteraciones en las anteras de estas plantas. Estos resultados
sugieren que esta MAPK puede tener una funcion en el desarrollo de las
anteras. Sorprendentemente, se han observado alteraciones en las anteras
tanto de las plantas 35S::PsMAPK2-GOF, 35S::PsMAPK2 como de la
35S::PsMAPK2-LOF. Una posible explicacién a este hecho puede ser que
PsMAPK2 forme parte de una cascada de sefalizacion implicada en el
desarrollo de las anteras, y el bloqueo de la cascada por la expresion
PsMAPK2-LOF produzca androesterilidad severa. Del mismo modo, una
actividad MAP quinasa mantenida excesivamente, como se supone que
esta ocurriendo en las plantas 35S::PsMAPK2-GOF, en analogia con lo
descrito del mutante sevenmaker de Drosophila, puede dar lugar a una
alteracion en el desarrollo de las anteras debido a que no se desconecta la
ruta de senalizacion una vez transducida la sefal. En la literatura se han
descrito casos similares, como el estudio detallado por Samuel y Ellis en el
que tanto la sobreexpresion como la supresion de la MAP quinasa de
tabaco NtSIPK da lugar a plantas sensibles al ozono (Samuel & Ellis, 2002).
De forma similar, Kalbina y Strid han descrito que tanto el incremento como
la supresion de AtMKP1 (una MAP quinasa fosfatasa de Arabidopsis) da
lugar a plantas que tienen incrementadas los niveles de ARNm de PDF1.2,
PR1 y PR5 (Kalbina & Strid, 2006). Todos estos datos sugieren que es
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necesario un buen balance de la actividad MAP quinasa para la correcta
transmision de la sefal y posterior respuesta.

En distintas especies de plantas, incluida Arabidopsis, se han
identificado mutantes androestériles. Y aunque algunos de los genes que
producen esterilidad masculina no han sido clonados ni estudiados, los
anadlisis fenotipicos sugieren que algunos de estos mutantes tienen
afectada la diferenciacion y/o funcién de algunos de los tipos celulares que
forman parte de las anteras. Se conoce muy poco acerca de las sefiales
que regulan la dehiscencia de las anteras. Una de las hormonas que tiene
un papel relevante en la dehiscencia de las anteras es el JA. El mutante de
T-DNA de Arabidopsis dad1 (del inglés delayed dehiscence 1) es
androestéril (Ishiguro et al., 2001). DAD1 codifica una fosfolipasa del tipo
A1. El defecto en la dehiscencia de las anteras de este mutante puede ser
recuperado por la aplicacion exdgena de JA, sugiriendo que la actividad de
DAD1 es requerida para la sintesis del JA en el desarrollo de las anteras.
Otros mutantes de genes implicados en la biosintesis del JA poseen
también alteraciones en la dehiscencia de las anteras (McConn & Browse,
1996; Park et al., 2002; Sanders et al., 2000; Stintzi & Browse, 2000; Stintzi
et al., 2001). Por otra parte, el mutante de sefalizacion del JA coi1 de
Arabidopsis también es androestéril. La esterilidad de este mutante no
puede ser recuperada mediante el tratamiento exdgeno con JA, ya que es
un mutante de sefalizacion del JA. Sin embargo, hay que sefialar que otros
mutantes de sefalizacion del JA, como jar1 de Arabidopsis son fértiles
(Berger et al., 1996; Staswick et al., 1992). Ademas, el mutante cos1, que
es un supresor de coi1, recupera la sensibilidad al JA en el crecimiento de
la raiz y en respuestas de defensa, pero no la fertilidad, sugiriendo que
puede haber distintas rutas de sefalizacion del JA especificas de un tejido
(Xiao et al., 2004). En las plantas 35S::PsMAPK2-GOF y 35S::PsMAPK2-
LOF, el tratamiento con JA o MeJA no es capaz de recuperar el fenotipo de

androesterilidad, indicando que la reduccién en la sintesis del JA no es la

Discusion



Caracterizacion funcional de MAP quinasas del subgrupo C1 de plantas 153

responsable del fenotipo de estos mutantes. Sin embargo, PsMAPK2
podria actuar a nivel de la sefalizacion del JA en anteras. De hecho, en
esta memoria se ha demostrado que PsMAPK2 se activa por JA (Fig. 32).
Otra hormona que parece tener un papel importante en la
dehiscencia de las anteras son las giberelinas (Izhaki et al., 2002; Kaneko
et al., 2004 Kaneko et al., 2003; Murray et al., 2003; Swain et al., 2004;
Wang et al., 2005). En la literatura se ha descrito que el desarrollo de las
anteras se inhibe no sélo por una reduccion en los niveles de GAs
(Jacobsen & Olszewski, 1991) y sefalizacion (Peng et al., 1997), sino
también por incrementos en la sefal de GAs (Izhaki et al., 2002). Asi pues,
se ha sugerido que las anteras requieren de un buen balance en la sefal de
GAs para su desarrollo normal. Este balance puede romperse en las
plantas transgénicas que expresan las distintas versiones de PsMAPK2.
Interesantes resultados obtenidos en nuestro laboratorio indican que la
expresion de PsMAPK2 podria estar regulada por giberelinas. Los niveles
del ARNm de PsMAPK2 disminuyen tras el tratamiento con acido giberélico
en ovarios no polinizados de guisante (MJ Marcote, resultados no
publicados). Por otra parte, en esta memoria se ha demostrado que
PsMAPK2 se activa por ABA. La funcién del ABA en el desarrollo de la
antera no se ha estudiado. Pero si que se ha sugerido que en el desarrollo
de las anteras podria ocurrir que las hormonas GA y ABA tengan funciones
antagonicas, como se ha descrito en la germinacion de las semillas (Ji et
al., 2005). Ademas, se ha descrito que en tomate la aplicacion exdégena de
ABA interrumpe el desarrollo de la antera (Chandra Sekhar & Sawney,
1991) y uno de los mutantes de sefializacion del ABA (abi8) es androestéril
(Brocard-Gifford et al., 2004). Por tanto, no se puede descartar que el
efecto que se ha observado en la deshiscencia de las anteras de las
plantas que expresan PsMAPK2 y las diferentes versiones mutantes se
deba a una alteracién de las rutas de sefalizacién del ABA y/o GA en

anteras.
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Por otro lado, en nuestro laboratorio se han identificado vy
caracterizado mutantes de insercion de T-DNA simples de las MAP
quinasas del subgrupo C1, Atmpk1 y Atmpk2, que no expresan AtMPK1 'y
AtMPK2, respectivamente (F. Calatayud, Proyecto Fin de Carrera ETSI
Agrénomos, 2005). El analisis fenotipico mostré que en estos mutantes se
produce la dehiscencia de las anteras como en la linea silvestre. Ya que
AtMPK1 y AtMPK2 presentan un alto porcentaje de identidad en su
secuencia de aminoacidos, se obtuvo el doble mutante Atmpk1 Atmpk2 con
el fin de eliminar el efecto de una posible redundancia de funcién entre
ambas MAPKs (E. Barbera, Proyecto Fin de Carrera ETSI Agronomos,
2006). El doble mutante, al igual que los mutantes simples, presenta un
desarrollo normal de las anteras. Dicho resultado contrasta con el fenotipo
de las anteras de las plantas 35S::PsMAPK2-LOF que expresan la version
inactiva de PsMAPK2. Estos resultados podrian explicarse porque la
pérdida de funcién que producen ambas estrategias no es idéntica. Se ha
sugerido que al expresar una MAP quinasa inactiva, ésta puede unirse al
sustrato, en respuesta a una sefial, sin fosforilarlo, y de alguna manera
secuestrarlo impidiendo su fosforilacion por otras MAP quinasas. Asi pues,
la estrategia de expresar la version inactiva de PsMAPK2 puede conducir a
la interrupcion de la ruta de sefalizacion en la que intervienen AtMPK1/2,
suponiendo que PsMAPK2 y AtMPK1/2 tengan funciones similares
(sustratos comunes). Por otra parte, con la estrategia de pérdida de funcion
que utiliza los mutantes de insercion de T-DNA también se puede
interrumpir la ruta en la que participan AtMPK1/2 porque no se expresan
estas MAPKs. Sin embargo, se interrumpira la ruta siempre y cuando la
actividad de AtMPK1/2 no sea reemplazada por otra MAP quinasa de otro
grupo. Esto ultimo puede ocurrir como ya se ha mencionado en la
Introduccion (apartado 2.4 de Resultados) al existir un gran numero de
conexiones entre rutas de sefalizacion en las que participan las MAP

quinasas.
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Expresion de AtIMPK1 y AtMPK2 en Arabidopsis.
Regulacion por luz

El andlisis de expresion de AtMPK1 y AtMPK2 por RT-PCR
semicuantitativa indica que éstas se expresan en todos los 6rganos
testados (raiz, hoja, tallo, fruto, flor, carpelo y antera), principalmente en
hoja de roseta y raiz (Fig. 34), resultados que coinciden con los datos
disponibles en las bases de datos publicas.

Como se muestra en este trabajo, la luz regula los niveles del ARNm
de AIMPK1 y AtMPK2. En plantulas crecidas con fotoperiodo (12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad) se produce una disminucion en los niveles de
los ARNm de estas MAP quinasas durante la fase de luz del fotoperiodo
(ver Figura 35). Esta regulacion no depende del ritmo circadiano. También
se observa esta disminucion en plantas etioladas (crecidas en oscuridad)
cuando se transfieren a la luz (ver Figura 37). El fenotipo de los mutantes
simples Atmpk1 y Atmpk2 cuando crecen en oscuridad es similar al de la
linea silvestre (F. Calatayud, Proyecto Fin de Carrera ETSI Agronomos,
2005), aunque el doble mutante Atmpk1 Atmpk2 presenta una ligera
disminucion en la longitud del hipocotilo (datos no mostrados). Sin
embargo, las plantulas etioladas tanto de los mutantes simples como del
doble mutante, cuando son transferidas a la luz, presentan una inhibicién
de la desetiolizacién con respecto a la linea silvestre, lo cual sugiere que
AIMPK1 y AtMPKZ2 pueden tener un papel regulador en el proceso de
desetiolizacion. AtMEK1, una MAP2K de Arabidopsis, ha sido también
relacionada con el proceso de desetiolizacion. Los niveles de ARNm de
AtMEK1 aumentan cuando plantulas etioladas de Arabidopsis son
transferidas a la luz (Morris et al., 1997).

Como se ha descrito anteriormente, para implicar una MAP quinasa
en una ruta de sefnalizacion se debe demostrar que la actividad de dicha

MAPK esta regulada por la sefial. Aunque se han obtenido evidencias
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genéticas de la implicacion de estas MAP quinasas en el proceso de
desetiolizacion, en este trabajo no se han realizado medidas de actividad
quinasa de AtMPK1/2 en respuesta a luz/oscuridad que demuestren que la
actividad de AtMPK1/2 esta regulada por luz. Por ello, por el momento, sélo
se puede especular acerca de la funcién de estas MAPK en la sefializaciéon
por luz o en el proceso de desetiolizacidon. Se sabe que las sefales de luz
se perciben principalmente por fitocromos y criptocromos y que regulan el
crecimiento y el desarrollo de la planta como resultado de los cambios que
se producen en el transcriptoma (Casal & Yanovsky, 2005). Ademas, se ha
descrito que uno de los principales mecanismos de regulacion de la
transduccion de sefiales de luz es la fosforilacion/desfosforilacién (Duek et
al., 2004; Kim et al., 2004; Li & Yang, 2006 Shen et al., 2005). Se podria
especular que las MAP quinasas del subgrupo C1 podrian estar implicadas
directamente en la sefalizacion de luz y, en este sentido, seria de gran
interés analizar como se regula la actividad quinasa de AtMPK1/2 en
plantulas etioladas tras la transferencia a la luz o en plantulas crecidas en
presencia de luz tras ser transferidas a oscuridad. También seria de interés
ensayar la actividad quinasa con diferentes clases de luz monocromatica
durante el proceso de desetiolizacion. Sin embargo, es mas probable que
intervengan indirectamente de forma que, podrian estar reguladas por la luz
debido a la activacion/desactivacion de factores de transcripcidon
compartidos por la sefializacion de luz y el metabolismo y/o sefalizacién de
hormonas como JA ,ABA o GA (Casal & Yanovsky, 2005; Oh et al., 2006;
Seo et al., 2006; Tseng et al., 2004; Yadav et al., 2005). Por otra parte, el
proceso de desetiolizacion es tan complejo que una plantula etiolada,
cuando es expuesta a la luz, sufre cambios masivos a nivel transcripcional y
traduccional, de forma que puede resultar dificil conocer la funcion de
dichos cambios. También hay que tener en cuenta que en el proceso de
desetiolizacion es caracteristico el rapido ensamblaje de la maquinaria

fotosintética, lo que conlleva reajustes redox. Asi pues, se puede especular
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que estos reajustes también podrian estar regulados por estas MAPKs que

segun los resultados expuestos en esta memoria se activan por H,O..

Diversas senales de estrés activan a
PsMAPK2, AIMPK1 y AtMPK2

AtMPK1 y AtMPK2 pueden ser un ejemplo de redundancia de funcién
al presentar un 87% de identidad entre sus secuencias de aminoacidos. De
acuerdo con los datos de los analisis publicos de micromatrices y los datos
obtenidos en este trabajo, ambas MAPKs se expresan muy poco en la
mayoria de los 6rganos, y no sufren grandes cambios en los niveles del
ARNm tras tratamientos de estrés y hormonales. Ademas, su patrén de
expresion es muy similar (ver Figura 34) (Zimmermann et al., 2004;
Arabidopsis Functional Genomics Consortium (AFGC) Microarrays
databases). Por otra parte, PsMAPK2 es, hasta el momento, el unico
miembro del subgrupo C1 de guisante aislado y entre las secuencias de
aminoacidos de PsMAPK2, AtMPK1 y AtMPK2 hay un 84% de identidad. A
continuacion se discuten los resultados de la activacion de estas MAPKs,
por herida y distintas moléculas sefializadoras de estrés, que sugieren que
estas MAPKs del subgrupo C1 podrian desempenfar funciones similares.

En este trabajo se han obtenido anticuerpos especificos contra el
extremo C-terminal de AtMPK1/2 y PsMAPK2 para medir la actividad
quinasa especifica de cada proteina mediante inmunoprecipitaciéon (ver
Figura 39). La especificidad de los anticuerpos anti-AtMPK1 y anti-AtMPK2
en la inmunoprecipitacion de extractos de proteinas se demostré mediante
la utilizacién de extractos de los mutantes simples Atmpk1 y Atmpk2 y del
doble mutante Atmpk1 Atmpk2. La especificidad del anticuerpo anti-
PsMAPK2 se demostré al utilizar extractos de proteinas de plantas
358::PsMAPK2-LOF vy silvestres.
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En esta tesis se ha demostrado que el tratamiento de dafio produce
un incremento de la actividad de AtMPK1, AtMPK2 y PsMAPK2. El
incremento en la actividad quinasa de AtMPK1/2 podria ser producido por
un aumento en los niveles de la proteina. Sin embargo, esta hipétesis no ha
podido ser probada debido a la baja sefal obtenida con estos anticuerpos
en el analisis Western. Este fendmeno ha sido observado en otros
anticuerpos de otras protein quinasas (Mayrose et al., 2004), y puede ser
explicado por el hecho de que el sistema de deteccion utilizado en los
ensayos de actividad quinasa es mas sensible que el del Western Blotting.
En el caso de PsMAPK2 si que se han podido determinar los niveles de
proteina mediante analisis Western con los anticuerpos anti-HA que
reconocen el extremo N-terminal de PsMAPK2 en las plantas
35S::PsMAPK2. Los resultados obtenidos sugieren que el aumento de la
actividad de PsMAPK2 se debe en gran medida a un aumento de la
actividad especifica y no tanto a un aumento de la cantidad de proteina.

La actividad de AtMPK1/2 tras el dafio aumenta de forma transitoria.
La actividad alcanza un maximo alrededor de las 2 horas del dafo y el pico
de actividad es bastante ancho. La activacion de AtMPK1/2 no es tan
rapida como en otras MAPKs implicadas en la respuesta al dafo. En
Arabidopsis, AtMPK4 y AtMPKG6 también se activan por herida, pero la
maxima activacion se alcanza a los 5-10 minutos y el pico de actividad es
muy estrecho. (Ichimura et al., 2000). Esta cinética diferente sugiere que
AtMPK1/2 no son dianas primarias en la sefializacion del dafio.

Se sabe que el JA es una de las principales sefiales que participan
en la respuesta al dafio (Devoto et al., 2005; Ledn et al., 2001; Turner et al.,
2002). ElI JA puede ser responsable de la activacion de AtMPK1/2 y
PsMAPK?2 tras la herida. En los experimentos realizados en este trabajo se
muestra que el JA activa a AtMPK1/2 y PsMAPK2. Sin embargo, la
induccion de la actividad de AtMPK1 y AtMPK2 por herida también se

observa en el mutante insensible a JA, coi1. Por otra parte, el analisis de la
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expresion en los mutantes simples y en el doble mutante Atmpk1 Atmpk2
de algunos genes marcadores de dafio que se inducen por JA y que son
COl1-dependientes (AILOX2, AtAOS y AtVSP2) indicd que estos genes se
inducen tras el dafio tanto en la linea silvestre como en las lineas mutantes
(Fig. 46). Todo esto sugiere que la activacion de AtMPK1/2 por herida es
independiente de COI1. Aunque COI1 regula un numero considerable de
genes cuya expresion responde a JA, analisis de micromatrices obtenidos
recientemente han revelado que en la respuesta a herida existen
numerosos genes que son regulados por JA y que no dependen de
COIl1(Devoto et al., 2005; Pérez-Amador et al., 2002), como sucede con
AtMPK1/2. El aumento de la actividad quinasa de AtMPK1/2 en coi1 tras la
herida podria reflejar también que otras sefiales ademas del JA regulan la
actividad de AtMPK1/2 en la respuesta a herida. Aunque los jasmonatos
poseen un papel muy importante en la ruta de sefalizacion del dafio, otras
moléculas como el ABA y el H,O, han sido relacionadas con la respuesta al
dafio y podrian también regular la actividad quinasa de AtMPK1/2 y
PsMAPK2. Precisamente, en este trabajo se ha demostrado la induccion de
la actividad de AtMPK1/2 y PsMAPK2 por el ABA y el H,0..

Cada vez hay mas evidencias que indican que una sefal puede
activar varias MAPKs (Mishra et al., 2006; Nakagami et al., 2005; Zhang et
al., 2006). De hecho, otras MAPKs de Arabidopsis se han relacionado con
la sefalizacion de JA, H,O, y ABA. Se ha demostrado que AtMPK4 esta
implicada en algunas respuestas mediadas por JA, aunque no se ha
detectado un aumento en la actividad de AtMPK4 en respuesta a MeJA
(Brodersen et al., 2006). AtMPK3 y AtMPK6 también se activan por H,0,
(Kovtun et al., 2000; Rentel et al., 2004; Yuasa et al., 2001). Estudios
recientes indican que en la ruta de sefalizacion del ABA que produce la
inhibicién del crecimiento tras la germinacion de las semillas esta implicada
AtMPK3 (Lu et al., 2002). Esta situacion pone de manifiesto el gran numero

de conexiones que existe entre las rutas de sefalizacion mediadas por
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MAP quinasas (Mishra et al., 2006). Ademas, como se ha descrito en esta
memoria, diferentes estimulos pueden activar una misma MAP quinasa
(Nakagami et al., 2005). La complejidad del entramado de rutas de
senalizacion de MAPKs hace dificil asignar una MAP quinasa a una
hormona especifica o0 a una ruta de estrés. Esto explicaria por qué sdlo se
ha descrito un mutante nulo con un fenotipo severo (Petersen et al., 2000).
Ademas, el gran numero de conexiones hace dificil interpretar los fenotipos
y los datos moleculares de mutantes que sobreexpresan MAPKs. Es
necesario utilizar datos obtenidos de combinar aproximaciones genéticas,
gendmicas y protedmicas para elucidar la funcion biolégica de las MAPKs

de plantas en una determinada ruta hormonal o de estrés.
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Conclusiones

1. El analisis de la expresidén en distintos érganos de PsMAPK?2 indica
que esta MAP quinasa del subgrupo C1 de guisante se expresa en

hoja, tallo, fruto, flor, carpelo, y principalmente en antera y raiz.

2. Se han obtenido plantas de Arabidopsis thaliana que expresan
PsMAPK2 asi como versiones mutantes de pérdida y ganancia de
funcion de PsMAPK2. La expresion de las tres versiones de
PsMAPK2 produce un fenotipo de esterilidad masculina, debido a que
no se produce la dehiscencia de las anteras y la posterior liberacion
del polen. Estos resultados sugieren una posible funcion de

PsMAPK2 en el desarrollo de las anteras.

3. Se ha demostrado la regulacién de la actividad quinasa de PsMAPK2
en respuesta a herida asi como a otras sefales de estrés, tales como

el acido jasmonico, el acido abscisico y el peroxido de hidrogeno.

4. El analisis de la expresién en distintos 6rganos de AIMPK1 y AtMPK?2
indica que estas MAP quinasas del subgrupo C1 de Arabidopis se
expresan en hoja de roseta, tallo, silicua, flor, carpelo, antera, y

principalmente en raiz.

5. El analisis de la expresion en plantulas de AIMPK1 y AtMPK?2 indica
que la luz disminuye su expresion tanto en plantulas crecidas con
ciclos de luz/oscuridad como en plantulas etioladas cuando se
transfieren a la luz. El estudio de la respuesta a la luz de plantulas

etioladas del doble mutante Atmpk1 Atmpk2 revela que estas
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plantulas presentan una inhibicion de la desetiolizacion con respecto
a la linea silvestre, sugiriendo la participacion de AtIMPK1 y AtMPK2

en el proceso de desetiolizacion.

Por primera vez se ha demostrado la regulacién de la actividad de
AtMPK1/2 en respuesta a una sefial. Se ha detectado un aumento en
la actividad quinasa de AtMPK1/2 en respuesta al daiio mecanico y al
acido jasmonico. El aumento en la actividad quinasa de AtMPK1/2
tras el dafo es independiente de COIl. Otras moléculas
senalizadoras de estrés como el acido abscisico y el perdxido de

hidrogeno también regulan la actividad quinasa de AtMPK1/2.

Conclusiones
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