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Resumen

El 4cido abscisico (ABA) estd implicado en importantes procesos del desarrollo de las plantas. Se
ha estudiado que esta hormona puede ser clave para la mejora de estreses abidticos como la
sequia y la salinidad. Por ello, resulta muy interesante llegar a conocer su ruta de sefalizacion,

cuales son las proteinas que intervienen, con qué otras hormonas interacttiia y cémo lo hace.

En este Trabajo Fin de Grado se ha evaluado la interaccidon ABA — Etileno en calabacin (Cucurbita
pepo L. subsp. pepo). En concreto, para su estudio se ha utilizado el mutante etr2b, insensible a

etileno, identificado por el grupo de investigacion BI0293 de la UAL.

Tras la aplicacién de una concentracion determinada de ABA exdgeno, hemos comparado el
genotipo wild — type y mutante etr2b para evaluar cémo interactlan estas hormonas respecto

a la germinacion de las semillas, longitud radicular, tasa de crecimiento y peso de las plantulas.

Los resultados nos han revelado que las hormonas ABA vy etileno interactian especialmente
durante la germinacion de las semillas. Ademads, estas hormonas también interactian en el
desarrollo radicular. La aplicacidon externa de ABA provoca estrés en las plantas y su vigor se
muestra disminuido frente a los tratamientos control, aunque el efecto sobre las plantas
mutantes etr2b ha sido menor que sobre las plantas WT. Estos resultados demuestran que la
mutacion ETR2b, a pesar de afectar a un receptor de etileno, condiciona también la sensibilidad

al ABA de las plantas de calabacin.

Abstract

Abscisic acid (ABA) is involved in important plant development processes. It has been studied
that this hormone may be key to improving abiotic stresses such as drought and salinity.
Therefore, it is very interesting to get to know your signaling path, what proteins are involved,
what other hormones interact with ABA and how do it.

In this Final Degree Project, the ABA — Ethylene interaction in zucchini (Cucurbita pepo L. subsp.
pepo) has been evaluated. Specifically, the mutant etr2b, insensitive to ethylene, indentified by
the UAL BIO293 research group, has been used for its study.

Following the application of a given concentration of exogenous ABA, we have compared the
wild — type and mutant etr2b genotype to asses how these hormones interact with seed

germination, root lenght, growth rate and seedling weight.

The results have revealed to us that the hormones ABA and ethyene interact especially during
seed germination. In addition, these hormones also interact in root development. The external
application of ABA causes stress in plants and and its vigor is diminished compared to control
treatments, although the effect on mutant etr2b plant has been less than on WT plants. These
results show that the ETR2b mutation, despite affecting an ethylene receptor, also conditions

the ABA sensitivity of zucchini plants.

)



1. Introduccion

1.1. El calabacin

El calabacin (Cucurbita pepo L. subsp. pepo) pertenece a la familia de las cucurbitaceas,
comprendida por casi unos 130 géneros y 800 especies. Esta familia es una de las mas
importantes que aportan cultivos agricolas para consumo humano, ademas del calabacin se
incluye la sandia, el melén, el pepino y la calabaza (Bisognin, 2002). Del género Cucurbita, C.

pepo es la especie mas cultivada y con mayor importancia econdmica.

Este cultivo tiene su origen en el continente americano (Paris,
1989), se trata de una planta herbacea anual, rastrera, de
crecimiento indeterminado y vegetacion compacta. Presenta
flores grandes, amarillas y unisexuales, y sus frutos varian mucho

en tamafio y color.

El calabacin es cultivado tradicionalmente en la zona
mediterranea. El morfotipo Zucchini (fig. 1) es el mas conocido,
de color verde oscuro y alargado. Se caracteriza por ser
cosechado en estado inmaduro. Como valor nutricional aporta

esencialmente vitamina C y potasio. Ademds de ser usado como

hortaliza, sus semillas y flor pueden ser usadas como aderezos. ; y » t_ 4

FIGURA 1. Planta de Cucurbita pepo L.
subsp. pepo, morfotipo Zucchini.

1.2. Hormonas vegetales

Las hormonas vegetales (o fitohormonas) juegan un papel central en la integracidn de diversas
sefiales ambientales con redes de senalizacidn y programas genéticos de plantas. Comprenden
un conjunto de compuestos orgdnicos pequefios no relacionados estructuralmente, en el cual
incluimos a las auxinas, acido jasmoénico (JA), giberelinas (GA), acido abscisico (ABA),
brasinoesteroides (BR), citoquinas, etileno, estrigolactona (SL) y acido salicilico (SA) (Hakoshima,
2018).

1.2.1. Acido abscisico

El acido abscisico (ABA) fue descubierto independientemente por varios grupos de
investigadores a principios de la década de 1960.

FIGURA 2. Férmula molecular del acido abscisico (ABA)
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En un principio se creia que estaba involucrado en la abscisién de la fruta, lo nombraron
abscisina Il (Ohkuma et al. 1963), y, por otro lado, se vio que mantenia la latencia y lo llamaron
dormina. Mas tarde, se asumid que esos compuestos eran el mismo y fue denominado acido
abscisico (Conforth et al. 1965). En trabajos posteriores se hizo evidente que esta hormona
vegetal es necesaria para el desarrollo de semillas, adaptacion a estreses bidticos, entre otras

funciones (Shwartz and Zeevaart, 2010).

El ABA es una fitohormona que regula la latencia de las semillas, la germinaciéon y el crecimiento
de brotes (Fujii and Zhu, 2009), la senescencia foliar (Liang et al. 2014) asi como la adaptacion a
estreses abidticos ambientales, como pueden ser la sequia (Zhao et al. 2016), salinidad o frio
(Matsui et al. 2008), acumulandose en las células vegetales bajo estrés hidrico donde promueve

el cierre estomatico y regula la expresion de genes (Leung and Giraudat, 1998).

Ademas, también se ha visto que la planta aumenta los niveles de ABA en presencia de estreses

bidticos (Zhuolong Chan, 2012), como pueden ser heridas o patégenos.

Numerosos estudios fisioldgicos y genéticos han demostrado que el dcido abscisico juega un
papel importante en la regulacidn de la transpiracion (Melotto et al. 2006). El ABA participa en
la coordinacién entre la conductancia estomatica y el agua disponible, para evitar asi la pérdida
de agua por transpiraciéon (Helander and Cutler, 2018). Los niveles de ABA aumentan en
respuesta al déficit de agua (sequia), provocando el cierre del estoma, lo que a su vez reduce el
crecimiento vy la fijacidn de carbono. Esta hormona actua a través de un mddulo de sefalizacidon
muy antiguo y presente en todos los genomas secuenciados de plantas terrestres (Cutler et al.
2010).

El acido abscisico también estd presente en hongos y animales (Hartung, 2010). En el musgo
Physcomitrella patens, actUa a través de la respuesta central de ABA para controlar la tolerancia

a la desecacién (Khandelwal et al. 2010).

En algunos helechos la funcion del acido abscisico es regular la latencia de las esporas y las
relaciones sexuales de los tejidos reproductivos, lo que sugiere que esta es la funcién ancestral
del ABA y mas tarde evolucioné para controlar la transpiracion y latencia en las semillas de
plantas (McAdam et al. 2016).

Por los beneficios de esta hormona es requerida para mejorar el rendimiento de los cultivos
durante la sequia (Helander et al. 2016). La aplicacion directa de ABA en las plantas de cultivo
mejora el rendimiento frente a estrés ambiental, como se ha comprobado por ejemplo en trigo
(Zzhang et al. 2016). Sin embargo, el ABA es fotosensible, se cataliza rapidamente y su estructura
resulta compleja, lo que hace que su utilizacion en los cultivos no sea practica (Wenjian et al.
2013), aunque se estan estudiando compuestos sintéticos que imitan al ABA para usarse como

agroquimicos (Helander et al. 2016).



1.2.1.1. Biosintesis de ABA

El acido abscisico es derivado de la escisién de precursores de carotenoides. Se han identificado
muchas enzimas involucradas en la via ABA, tanto de biosintesis y catabolismo. Los carotenoides
vegetales se producen por condensacién de difosfato de isopentenilo (IPP), el precursor
universal de todos los isoprenoides, y su isdmero difosfato de dimetilaliio (DMAPP). En los
plastidios, el IPP es formado por la via del metileritrol fosfato (via MEP/DOXP) a partir de
piruvato y gliceraldehido-3-fosfato (Seo and Marion-Poll, 2019).

La biosintesis de ABA en plantas se realiza por la via denominada indirecta, que previene de la
via MEP/DOXP, al contrario que en hongos que se realiza a partir de la via directa dependiente

del 4cido mevalonato (Helander and Cutler, 2018).

La biosintesis de ABA podemos considerar que empieza con la oxidacion del B-caroteno, un
hidrocarburo de 40 carbonos, a zeaxantina por la enzima CHYB (B-caroteno hidroxilasa). La
zeaxantina se oxida a antheroxantina y luego a violaxantina por la enzima zeaxantina epoxidasa
(ZEP), que esta codificada en Arabidopsis thaliana por el locus ABA1 y cataliza ambas reacciones.
La violaxantina puede convertirse en 9’'-cis-violaxantina o trans-neoxantina, que luego se
isomeriza a 9-cis-neoxantina, y ambos productos dan lugar a la xantoxina por la enzima NCED
(epoxycarotenoide dioxigenasa) (Helander and Cutler, 2018; Seo and Marion-Poll, 2019;
Schwartz and Zeevaart, 2010).

- i _ Plastid
xanthoxin %o % ~  Localization
ABA2
abscisic aldehyce °=Q:/I§l,o
) AAO

FIGURA 3. Ruta de biosintesis de ABA.
Adaptado de Helander and Cutler, 2018.
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Una vez formada, la xantoxina se exporta al citosol, donde es oxidada por la enzima xantoxina
deshidrogenasa (codificada en Arabidopsis por ABA2), para producir abscisico aldehido que
finalmente sera oxidado a ABA por una oxidasa dependiente de molibdeno codificada en
Arabidopsis por la aldehido oxidasa de abscisico (AAO o ABA3) (Helander and Cutler, 2018; Seo
and Marion-Poll, 2019; Schwartz and Zeevaart, 2010).

1.2.1.2. Ruta de transduccién de sefiales de ABA

En la ruta de transduccion de sefiales del acido abscisico se conoce que participan los siguientes
componentes: una fosfatasa (PP2C), una quinasa (SnRK2) y el receptor de ABA (PYR/PYL/RCAR)
(Helander and Cutler, 2018).

Podemos diferenciar lo que ocurre en:

A. Ausencia de ABA:

La fosfatasa PP2C se une, en su dominio de activacion, al extremo C’ terminal de la proteina con
actividad quinasa, SnRK2 (figura 4 — A). Esto hace que se produzca una desfosforilacion de la

quinasa y se bloquea la funcién de la SnRK2.

Cuando estas proteinas estan unidas se inactiva el complejo, reprimiendo a dos grupos de genes,
uno que dan lugar a sustratos de SnFK2, y el otro grupo son factores de transcripciéon de
respuesta a ABA (bZIP). Los bZIP son una familia enorme de factores de transcripcién, incluyen
a los ARB y ABFs (factores de unidn a ABA).

B. Presencia de ABA:

Actua el receptor de ABA (PYR/PYL/RCAR). Cuando las proteinas PYR perciben el ABA, se unen a
él e inmediatamente PYR se une a la fosfatasa PP2C (figura 4 — B), la secuestran e impiden que
PP2C se una a SnRK2, y, por tanto, se mantiene fosforilada. La SnRK2 fosforila a factores de
transcripcién de respuesta a ABA (bZIP). Los bZIP son una familia enorme de factores de
transcripcidn que incluye a ARB, ABFs y ABRE (factores de unién a ABA).

ABI5, que es un bZIP en Arabidopsis thaliana, se une al promotor del factor de transcripcién
ABRE e induce la expresién de genes dependientes de ABA. Aln no se conoce muy bien el paso
que da a ABI4. ABI4 se une a CE (elemento de acoplamiento) en el promotor de ABRE (Hussain
et al. 2019).



PYR/PYL/RCAR

FIGURA 4. Ruta de transduccidén de sefiales de ABA. A) En
ausencia de ABA. B) En presencia de ABA. Adaptado de Hussain

ABA dependent
etal. 2019

gene expression

1.2.1.3. Mutantes claves en la sefializacion de ABA

Los componentes que participan en la sefializacion del ABA han sido caracterizados con
mutantes de Arabidopsis thaliana, estos componentes han sido denominados ABI/1, ABI2, ABI3,
ABI4, ABI5 y ABI8. Sus funciones son (Cheng et al. 2009):

= ABI1 y ABI2 codifican para la fosfatasa PP2C, que participa negativamente en la

transduccion de sefiales del ABA (descrita en el apartado anterior).

= ABI3 es un factor de transcripcién, ortélogo al gen VP1 de maiz.

= Las proteinas ABI4 y ABI5 pertenecen a factores de transcripcién con dominio
APETALA2.

= Lafuncidn de ABI8 aun es desconocida.

Con la descripcidn de estos genes ya podemos entender la interaccion ABA — etileno que ha sido
estudiada con el uso de mutantes caracteristicos en la inhibicién de la funcion del gen en

cuestion.

1.2.1.4. EI ABA en la germinacién de la semilla.

La germinacion es una de las fases mas criticas en el desarrollo de las plantas. Cada especie
requiere unos valores especificos éptimos de temperatura, luz, pH y humedad para que el
proceso se inicie con éxito. La germinacion se puede definir como los procesos metabdlicos y

morfogenéticos de un embridn que resultan en una plantula, capaz de transformarse en una



planta adulta. Este proceso conlleva desde la imbibicién de la semilla hasta la elongacién del eje

embrionario. (Bove et al. 2001).

Estos procesos metabdlicos y celulares estan regulados por las hormonas vegetales. Las
giberelinas y brasinoesteroides promueven la germinacion, mientras que el ABA mantiene la
dormicién. La dormicién y la germinacion se regulan por un balance giberelinas/ABA. Cuando
hay mayor nivel de giberelinas y la semilla se expone a unos valores dptimos ambientales se

inicia la germinacién (Bove et al. 2001).
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Por tanto, la absorcién de agua es el requisito fundamental para el inicio de la germinacion, la
semilla se rehidrata y reanuda gradualmente su actividad metabdlica. Este proceso es trifasico,
comienza con una fase inicial () de rapida absorcion, es decir, la imbibicidn, seguido de una fase
de meseta (ll) en la que solo se produce un aumento adicional en la absorcién de agua. En la
fase Il se completa la germinacion (con la elongacién del eje embrionario) (Manz et al. 2005).

El dcido abscisico inhibe el cambio de fase Il a fase Ill, en Arabidopsis thaliana se sabe que el
factor ABI5 (regulado por el acido abscisico) es necesario para que se produzca este cambio
(Manz et al. 2005).

1.2.2. Etileno.

El etileno es una fitohormona gaseosa que tiene un papel importante en la maduracion de frutos
climatéricos. Ademas, participa en la germinacion de las semillas, senescencia de las plantas y

en respuesta a estreses abioticos y bidticos (Matilla, 2000).

El efecto mas caracteristico del etileno en plantulas es lo que conocemos como triple respuesta,
gue consiste en la reduccién de la elongacidon del hipocétilo, el incremento del desarrollo lateral
y el cambio en la orientacion del desarrollo, originando hipocétilos mas cortos, gruesos y con

gancho apical (Solano and Ecker, 1998).



Los receptores de etileno estdn localizados en la membrana del reticulo endoplasmdtico. En
Arabidopsis thaliana se han descrito cinco receptores de etileno: ETR1 y ETR2 (respuesta a
etileno), ERS1y ERS2 (sensor de etileno) y EIN4. Estos receptores se dividen en dos subfamilias,
en la subfamilia 1 se incluye el ETR1 y ERS1, mientras que en la subfamilia 2 se agrupa al ETR2,
ERS2 y EIN4 (Bakshi et al. 2018), dependiendo de su funcién.

La primera proteina que se identificd en la transduccién de la sefial de etileno fue el receptor
ETR1, que corresponde con una proteina codificada por un gen cuya mutacién provoca una

completa resistencia a la accién del etileno (insensibilidad a etileno) (Bhatla, 2018).

La ruta de transduccidn de sefiales de etileno se puede describir (Bakshi et al. 2015; Bhatla, 2018;
Qiao et al, 2012; Hussain et al, 2019):

A. Ausencia de etileno:

El receptor de etileno ETR1 se encuentra unido a CTR1. Esta unién hace que el extremo C’ de

EIN2 sea fosforilado y no se escinde.

La proteina transmembrana EIN2 es incapaz de migrar al nucleo. En el nlucleo estd EIN3 que no

percibe la activacidn por parte de EIN2, y EIN3 es degradado por el proteosoma 26S.
B. Presencia de etileno:
El receptor ETR1 se une a etileno y CTR1 es incapaz de fosforilar a EIN2.

Al no fosforilarse EIN2, se produce el corte de su extremo C’ terminal, se libera y migra al nucleo
dénde interacciona con EIN3. La interaccién entre EIN2 y EIN3 forma un heterodimero que
bloguea su degradacion por el proteosoma (26S).

EIN3 se une a los promotores de genes factores de transcripcion (ERF1) activando la respuesta

hormonal de etileno.
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FIGURA 6. Ruta de transduccidn de sefiales de etileno. Adaptado de Bhatla, 2018.



1.3. Interaccion ABA — Etileno.

Ademas de los antagonismos bien caracterizados entre ABA y giberelinas (GAS), citoquininas o
auxinas, se han demostrado interacciones entre la sefializacién de ABA y etileno (Finkelstein,
2002).

Numerosos estudios aprueban que las fitohormonas ABA vy etileno interaccionan de manera
antagénica en la germinacion de las semillas (Hussain et al. 2019). Estos descubrimientos han
sido posibles gracias al uso de mutantes deficientes en los distintos genes que participan en las

rutas de sefializacion de ambas hormonas.

En Arabidopsis thaliana se han estudiado los diferentes mutantes dando lugar a las siguientes

conclusiones:

= El mutante etrl (insensible a etileno) incrementa la sensibilidad al ABA dificultando Ila
germinacidn con la aplicacién de ABA externo y observandose una ralentizacion respecto al
wild-type (Col) (Bakshi et al. 2018; Matilla, 2000). Lo que nos sugiere que el gen ETR1 es
requerido para la regulacidon de la germinacién de semillas bajo condiciones inhibitorias,
como pueden ser la aplicacién de ABA exdgeno o NaCl (Bakshi et al. 2018), y es un regulador

negativo de la ruta de sefializacién del ABA.

= Los mutantes ein2 y etrl acumulan grandes cantidades de ABA en semillas y por ello la
germinacion se ve ralentizada (Ghassemian et al. 2000). Se cree que puede ser por la
regulaciéon positiva de la enzima NCED que participa en la biosintesis de ABA (Cheng et al.
2009).

= El mutante ein4 es menos sensible al ABA mientras que el mutante etr2 es muy
hipersensible, y estas diferencias indican que dependiendo del receptor de etileno la
regulacion es diferente (Bakshi et al. 2018).

= Se identificé un mutante con mayor sensibilidad al ABA, era3 (enhancer response to ABA3),
que posteriormente se dedujo que era un alelo del locus EIN2 (Ghassemian et al. 2000), lo
que también indica que el etileno es un regulador negativo de ABA (Beaudoin et al. 2000).
Ademas, se ha llegado a pensar que EIN2 podria ser el Unico enlace entre la sefializacién de
ABA y etileno (Ghassemian et al. 2000).

= Mutantes deficientes de ABA (abil y abi2) sobre - producen etileno, lo que nos sugiere que

el ABA puede llegar a inhibir la biosintesis de etileno (Hussain et al. 2019).

= Mutantes etrl y ein2 confieren insensibilidad al ABA y al etileno (Ghassemian et al. 2000;
Beaudoin et al. 2000), sin embargo, los mutantes abi son sdlo insensibles a ABA y no a
etileno. Por tanto, la regulacién del etileno respecto a la sefializacion del ABA esta a nivel
del EIN2 (Ghassemian et al. 2000).



= El mutante ctrl presenta una aceleracidn de la germinacion respecto al wild-type (Beaudoin

et al. 2000) mientras que el mutante ein2 la suprime (Cheng et al. 2009).

= Los mutantes etrl y etr2 tienen comportamientos distintos respecto a la germinacion. En
presencia de ABA exdgeno, etrl germina mas rapido y etr2 mas lento respecto al wild-type
(Wilson et al. 2014).

2. Objetivos

El grupo de investigacién BIO293 de la UAL ha identificado varios mutantes insensibles a etileno
en calabacin, todos ellos alterados en receptores de etileno. En este Trabajo Fin de Grado hemos
utilizado el mutante etr2b para estudiar la interaccion ABA-etileno en la germinacion de la

semilla de calabacin. Los objetivos especificos que nos propusimos fueron los siguientes:

1) Determinarla concentracién de ABA necesaria para inhibir la germinacién de las semillas
de calabacin, y desarrollar un método que nos permita evaluar la sensibilidad al ABA de
diferentes genotipos.

2) Comparar la sensibilidad al ABA de plantas WT y etr2b durante la germinacién de la
semilla de calabacin.

3) Analizar el crecimiento temprano de plantulas WT y etr2b tratadas y no tratadas con
ABA.

3. Material y métodos

3.1. Localizacién

Los ensayos se han realizado en la Escuela Superior de Ingenieria de la Universidad de Almeria,
en concreto en el laboratorio del grupo de investigacién “Genética de Horticolas” (BI0293).
3.2. Material vegetal

Se han utilizado semillas de calabacin (Cucurbita pepo).

Las variedades utilizadas han sido MUC16, como variedad control, pues se trata del fondo

genético de la mutacidn etr2b, mutante insensible a etileno, y su respectivo wild-type.

Este mutante fue aislado de una coleccién de mutantes
realizado por Garcia et al. 2018, y fue caracterizado como ;
ein3. Recientemente se ha identificado el gen responsable ’) ﬁ e
de la mutacién y se sabe que resulta homoélogo al ETR2 en : ﬂ'
Arabidopsis thaliana, por lo que ha sido denominado ﬁ \

CpETR2B (Garcia et al. 2020). {

FIGURA 7. Semillas de Cucurbita pepo



Por lo tanto, el mutante etr2b es deficiente en el receptor de etileno CpETR2B, mientras que su

wild-type no lo es.

3.3. Disoluciones utilizadas

El tratamiento control se realiza con agua destilada.

Las soluciones de 4cido abscisico (ABA) utilizadas han sido de 75uM y 100uM, preparadas en el
laboratorio a partir de ABA y agua destilada.

3.4. Instalaciones

Se ha usado una camara de cultivo climatica con los pardmetros de fotoperiodo, humedad y

temperatura controlados.
Se han programado una temperatura de 249C y humedad 80% constantes.

En las primeras 72h las semillas han germinado 100% en oscuridad, tras pasado este tiempo se
ha establecido un fotoperiodo de luz-oscuridad de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.

3.5. Ensayos realizados:

3.5.1. Optimizacién del método
Se ha procedido a la optimizacidon del método para dar con la concentracién de ABA éptima, con

la cudl podemos observar diferencias significativas sin que afecte al crecimiento de la planta.

Colocamos 24 semillas de cada genotipo repartidas en 3 tubos Falcon de 45mL. En cada tubo
20mL del tratamiento correspondiente, que seran el control (agua destilada), ABA 75uM y ABA
100pM. Las semillas se dejaron en imbibicién 20 horas en oscuridad a temperatura ambiente.

Tras el periodo indicado, las semillas se sembraron en placas de Petri entre dos papeles de filtro
empapados en 1mL de la solucion tratamiento correspondiente y fueron incubados en la cdmara
de cultivo a 242C, humedad 80% y oscuridad.

A partir de las 18 horas se tomaron datos de germinacién cada 2 horas.

Los datos obtenidos se han tratado con Excel para deducir cual es la concentracidén éptima de
ABA a utilizar.
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3.5.2. Ensayos comparativos

Tras elegir la concentracion éptima de ABA, 100uM, se realizaron cinco ensayos en distintos

tiempos, pero con iguales condiciones.

Estos ensayos han consistido en la comparacion del wild-type con el mutante etr2b, estudiando
su comportamiento frente a la germinacidén, tasa de crecimiento, longitud radicular y peso

fresco.

En este caso se han usado 30 semillas de cada variedad repartidas en 3 réplicas para cada
tratamiento, control y ABA 100uM. Las semillas se embebieron con 20mL de la solucién del
tratamiento durante 20 horas en oscuridad y a temperatura ambiente.

FIGURA 8. Preparacion de los tubos Falcon con
semillas para la imbibicién con las preparaciones
respectivas de ABA y agua destilada.

Tras pasado este tiempo, se sembraron en placas de Petri (fig. 9) con las semillas entre dos
papeles de filtro empapados en 1mL de la solucidn tratamiento correspondiente, y se incuban
en cdmara de cultivo a 242C, humedad 80% y oscuridad.

FIGURA 9. Preparacién en
placas de Petri etiquetadas
adecuadamente.

El tiempo de germinacion se estimo a partir de la siembra en placa:

= Alas 18 horas se empiezan a anotar los datos de germinacién cada dos horas.
= Alas 48 horas se tomaron la medida de la radicula y se devuelven a la placa.

= Alas 72 horas se vuelve a tomar la medida de la radicula y se traspasan a recipientes de
cristal con 5 gramos de vermiculita y 20 mL de la solucidén tratamiento y se tapan con un
film dejando un poco de aireacién (fig. 10). Se vuelven a incubar en la cdmara de cultivo,
pero en este caso se activa el fotoperiodo dia-noche.
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= Alas 192 horas se sacaron las plantulas de los botes. Se toman los datos de peso fresco

y longitud de la raiz. El material vegetal se guarda congelado para posteriores ensayos.

FIGURA 10. Preparacion en botes de cristal, con 5 gramos vermiculita y 20mL de la
solucién correspondiente.

3.6. Toma de datos:

Se toman datos manuales de la germinacién anotando el nimero de semillas germinadas cada

2 horas. Las semillas se han considerado germinadas con al menos 2 mm de longitud, como se

muestra en la figura 11.

FIGURA 11. Semillas de Cucurbita
pepo comenzando a germinar.

P .
‘.Q §

La longitud de las raices ha sido determinada con el programa “Imagel” en el que se introducen

las fotos con su escala correspondiente.

Para el peso fresco se ha usado una balanza de peso de laboratorio, separando los datos de peso
de raiz y de la parte aérea.

3.7. Tratamiento de datos:

Los datos son tratados con los programas Microsoft office Excell y IBM SPSS Statitics.

Se calculé el tiempo medio de germinacién mediante la férmula descrita en Gonzalez and Orozco
(1996):

X(n; xty)

Tm =21
m > ni

Siendo, Tm el tiempo promedio de germinacion, ti el nimero de horas después de la siembra en
placa Petriy njel nimero de semillas germinadas a la hora i.
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La tasa de crecimiento ha sido calculada en base a la media entre las diferencias de longitud de

la raiz de cada semilla segun el tiempo transcurrido:

Longitud raiz 2 — Longitud raiz 1

Tasa de crecimiento =
horas

Cada semilla ha sido etiquetada y se conocen sus datos individualmente, por lo que la tasa de

crecimiento se calcula individual para cada una de las semillas.

Ademads, hemos calculado el porcentaje de reduccién para cada parametro individual de los

genotipos en presencia de ABA respecto al agua siguiendo la siguiente formula:

o, valor en agua (H20) — valor en ABA
% reduccién = valor en agua (H20 * 100

Para el analisis estadistico se ha usado IBM SPSS Statitics con el fin de realizar un andlisis de
varianzas (ANOVA). En primer lugar, se han tenido en cuenta las cuatro premisas para poder
realizar este andlisis: normalidad, homogeneidad, aleatoriedad y valores atipicos. Segun el caso
se ha tomado el nivel de significancia (p > 0,05) mediante ANOVA o Kruskal— Wallis. Tras obtener
el resultado del analisis de varianzas se ha realizado una prueba de comparaciones multiples de

Tukey, para estudiar las diferencias entre las muestras.

4. Resultados y discusion

En este apartado se presentan los datos del efecto de la aplicacién externa de ABA sobre la
germinacion, longitud de la radicula, velocidad de crecimiento y, por ultimo, sobre el peso fresco
de las plantas WTy etr2b.

4.1. Efecto de la dosis de ABA sobre la germinacion de plantas WT y mutantes etr2b

En este ensayo se ha evaluado el efecto de dos concentraciones de ABA sobre la germinacion
de semillas MUC16 (fondo genético de las mutaciones), y semillas WT y etr2b de una misma
poblacién BC2S1. Incluimos a MUC16 como control, sabiendo que germina en agua a las 24

horas.

La figura 12 muestra el perfil de germinacién de los tres genotipos en agua y a una concentracion
de ABA 75 uM y 100 uM. Aunque el nimero de semillas utilizado en este ensayo fue muy bajo
(45 semillas), se decidié seleccionar el tratamiento de ABA 100 uM, ya que nos muestra datos
mas significativos para poder realizar el estudio posterior. En el tratamiento con ABA 75 uM la

curva de germinacidn se solapa con las muestras control (fig. 12).
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FIGURA 12. Perfil de germinacién de plantas del genotipo MUC16, y WT y mutantes etr2b segregando en una
poblacidn BC2S1, obtenida tras 2 retrocruzamientos con el fondo genético MUC16 y autofecundacién.

4.2. Comparacion de los efectos de los tratamientos externos con ABA en plantas WT y etr2b

Tras elegir como concentracion éptima 100 uM de ABA, procedemos a comparar el efecto del
tratamiento con ABA sobre la germinacion de semillas WTy etr2b, y sobre diferentes parametros
de crecimiento como la longitud de la radicula, tasa de crecimiento y peso fresco de las
plantulas. Se realizaron cinco repeticiones de 60 semillas para cada uno de los genotipos y

tratamientos.

4.2.1. Efecto sobre la germinacién

Para estimar el efecto de la interaccidn de las hormonas ABA y etileno sobre la germinacion de
las semillas se ha evaluado la curva de germinacidn, el tiempo promedio de germinacion y los
indices G50 y G100.

etr2b

FIGURA 13. Semillas WTy etr2b a las 48 h de tratamiento con ABA 100uM. Mientras que en el mutante ya han
germinado el 86,66% de las semillas, en el WT solo habian germinado el 46,66%. El retraso que produce el
ABA en la germinacidn de las semillas WT es mucho mayor que el retraso que produce en las semillas etr2b.
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La aplicacién externa de ABA en semillas produjo un retraso en la germinacion de los genotipos
WT y mutante (fig. 13), con una disminucién en la velocidad de germinacién cuando éstos se ven
afectados por la aplicacidon de ABA (fig. 14).

120 GERMINACION

80

60

% Germinacion

40

20

70 80
Tiempo (h)

WTH20 ~  ecccccece WT ABA etr2b H20 etr2b ABA

FIGURA 14. Comparacién de las tasas de germinacién de los genotipos WT y etr2b en presencia o ausencia
de ABA.

En agua, la semilla WT y mutante mostré el mismo tiempo medio de germinacion (fig. 15). Sin
embargo, tras la aplicacion de ABA, el mutante etr2b presenté un tiempo promedio de
germinaciéon de aproximadamente 34 horas, mientras que el genotipo WT mostré un tiempo
medio de aproximadamente 54 horas (fig. 15). La semilla del mutante respondié menos al ABA
que la semilla del WT, indicando que la mutacién etr2b hace que la semilla se vuelva mas

insensible al tratamiento exdgeno con ABA.
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WT H20 WT ABA etr2b H20 etr2b ABA

FIGURA 15. Comparacidén del tiempo medio de germinacion de plantas WT y mutantes etr2b en
aguay en presencia de 100 uM de ABA. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
las muestras (p < 0,05). Las barras de error representan el error estdndar.
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El resultado lo podemos confirmar también estudiando el momento en el que han germinado el
50% de las semillas y el 100%, es decir, con los indices G50 y G100 (fig. 16). No observamos
diferencias significativas para el tiempo G50 de semillas WT y etr2b en agua o en ABA (fig. 16).
En agua, las semillas WT y mutantes mostraron también el mismo tiempo de germinaciéon G100.
Sin embargo, en presencia de ABA, el genotipo WT mostrd un tiempo G100 significativamente
mas alto que el genotipo etr2b (fig. 16), lo que demuestra que la mutacién hace que las semillas
de calabacin se vuelvan insensibles al ABA. De hecho, muchas de las semillas WT no fueron
capaces de germinar en presencia de 100 uM de ABA mientras que las semillas etr2b tratadas

con ABA germinaron.

G50 - G100
250
*
200 b
—~ 150
<
o
£
g 100 a
a a a FIGURA 16. indices G50 y G100.
50 a a I Diferentes letras indican
a . . L
I I diferencias significativas entre

- n las muestras (p < 0,05). Las

barras de error representan el

G50 G100 error estandar. * No se ha

alcanzado el 100% de la

BWT H20 WT ABA etr2b H20 etr2b ABA germinaciéon en alguno de los
ensayos.

Para estimar la sensibilidad al ABA de los genotipos WT y etr2b hemos calculado el porcentaje
de reduccion en el tiempo medio de germinacién, y en los indices de germinacion G50 y G100
de semillas germinadas en presencia de 100 uM de ABA respecto de las semillas del mismo
genotipo germinadas en agua (Tabla 1). En todos los casos la sensibilidad al ABA de las semillas
WT fue mucho mayor que las semillas etr2b, aunque para el parametro G50 no se encontraron

diferencias significativas en la sensibilidad al ABA de ambos genotipos (Tabla 1).

TABLA 1. Comparacién de la sensibilidad al ABA entre plantas WT y etr2b utilizando el % de reduccion en el tiempo
medio de germinacion y en los indices G50 y G100 de semillas germinadas en presencia de ABA respecto de semillas
germinadas en agua. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

Tiempo medio de G50 G100
germinacion
%
Genotipo N % reduccion Rango reduccion Rango % reduccion Rango
WT 3 87,76° 75-100 37,042 4-70 291,3° 265-317
etr2b 3 36,26° 17-65 13,632 9-18 54,052 13-94
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El genotipo WT es el que mas afectado resulta tras la aplicacién de ABA 100 uM, mientras que
etr2b se muestra mas insensible al ABA. Estos resultados nos sugieren que el receptor de etileno
CpETR2B de Cucurbita pepo puede estar conectado con la sefializaciéon del ABA durante la
germinacion de las semillas favoreciendo la dormicidn. Los mutantes insensibles a etileno de
Arabidopsis también muestran alteraciones en la produccién y sensibilidad al ABA (Ghassemian
et al. 2000; Beaudoin et al. 2000). El mutante deficiente en el receptor ETR1 se muestra mas
insensible al ABA durante la germinacidn de las semillas, lo que no ocurre en el caso del mutante
deficiente en el receptor ETR2 (Bakshi et al. 2018; Wilson et al. 2014). Ademas, también se ha
visto que otros receptores como EIN4 en Arabidopsis thaliana actian de igual manera que ETR1,
y en los mutantes la germinacidn se ve favorecida (Hussain et al. 2019; Cheng et al. 2009).

4.2.2. Efecto sobre la longitud de la raiz

Con el fin de conocer si existen diferencias respecto a la longitud radicular y el desarrollo de la
planta se han dejado crecer las semillas en botes de cristal hasta el estado de plantula (fig. 17).

WT H20 = etr2b H20
o

o

o
\ J
n
%
48h 72h 192h 48h 72h 192h
WT ABA etr2b ABA
\
o
48h 72h 192 h 48h 72h 192 h

FIGURA 17. Estado de las semillas y plantulas de los genotipos WT y etr2b a los distintos tiempos en los que se ha
evaluado la longitud radicular.
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La aplicacion externa de ABA en las semillas afectd al crecimiento radicular inhibiendo el
correcto desarrollo de la plantula, ambos genotipos se vieron afectados (fig. 18). El analisis
estadistico nos revela, sin embargo, que las raices del mutante se ven menos afectadas por el
tratamiento de ABA, lo que vuelve a confirmar que el mutante etr2b es mads insensible a ABA
que el WT.
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FIGURA 18. Comparacidon de la longitud radicular a las 48, 72 y 192 horas de plantas WT y etr2b
control y tratadas con ABA. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras (p
< 0,05). Las barras de error representan el error estandar.

Para estudiar las diferencias tras la aplicacion de ABA en los genotipos WT y etr2b, se ha
analizado el porcentaje de sensibilidad al ABA para la longitud de las radiculas a las 48, 72 y 192
horas (fig. 17). La longitud radicular aumenta en el genotipo etr2b mostrando un menor
porcentaje de sensibilidad al ABA (Tabla 2).

TABLA 2. Comparacion de la sensibilidad al ABA entre plantas WT y etr2b utilizando el % de reduccidn de la longitud
radicular para las 48, 72 y 192 h en presencia de ABA respecto al tratamiento en agua. Diferentes letras indican
diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

Longitud 48h Longitud 72h Longitud 192h
Genotipo N % reduccion Rango % reduccion Rango % reduccion Rango
WT 27 332 43-85 46,8° 9-97 53,3 4-94
etr2b 29 23,82 (-7)-65 29,12 8-96 37,8 (-13)-63
o000
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Las hormonas ABA vy etileno participan sinérgicamente en la inhibicién del desarrollo de la raiz
(Ghassemian et al. 2000; Hussain et al. 2019). Se ha comprobado que los mutantes insensibles
a etileno en Arabidopsis thaliana reducen la respuesta de las raices al ABA (Beaudoin et al. 2000),
y, por tanto, no resulta inhibido su crecimiento. En el caso de este ensayo con Cucurbita pepo el
crecimiento de la raiz se ve disminuido en el tratamiento con ABA, pero la reduccion en el

desarrollo radicular fue mayor en el WT que en el mutante etr2b.

4.2.3. Efecto sobre la tasa de crecimiento de las raices

La tasa de crecimiento ha sido determinada teniendo en cuenta la longitud de la raiz a diferentes

tiempos, siguiendo la férmula indicada en material y métodos.

En el primer periodo evaluado, crecimiento desde las 48 a las 72 horas, el mutante etr2b en
tratamiento control presenta mayor tasa de crecimiento que el resto de las muestras,
encontrando diferencias con el genotipo WT control (fig. 19). Ademas, las diferencias entre los
tratamientos con ABA para ambos genotipos también son notorias, se observa como en este
caso la tasa de crecimiento disminuye. En el caso del segundo periodo, de las 72 a las 192 horas,
el genotipo etr2b en agua sigue siendo mayor, pero el resto de genotipos se ven estabilizados
(fig. 19).

TASA DE CRECIMIENTO (cm/h)
0,14

d

0,12

0,1 b

b
0,08 I
a
0,06 c
0,04 I )
b
0,02 b I
B
0
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W WT H20 WTABA metr2b H20 etr2b ABA

FIGURA 19. Tasa de crecimiento en dos periodos, para los distintos genotipos y tratamientos.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05). Las barras de error
representan el error estandar.

El genotipo WT en tratamiento control y etr2b en tratamiento ABA casi presentan la misma tasa
de crecimiento, aun estando etr2b afectado por el ABA (fig. 20). Estos datos indican que, aunque
el ABA es capaz de disminuir la tasa de crecimiento de las raices en las plantas WT y mutantes,

la velocidad de crecimiento de la raiz en el mutante es mucho mayor que la del WT.
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FIGURA 20. Variacion radicular de los genotipos WT y etr2b en los distintos tratamientos.

Para la tasa de crecimiento el grado de sensibilidad al ABA del genotipo etr2b es mucho mayor
que el WT (Tabla 3) en el segundo periodo, donde se estabilizan todas las muestras salvo la del
etr2b sin tratamiento que continda creciendo. A pesar de que finalmente las plantulas etr2b
consiguen mayor longitud radicular que las plantulas WT, como comprobamos en el apartado
anterior (fig. 18), el genotipo etr2b resulta mas afectado por el tratamiento con ABA, respecto a
la tasa de crecimiento, comparandolo con su control. En el primer periodo, de las 48 a las 72

horas, no hay diferencias significativas (Tabla 3).

TABLA 3. Comparacion de la sensibilidad al ABA entre plantas WT y etr2b utilizando el % de reduccion para la tasa
de crecimiento en plantulas con tratamiento ABA respecto al agua. Diferentes letras indican diferencias significativas
entre las muestras (p<0,05).

48-72h 72-192h
Genotipo N % reduccion Rango % reduccion Rango
WT 12 44,82° (-1)-95 12,43° (-117)-100
etr2b 14 35,26° 15-94 58,07° 20-97
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4.2.4. Efecto sobre el peso fresco

El peso fresco ha sido evaluado en el estado de pldntula (fig. 21), pasadas 192 horas desde la
siembra en placa Petri. Se tomd el peso de la biomasa total, y, por separado, el de la raizy el de
la parte aérea de cada plantula.

FIGURA 21. Apariencia de algunas de las plantulas en el momento que se evalud el peso fresco para los genotipos
WTYy etr2b, en tratamiento control (H>0) y ABA 100 uM. Se puede ver como las plantulas mutantes etr2b presentan
mayor raiz que las plantas WT.
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El peso fresco de la biomasa total se muestra mas o menos uniforme en todas las muestras,
salvo en el caso del genotipo etr2b en tratamiento control que presentd significativamente

mayor peso (fig. 22).
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FIGURA 22. Representacion del peso fresco de la biomasa, raiz y parte aérea de las plantulas.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05). Las barras de error
representan el error estandar.

Si analizamos el peso de la raiz, podemos observar como el genotipo etr2b presenta un
comportamiento similar tanto en tratamiento con ABA 100 uM como en control (fig. 22). El
genotipo wild — type si muestra diferencias entre los tratamientos, viéndose mas afectado en
tratamiento con ABA, como pudimos comprobar al analizar la longitud radicular.

En el caso de la parte aérea de la plantula, el resultado ha sido resaltante en el caso del genotipo
WT en el que podemos ver que, aunque presenta menor raiz, su parte aérea presenta mayor
peso (fig. 22) respecto al tratamiento control. El genotipo etr2b disminuye en este caso la parte
aérea en el tratamiento ABA comparado con su control en agua, pero su peso es similar al del
genotipo WT en agua (fig. 22).

Estudiamos el indice de sensibilidad al ABA de cada genotipo para estos tres parametros (Tabla
4), y comprobamos que el genotipo etr2b muestra menor sensibilidad en el caso de la raiz como
vimos en el apartado anterior (Tabla 2). La parte aérea del genotipo WT se muestra menos
sensible al tratamiento con ABA, viéndose favorecida. En el caso de la biomasa global no

encontramos diferencias en ambos genotipos.
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TABLA 4. Comparacion de la sensibilidad al ABA entre plantas WT y etr2b utilizando el % de reduccidn para la tasa de
crecimiento en plantulas con tratamiento ABA respecto al agua. Diferentes letras indican diferencias significativas
entre las muestras (p<0,05).

Biomasa Raiz Parte aérea
Genotipo N % reduccion Rango % reduccion Rango % reduccion Rango
WT 25 3,52 (-103)-99 63,4° (-10)-99 -82,5a (-252)-65
etr2b 29 312 (-20)-86 38,9° (-58)-96 26,4b (-20)-82
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5. Conclusiones

PRIMERA: El receptor de etileno CpETR2b de Cucurbita pepo parece interaccionar en la ruta de
sefalizacion del ABA durante la germinacion favoreciendo la dormiciéon de las semillas. Como
consecuencia, el mutante deficiente en este receptor es menos sensible al ABA que el
genotipo WT durante la germinacién de la semilla.

SEGUNDA: El mutante etr2b de calabacin se ve favorecido respecto al genotipo WT durante el
desarrollo radicular, aumentando su tasa de crecimiento. Los tratamientos con ABA indican

que este mutante insensible a etileno etr2b es también mas insensible a ABA para el desarrollo
radicular.

TERCERA: La aplicacién exdgena de ABA afecta notablemente al crecimiento y vigor de las
plantulas. El mutante insensible a etileno etr2b es mas insensible a ABA en el desarrollo

radicular, pero el ABA afectd por igual al crecimiento aéreo y a la biomasa total de plantas WTy
mutantes.
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