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RESUMEN

RESUMEN

El primer paso critico para la produccion de cultivos, y que determina el éxito o el
fracaso de la cosecha, es el establecimiento correcto de las plantulas tras la imbibicion y
germinacién de las semillas. La germinacién, definida como la emergencia de la radicula
a través del endospermo y la testa, es un proceso controlado por la interaccion entre el
genotipo y las condiciones ambientales y regulado por el balance de dos hormonas con
efectos antagdnicos, el acido abscisico (ABA) y las giberelinas (GAs). El conocimiento
de los procesos basicos que regulan la germinacion se ha obtenido, en gran medida,
gracias al estudio de la planta modelo Arabidopsis, un pariente cercano de los cultivos de
Brassica. Estos estudios han proporcionado una guia valiosa para interpretar y abordar el
analisis de este proceso en especies cultivables con valor agronémico. Entre las
condiciones ambientales que afectan al proceso de germinacion, las altas temperaturas
limitan la productividad de los cultivos, aunque los mecanismos reguladores de respuesta
en semillas no son bien conocidos.

En trabajos previos realizados en el laboratorio, se describio una red génica esencial
para la germinacion de las semillas de Arabidopsis thaliana en respuesta a GAs. Dicha
red esta controlada por dos factores de transcripcion (FT) con papeles antagonicos, RGL2,
la principal proteina DELLA encargada de inhibir el proceso germinativo, y el FT
NAC?25, un regulador positivo de la expansion celular del endospermo y la germinacion.
A su vez, estos FTs controlan la expresion del gen EXPA2 (EXPANSINA 2) y otros genes
que codifican enzimas de remodelacion de la pared celular (CWRES) en el endospermo.
Adicionalmente, en estos trabajos se obtuvieron evidencias preliminares de que dicha red
podria integrar también la sefializacion por brasinoesteroides (BRs) mediante la
participacion del FT de tipo bHLH. Los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis
nos han permitido comprobar que este FT de tipo bHLH interacciona con RGL2 y NAC25
y regula la expresion de la EXPA2 a través de las secuencias E-box y G-box presentes en
su promotor. Ademas, el analisis de mutantes de pérdida de funcion del gen confirmé que
el FT de tipo bHLH es necesario para integrar la sefializacion mediada por BRs durante
la germinacion en Arabidopsis.

El segundo objetivo de esta tesis era establecer las caracteristicas germinativas basicas
de colza, Brassica napus, un cultivo de Brassica de gran interés agronémico. Para ello,
se abordd el andlisis en profundidad de 6 variedades de invierno de colza que muestran
una gran variabilidad en el desarrollo del proceso germinativo. Los resultados indican que
la velocidad de germinacién es el principal componente que contribuye a esta
variabilidad. EI andlisis comparativo entre estas variedades nos ha permitido determinar
los procesos metabdlicos y hormonales comunes entre ellas. Ademas, hemos identificado
los niveles de malato y aspartato, asi como el balance ABA/GAs como marcadores
cruciales del rendimiento germinativo. También se demostrd que las interacciones
proteicas entre FTs claves en la germinacion de Arabidopsis thaliana estan conservados
en B. napus. Finalmente, estudios transcriptdmicos comparativos entre variedades con
distintas dindmicas germinativas nos han permitido identificar varios genes y procesos
bioldgicos cuya activacion temprana podria ser responsable de las diferencias en
germinacién observadas.

Vil
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Por ultimo, se estudio el efecto de una temperatura mas célida en la germinacion de
las semillas de B. napus. Para ello, se utilizaron 12 variedades de primavera de colza que
respondian de forma diferencial a este aumento de temperatura. El analisis de sus
dindmicas de germinacion nos ha permitido identificar los principales caracteres que
contribuye a la variabilidad de respuesta al aumento de temperatura durante la
germinacion. Ademas, distintos estudios celulares del embrion de semillas de B. napus
durante la germinacién y en respuesta al aumento de temperatura, nos permitié determinar
el escaso papel de la activacion del meristemo radicular en la regulacion de este proceso.
Finalmente, llevamos a cabo un andlisis transcriptomico comparativo entre dos
variedades de colza que diferian en la respuesta al aumento de temperatura. Estos analisis
nos han permitido obtener evidencias de que la aceleracion de la germinacion en respuesta
a temperatura viene precedida por la activacion precoz de genes de procesos reguladores
clave en dicho proceso, asi como la represion adelantada de genes relacionados con la
maduracion y la dormicion de las semillas.

En conjunto, hemos descrito un modulo integrador de la sefializacion por GAs y BRs
durante la germinacién de Arabidopsis, asi como identificado los procesos hormonales y
metabolicos claves de la germinacion de B. napus y el efecto de la temperatura sobre los
mismos. Los conocimientos y datos generados en estas Tesis son de gran importancia
para arrojar luz sobre el proceso de germinacion en plantas de la familia de las
Brasicaceas, y podrian ser utilizados para facilitar el estudio de la germinacién en cultivos
emparentados. Ademas, los genes claves identificados que regulan dicho proceso se
podrian usar como posibles dianas para la mejora del rendimiento germinativo en estos
cultivos.

VI
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ABSTRACT

The first critical step for crop production, which determines the success or failure of
the harvest, is the correct establishment of seedlings after imbibition and germination of
the seeds. The latter is defined as the emergence of the radicle through the endosperm and
the testa. Germination is a process controlled by the interaction between the genotype and
environmental conditions and regulated by the balance of two hormones with antagonistic
effects, abscisic acid (ABA). and gibberellins (GAs). Knowledge of the basic processes
that regulate germination has been obtained to a large extent from the study of the model
plant Arabidopsis, a close relative of Brassica crops. These studies have provided a
valuable guide to interpret and address the analysis of this process in cultivable species
with agronomic value. Among the environmental conditions that affect the germination
process, high temperatures are an important environmental factor that limits crop
productivity. However, the regulatory mechanisms of the response to increased
temperatures in seeds are not well known.

In previous work carried out in the laboratory, an essential gene network for the
germination of Arabidopsis thaliana seeds in response to GAs was described. This
network is controlled by two transcription factors (TFs) with antagonistic roles, RGL2,
the main DELLA protein responsible for inhibiting the germinative process, and NAC25,
a TF which promotes the germination process in response to GAs. In turn, these TFs
control the expression of the EXPA2 gene (EXPANSIN 2) and other genes encoding cell
wall remodeling enzymes (CWRES) in the endosperm. Additionally, preliminary
evidence showed that this network could also integrate brassinosteroids (BRs) signaling
through the participation of a bHLH-type TF. The results obtained during the
development of this thesis have allowed us to verify that the bHLH-type TF interacts with
RGL2 and NAC25 and regulates the expression of EXPA2 through the E-box and G-box
sequences localized in its promoter. Furthermore, analysis of loss-of-function mutants
confirmed that the bHLH-type TF is required to integrate BRs-mediated signaling during
germination in Arabidopsis.

The second objective of this thesis was to establish the basic germinative
characteristics of oilseed rape (Brassica napus), a Brassica crop of great agronomic
importance. In this context, an in-depth analysis of 6 winter varieties of oilseed rape that
show great variability in the development of the germination process was addressed. The
results obtained in these analyzes indicate that germination speed is the main component
that contributes to this variability. Moreover, the comparative analysis between these
varieties has allowed us to determine the common metabolic and hormonal processes
between them. In addition, we have identified that malate and aspartate levels, as well as
the ABA/GAs balance are crucial markers of germination performance. We have also
showed that the main protein interactions between key TFs in Arabidopsis thaliana
germination are conserved in B. napus. Finally, comparative transcriptomic studies
between varieties with different germination dynamics have allowed us to identify several
genes and biological processes whose early activation could be responsible for the
observed germination traits differences.
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Finally, the effect of a warmer temperatures on the germination of B. napus seeds was
studied. For this goal, 12 spring varieties of oilseed rape that responded differentially to
warmer temperatures were used. The analysis of its germination dynamics has allowed
us to identify the main traits that contributes to the variability of their response to an
increase in temperature during germination. In addition, different cellular studies of the
B. napus seed embryo during germination and in response to increased temperatures, have
allowed us to determine the little role of root meristem activation in the regulation of this
process. Finally, we carried out a comparative transcriptomic analysis between two
oilseed rape varieties with different responses to warmer temperatures. These analyzes
have allowed us to obtain evidence that the acceleration of germination in response to
temperature is preceded by the early activation of genes related with key germination
regulatory processes, as well as the earlier repression of genes related to maturation and
dormancy of the seeds.

Taken together all these results, we have been able to describe an integrative module
of GAs and BRs signaling during Arabidopsis germination together with the
identification of key hormonal and metabolic processes of B. napus germination and the
effect of temperature on them. The knowledge and data generated in this Thesis are of
great importance to shed light on the germination process in plants of the Brassicaceae
family and could be used to facilitate the study of germination in related crops. In
addition, the key genes identified could be used as possible targets to improve germinative
yield in these crops.
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1. LA GERMINACION DE LAS SEMILLAS

La germinacién es el proceso del desarrollo de las plantas en el que el embrion, que
se encuentra dentro de la semilla, reanuda el crecimiento y su radicula atraviesa las
diferentes capas de la semilla para establecer una plantula viable.

1.1. Estructuray desarrollo de las semillas

La semilla es el 6rgano encargado de contener y mantener viable el embrion que, en
condiciones idoneas, es capaz de desarrollarse para dar lugar a una planta adulta. La
semilla estd compuesta por 3 elementos diferenciados: el embrion, encargado de dar lugar
a una planta adulta, el endospermo y la testa (Figura 1). Los tres componentes de la
semilla se forman a partir de distintos tejidos tras la fecundacion del 6vulo en el ovario.

a b

Cotiledones

- Hipocotilo X

- Radicula

Endospermo

Testa

Figura 1. Esquema de los componentes de la semilla. (a) Semilla de la especie modelo
Arabidopsis thaliana. (b) Semilla de la especie Brassica napus. En rojo se marcan los
6rganos que componen el embrién. Modificado de Carrera-Castafio et al (2020).

El embridn se produce de la fecundacion de la ovocélula por parte de una de las dos
células espermaticas, ambas haploides y aportadas por los granos de polen, siendo por
tanto diploide y con material genético materno y paterno. EI endospermo es triploide y se
desarrolla a partir de la fecundacidn de las células centrales diploides del 6vulo por una
de las células espermaticas. La anatomia y funcién del endospermo es un rasgo que varia
ampliamente entre especies vegetales, siendo en algunos casos el principal tejido de
reserva de la célula mientras que, en otros, forma una sola capa de células que separa al
embridn de la testa. También hay especies, como el guisante o la soja, en las que los
nutrientes del endospermo son absorbidos por el embrién durante el proceso de
maduracion de la semilla (Yan et al., 2014a). Por su parte, la testa es un tejido desarrollado
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a partir de los integumentos y, por lo tanto, diploide y de procedencia exclusivamente
materna. Es un tejido formado por diferentes capas, el tegumento externo formados por
dos capas celulares y el tegumento interno formada por tres capas, que tras el proceso de
maduracion acaban muriendo para formar un tejido que actia como proteccion del
embridn, pero a la vez permitiendo la interaccion de la semilla con el medio que les rodea
(Haughn and Chaudhury, 2005).

Tras esta doble fecundacion, la formacién y el desarrollo de la semilla y sus
componentes para dar lugar a la semilla madura ocurre en dos etapas, la morfogénesis y
la maduracion de la semilla. La morfogénesis es el proceso en el que se definen los
patrones de desarrollo coordinado entre el embrion (embriogénesis) y el endospermo
(Goldberg et al., 1994). La maduracion de la semilla ocurre una vez finalizada la
morfogénesis y se puede dividir, a su vez, en dos etapas. En la primera, el embrion crece
hasta ocupar todo el espacio disponible de la semilla y el endospermo termina su proceso
de formacion (Hands et al., 2016). En esta etapa también se produce la acumulacion de
las sustancias de reservas y se inicia el proceso para alcanzar la dormicion que impide
una germinacién prematura de la semilla (Raz et al., 2001). La segunda etapa viene
definida por un proceso de adaptacion de la semilla a las condiciones de sequedad a la
que va a ser sometida (Vicente-Carbajosa and Carbonero, 2005). Asi, la semilla entra en
un estado de quiescencia metabdlica y de tolerancia a estrés hidrico que se conoce como
dormicion (Locascio et al., 2014).

1.2.  Aspectos generales de la semilla

La viabilidad de las semillas viene dada tanto por las condiciones ambientales en las
que se desarrolla la planta madre como por las que se encuentran las semillas, una vez
finalizada la fase de maduracidn. Por tanto, la viabilidad y capacidad germinativa de las
semillas viene definida por la interaccion entre las condiciones ambientales y la
composicion genética de la planta y las semillas producidas. Esta interaccion determinara
los niveles de longevidad, dormicion y potencial germinativo de las semillas.

La longevidad de la semilla es el periodo de tiempo durante el cual la semilla se
mantiene viable y es capaz de mantener el potencial germinativo para dar lugar a una
planta adulta. Mientras que algunas especies de interés comercial muestran longevidades
muy cortas, otras especies han demostrado tener una gran capacidad de resistencia al
deterioro a lo largo del tiempo (Shen-Miller et al., 2002; Sallon et al., 2008). Hay varios
procesos que afectan a la adquisicion de este caracter. Entre estos destacan la
ralentizacion o parada metabdlica de la semilla, asi como el establecimiento de sistemas
para contrarrestar el estrés oxidativo y reparar los posibles dafios provocados en acidos
nucleicos y proteinas (Sano et al., 2016). Con el tiempo, el dafio acumulado en la
maquinaria celular y sus componentes, y la accién de las especies reactivas del oxigeno
(ROS), conlleva una pérdida en la viabilidad de la semilla que resulta en la ralentizacion
o imposibilidad de germinar (Carrera-Castano et al., 2020).

La dormicion, por su parte, es el proceso por el que la semilla madura y viable
permanece en un estado de latencia en el que es incapaz de germinar pese a la presencia
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de condiciones favorables para ello (Penfield, 2017). Aunque este proceso bloquea la
germinacién incluso en situaciones aparentemente idoneas, supone una ventaja
adaptativa. Por un lado, facilita la dispersion de las semillas y evita la competencia por
los recursos entre ellas y la planta madre, y por otro, asi como permite que el crecimiento
vegetativo tenga lugar cuando las condiciones sean las méas favorables. En las semillas de
angiospermas la dormicion fisioldgica es la mas habitual y puede ser tanto primaria,
establecida durante el proceso de maduracion de la semilla, como secundaria (Finch-
Savage and Leubner-Metzger, 2006; Bewley et al., 2013; Willis et al., 2014). La aparicion
de esta Gltima se da cuando la semilla pierde la dormicién primaria y las condiciones
ambientales no son aptas para la germinacion (Cadman et al., 2006), indicando que son
los factores ambientales los que condicionan la aparicion e intensidad de la dormicion
secundaria. A nivel molecular, unas condiciones no idéneas para la germinacién se
traducen en un cambio en el equilibrio hormonal, principalmente, entre el acido abscisico
(ABA) vy las giberelinas (GAs) (Carrera-Castafio et al., 2020). Un nivel alto de ABA 'y
bajo de GAs promueve el mantenimiento del estado de dormicién, mientras que la
inversion de estos niveles elimina la dormicion permitiendo el inicio de la germinacion si
las condiciones ambientales son las adecuadas (White et al., 2000; Yamaguchi, 2008;
Nambara et al., 2010; Steber et al., 2013). DOGL1 es el principal encargado de mantener
la dormicién aumentando el balance ABA/GAs cuando las condiciones de temperatura
no son las adecuadas (Chiang et al., 2011; Kendall et al., 2011). Ademas de la
disminucion del balance ABA/GAs, la dormicién también se pierde por otros cambios
moleculares que afectan a la sensibilidad a estas dos hormonas. Asi, la sensibilidad a
ABA puede disminuir mientras que se incrementa la sensibilidad a GAs mediante la
acumulacion de sus receptores (Corbineau et al., 2002; Koornneef et al., 2002; Leubner-
Metzger, 2002; Ali-Rachedi et al., 2004; Chiwocha et al., 2005; Carrera-Castafio et al.,
2020). Estas pérdidas de la dormicion se pueden dar por dos procesos diferentes entre si,
el after-ripening y la estratificacion de la semilla. El after-ripening es un periodo de
tiempo variable en el que la semilla pierde su dormicidn al ser expuesta a situaciones de
baja humedad y temperatura ((Donohue et al., 2005; Kucera et al., 2005; Bair et al., 2006).
Los mecanismos moleculares que subyacen a este proceso, ademas de los cambios
hormonales mencionados, incluyen cambios en la acumulacion de &cidos ribonucleicos
mensajeros (MRNA), proteinas y en la actividad enzimatica de la semilla (Borghetti et
al., 2002; Bove et al., 2005; Job et al., 2005; Chibani et al., 2006; Finch-Savage et al.,
2007; Leymarie et al., 2007; Carrera et al., 2008; Arc et al., 2011). Por otro lado, la
estratificacion es un proceso, mucho mas breve que el after-ripening, en el que las
semillas pierden la dormicion tras someterse durante unos dias a condiciones de alta
humedad y bajas temperaturas. El tratamiento de las semillas a baja temperatura provoca
la expresion de los genes de los receptores de GAs, la familia GID1 (Lee et al., 2010), y
a su vez, contrarresta la funcion de SPT (SPATULA), un factor de transcripcién que
reprime la expresion de los genes de biosintesis de GAs (Penfield et al., 2005). Por otro
lado, la presencia de luz tras la estratificacién provoca la represion de PIL5, otro FT que,
al igual que SPT, reprime los genes de biosintesis de GAs (Oh et al., 2004, 2006, 2007;
Dong et al., 2008).

A nivel agronémico, interesa que los cultivos produzcan semillas con un gran nivel
de longevidad, pero con un nivel moderado de dormicion, lo que permitira la germinacion
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de los cultivos en el momento méas 6ptimo, aunque evitando una germinacion prematura
en el fruto (viviparismo)sin comprometer su viabilidad

1.3. Etapas de la germinacion

Una vez que se ha completado el proceso de maduracion y se supera la dormicion, la
semilla esta preparada para llevar a cabo la germinacion. En este proceso la semilla pasa
de un estado de quiescencia a otro de activacion metabdlica que comienza cuando la
semilla se encuentra en condiciones ambientales favorables y dispone de una cantidad
adecuada de agua (Weitbrecht et al., 2011; Rajjou et al., 2012). A nivel mecénico, en la
germinacién se pueden definir tres eventos principales: la ruptura de testa, la ruptura del
endospermo vy la protrusion de la radicula (considerada como germinacion sensu stricto).

Al comienzo de la germinacion, la entrada repentina de agua provoca el hinchamiento
de la semilla, la rehidratacion del embrion y el endospermo y la reactivacion de la
respiracion celular y el metabolismo. No obstante, esta entrada de agua también provoca
dafios en membranas, proteinas y acidos nucleicos que son reparados por la maquinaria
celular acumulada durante la fase de maduracion (Powell and Matthews, 1979; Bray and
West, 2005; Waterworth et al., 2010; Weitbrecht et al., 2011). Una vez que los niveles de
agua permanecen estables en la semilla, la maquinaria celular reactiva la sintesis de
proteinas que participan en el proceso de germinacién. Por ejemplo, la sintesis de enzimas
remodeladoras de la pared celular, CWREs, debilitan la robustez de estas facilitando los
procesos de elongacion celular en el embrion y el debilitamiento del endospermo que
provocan la ruptura de testa (Penfield et al., 2006a; Linkies et al., 2009; Lee et al., 2010;
Zhang et al., 2011; Dekkers et al., 2013; Graeber et al., 2014; Rombola-Caldentey et al.,
2014; Sanchez-Montesino et al., 2019). Como consecuencia de la ruptura de la testa y del
debilitamiento de las paredes celulares, la entrada de agua en la semilla vuelve a
incrementarse, provocando una mayor expansion celular que deriva en la protrusion de la
radicula a través de del endospermo vy la testa (Schopfer, 2006; Nonogaki et al., 2010;
Weitbrecht et al., 2011; Yan et al., 2014b).

En resumen, la germinacion es un proceso complejo que comprende la integracion de
numerosas sefiales endégenas y ambientales, y que a nivel celular se traducen en cambios
metabolicos, moleculares y transcriptdmicos, asi como en alteraciones en los niveles
hormonales.

1.4. Cambios metabdlicos durante la maduracion y la germinacion de la
semilla

Durante el ultimo estadio de la maduracion, la semilla acumula proteinas, lipidos y
carbohidratos. Posteriormente sufre un intenso evento de desecacion entrando en un
estado de quiescencia metabolica. En este estado, la semilla es capaz de retener su
potencial germinativo durante largos periodos de almacenamiento (Roberts, 1973). Una
vez que la semilla se embebe y comienza el proceso de germinacién, se reactivan los
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diferentes procesos necesarios para permitir la transicion de semilla a plantula en los que
los metabolitos acumulados previamente son claves (Weitbrecht et al., 2011; Nonogaki,
2014; Paszkiewicz et al., 2017). Estos procesos incluyen la respiracion celular, la
adquisicion de energia, la reactivacion de los mecanismos de reparacion, la movilizacién
de sustancias de reserva y la biosintesis de proteinas a partir de mMRNA almacenado o
recién sintetizado. Todos ellos procesos necesarios para la transicion desde un sistema de
nutricion heterétrofa a uno autétrofa (Holdsworth et al., 2008b; Rajjou et al., 2012).

Cambios metabélicos
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Figura 2. Cambios en los niveles de metabolitos localizados en diferentes organulos
celulares de las semillas. (a) Cambios metabdlicos que se dan durante el proceso de
desecacion de una semilla madura. (b) Cambios metab6licos que ocurren durante el
proceso de imbibicion y germinacion de las semillas. Las letras azules indican niveles de
metabolitos que disminuyen, mientras que las rojas, metabolitos que aumentan. Los
organulos verdes son los plastidos; los rosas, las mitocondrias y en azul, los glioxisomas).
Las flechas indican uno a varios pasos enziméticos. AsA, Ascorbato; DHA,
dehidroascorbato; FA, &cidos grasos; Fum, fumarato; Isocit, isocitrato; Mal, malato; 20G,
2-oxoglutarato; OAA, oxaloacetato; 3PGA, 3-fosfoglicerato; Pyr, piruvato; Shik,
shikimato; Succ, succinato. Modificado de Fait et al. (2006).

Durante el proceso de maduracidn, los niveles de metabolitos primarios (aminoéacidos,
azUcares, polioles y acidos organicos) disminuyen ya gque estos metabolitos se utilizan
para la sintesis de acidos grasos y aminoacidos, que en Gltimo término se usan para
generar los aceites y proteinas de reserva de las semillas (Fait et al., 2006). Los lipidos
que se acumulan en el endospermo de la semilla difieren de los del embrion. Esta
diferencia también se refleja en su catabolismo dado que los lipidos del endospermo se
movilizan mas rapidamente que los del embrion tras el comienzo de la germinacion
(Penfield et al., 2004, 2006a).
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En el proceso de secado de la semilla (Figura 2a), los niveles de fructosa-6-fosfato y
de glucosa-6-fosfato disminuyen, provocando una disminucion en la glicélisis (Fait et al.,
2006). Sin embargo, se produce una acumulacion de ciertos aminoacidos (asparagina,
lisina, arginina, triptéfano, fenilalanina, tirosina, serina y alanina), asi como azucares y
acidos organicos. En particular, destaca la acumulacién de la rafinosa, que ocurre desde
la maduracién y actia como una fuente de energia, asi como protector de las membranas
celulares durante la desecacion (Baud et al., 2002). La trehalosa, es otro carbohidrato que
se acumula durante esta etapa, siendo muy importante en la estabilizacién y proteccién
de proteinas frente a la desecacion (Kaushik and Bhat, 2003). Ademas de la acumulacion
de amino&cidos y azUcares, también se observa un incremento en los niveles de acidos
grasos y compuestos derivados, como el glicerol, debido a la degradacién de los aceites
de la semilla (Chia et al., 2005). La degradacion de lipidos en esta etapa de secado provee
de energia a la semilla para continuar con su actividad metabdlica, pero también se ha
sugerido que podria suponer la generacion de metabolitos de forma mas rapida y mas
facilmente disponibles favoreciendo asi la recuperacion metabodlica en los primeros
momentos de la germinacion (Fait et al., 2006).

Con el proceso de imbibicion (Figura 2b), la semilla pasa de un estado de quiescencia
a uno de activacion total de los procesos metab6licos necesarios para mantener,
energéticamente, la germinacion. Este cambio ocurre en cuestion de minutos ya que, por
ejemplo, las mitocondrias de las semillas son completamente funcionales a los 15 minutos
tras la entrada de agua (Paszkiewicz et al., 2017). Este hecho concuerda con la rapida
produccion de ATP y el inicio del intercambio gaseoso en la semilla que tiene lugar en
los primeros minutos de la germinacién (Botha et al., 1992; Spoelstra et al., 2002;
Benamar et al., 2008). En estos primeros momentos, los niveles de metabolitos primarios
acumulados durante las fases de maduracién y desecacion empiezan a disminuir ya que
son utilizados répidamente para la generacion de energia. Ademas, se observa una
acumulacion de hexosas-fosfato, lo que podria indicar la entrada de azlcares en la ruta de
la glicdlisis y del 2-oxoglutarato e isocitrato, intermediarios del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (TCA), fruto de la activacion de estas dos rutas metabdlicas tras la
imbibicion (Bettey and Finch-Savage, 1996; Gallardo et al., 2001; Fu et al., 2005; Fait et
al., 2006; Wakao et al., 2008; Smiri et al., 2009; Miller et al., 2010). En Arabidopsis, los
lipidos acumulados en el endospermo en forma de triacilgliceroles se convierten en
sacarosa a través de la ruta del glioxilato, y esta se transporta al embrion para ser usada
como fuente de energia (en la glicolisis, el ciclo de Krebs, la fosforilacion oxidativa y el
transporte de electrones en la mitocondria) y carbono (Penfield et al., 2004). También se
observa un aumento en los niveles de metabolitos del TCA, malato, citrato y succinato
(Angelovici et al., 2011), siendo el malato un metabolito importante ya que puede
oxidarse a oxalacetato, que es el precursor de la gluconeogénesis (Eastmond and Graham,
2001). Por lo general, durante la imbibicion y la germinacion, los niveles de la mayoria
de los aminoacidos se reducen, pero algunos de ellos, como el aspartico, el glutamico y
la treonina, se acumulan durante este periodo. El aspartico y el glutamico son substratos
de las asparto- y alanina-aminotransferasas que se activan durante la germinacion para
participar en las rutas respiratorias, asi como en la produccion de oxalacetato (Perl, 1986;
Bothaetal., 1992; Miyashita et al., 2007; Rocha et al., 2010). El incremento en los niveles
de aspartico y treonina indican una activacion de la sintesis de este ultimo aminoéacido a
partir de la via de la aspartato-quinasa, lo que también conlleva un incremento en los
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niveles de metionina, siendo esta via importante para el crecimiento de la plantula
(Ravanel et al., 2004).

En etapas més tardias de la germinacién se produce un aumento en los niveles de
azUcares como la fructosa, la glucosa, la maltosa, la sacarosa, y otros carbohidratos como
la rafinosa, el sorbitol y la xilosa. El aumento en los niveles de estos metabolitos revela
el elevado requerimiento de energia necesario para desarrollar el proceso germinativo
(Hill et al., 2003; Schwender et al., 2003; Howell et al., 2009; Gu et al., 2016).

1.5. Regulacion hormonal de la germinacion

Las sefiales ambientales tienen que ser integradas con las sefiales moleculares internas
para controlar el proceso de germinacion. En esta integracion es donde las hormonas
juegan un papel clave mediante el control de la expresion génica a lo largo de la
germinacién. De entre todas las hormonas presentes en las especies vegetales, es el papel
antagonico que juegan las GAs y el ABA, el de mayor relevancia en este proceso, siendo
las primeras inductoras de la germinacion y represoras de la dormicion, y la segunda
inhibidora de la germinacién y promotora de la dormicion (Finch-Savage and Leubner-
Metzger, 2006; Miransari and Smith, 2014).

1.5.1. Las giberelinas

Las GAs componen una numerosa familia de &cidos diterpenoides que se han descrito
como promotores de procesos del desarrollo mediante la regulacion de la division y la
elongacion celular. Histéricamente se han relacionado con procesos como el desarrollo
de la flor y el fruto, la germinacion, la expansion foliar o la elongacion de los internudos
(Olszewski et al., 2002; Alabadi et al., 2004; Tyler et al., 2004; Yamaguchi, 2008; Davies,
2010; Cheminant et al., 2011; Shu et al., 2015; Rizza et al., 2017). En los ultimos afios
también se ha desvelado que tienen un papel importante en la respuesta de las plantas a
situaciones de estrés (Colebrook et al., 2014; Thomas et al., 2016; Hernandez-Garcia et
al., 2021). En la germinacidn, las GAs juegan un papel clave promoviendo la elongacion
del embridn, la movilizacion de reservas y la expansion de las células del endospermo
que permitira la protrusion de la radicula a través del endospermo y la testa (Koornneef
and van der Veen, 1980; Groot and Karssen, 1987; Silverstone et al., 1997; Telfer et al.,
1997; Ogawa et al., 2003; Kucera et al., 2005; Rombola-Caldentey et al., 2014; Sanchez-
Montesino et al., 2019).

La biosintesis de las GAs comienza a partir de un unico precursor, el ent-kaureno, un
hidrocarburo heterociclico que se somete a una serie de oxidaciones, por parte de enzimas
oxidasas como las GA20 y GA3 oxidasas, generando las principales GAs bioactivas
(GA1, GA3, GAsy GA7) (Ogawa et al., 2003; Sun, 2008, 2011; Yamaguchi, 2008; Hedden
and Thomas, 2012; Lor and Olszewski, 2015; Daviére and Achard, 2016). Por otra parte,
la inactivacion de estas formas activas se produce mediante la actividad de las GA2
oxidasas. Asi, por ejemplo, la GA1 se cataboliza mediante la accion de una GA2 oxidasa
hasta la forma inactiva GAs (Sun, 2008). También se han descrito otros mecanismos de
inactivacion que implican su metilacion o epoxidacién o su conjugacion con otras
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sustancias (Claeys et al., 2014). Adicionalmente, GA12, un precursor de las GAs
bioactivas ha sido descrito como una molécula sefializadora a larga distancia dentro de la
planta permitiendo la activacion de la sefializacion de esta hormona en los érganos de la
planta donde sea necesaria su accién (Regnault et al., 2015; Camut et al., 2019).

Senalizacion
por GAs

Complejo SCF

\

/Figura 3. Esquema de la sefializacién por GAs. Las GAs son reconocidas por su receptor
GID1, el cual sufre un cambio conformacional que le permite unirse a las proteinas DELLA
a través de los dominios DELLA y TVHYNP. Los cambios en el motivo GRAS de la
DELLA permite que SLY1 la reconozca y sea ubiquitinada por el complejo SCF,
induciendo asi su degradacién mediante el proteasoma 26S y liberando la sefializacion por
esta hormona. /

N

GID1 (GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1) es el receptor de GAs y esta
compuesto por un bolsillo de unién a GAs y un extremo N-terminal flexible (Ueguchi-
Tanaka et al., 2005; Murase et al., 2008; Shimada et al., 2008). Cuando la hormona entra
en este bolsillo (Figura 3), GID1 sufre un cambio conformacional en el que el extremo
N-terminal se pliega cubriendo dicho bolsillo. En esta conformacion el fragmento N-
terminal es capaz de unirse a las proteinas DELLA, las principales represoras de la
respuesta a GAs (Peng et al., 1997; Silverstone et al., 1998; Ogawa et al., 2000; Ikeda et
al., 2001; Chandler et al., 2002; Ueguchi-Tanaka et al., 2007). Las proteinas DELLA son
FTs de la familia GRAS cuyo rasgo diferencial es la presencia, en su extremo N-terminal,
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de dos motivos conservados, el motivo DELLA, por el que se une a GID1 y que da su
nombre a estas proteinas, y el motivo TVHYNP (Peng et al., 1999; Pysh et al., 1999; Dill
etal., 2001; Ikeda et al., 2001; Bolle, 2004). La formacién del complejo de alta estabilidad
GA-GID1-DELLA promueve cambios conformacionales en el dominio GRAS que
permiten  su  reconocimiento  por la  proteina F-box  SLY1/GID2
(SLEEPY1/GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF2) (Hirano et al., 2010). Esta F-box
forma parte de un complejo E3 ubiquitina ligasa SCF (S-PHASE KINASE-
ASSOCIATED PROTEIN1 (SKP1), CULLIN1, F-BOX) que se encarga de la
poliubiquitinacién de las DELLAs activando su degradacion por el proteasoma 26S
(Silverstone et al., 2001; McGinnis et al., 2003; Sasaki et al., 2003; Dill et al., 2004; Fu
et al., 2004; Ueguchi-Tanaka et al., 2005; Griffiths et al., 2006; Hartweck and Olszewski,
2006; Nakajima et al., 2006; Willige et al., 2007; Vera-Sirera et al., 2016).

En la planta modelo Arabidopsis thaliana existen cinco proteinas DELLA: GAI
(GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE), RGA (REPRESSOR OF gal-3), RGL1
(REPRESSOR OF gal-3-LIKE1), RGL2 y RGL3 (Pysh et al., 1999; Hussain and Peng,
2003; Hedden and Sponsel, 2015). Estas cinco DELLAs, aunque comparten funciones
redundantes en la represion de la respuesta a GAs también tienen papeles especificos. Su
capacidad represora se debe a la promiscuidad de estos FTs a la hora de interaccionar con
otras proteinas. Asi, las DELLAs son capaces de secuestrar a otros reguladores
transcripcionales y evitar o favorecer que actlen sobre sus secuencias diana (de Lucas et
al., 2008; Feng et al., 2008; Yoshida et al., 2014; Fukazawa et al., 2015, 2017; Marin-de
la Rosa et al., 2015) o inhibir la actividad de otros FTs (Hou et al., 2010). La principal
DELLA encargada de reprimir el proceso germinativo es RGL2 y, su pérdida de funcion
en mutantes incapaces de sintetizar GAs permite recuperar su capacidad germinativa.
También se ha descrito un papel menor de RGA, GAI y RGL1 en este proceso (Dill et
al., 2001; Lee et al., 2002; Cheng et al., 2004; Tyler et al., 2004; Cao et al., 2005;
Piskurewicz and Lopez-Molina, 2009; Stamm et al., 2012; Yan et al., 2014b). En el
contexto de la germinacion, RGL2 actia como un inhibidor del proceso, siendo capaz de
secuestrar a los factores de transcripcion, NAC25 y NACLL, impidiendo que estos activen
la expresion de los genes CWRE que facilitan la expansion del endospermo (Sanchez-
Montesino et al., 2019). También se ha visto que es capaz de secuestrar a los factores de
transcripcion ATML1 y PDF2 necesarios para la elongacion del embrion (Rombola-
Caldentey et al., 2014). Ademés, RGL2 es necesario para promover el movimiento de
ABA desde el endospermo hasta el embrion para poder mantener la dormicién (Lee et al.,
2010) vy, junto a DOF6 (DNA BINDING1 ZINC FINGER®6), es capaz de activar el FT
GATA12 y promover la dormicion (Ravindran et al., 2017). Por otro lado, para llevar a
cabo una regulacion coordinada de la germinacion, la sefializacion por GAs se integra
con las de otras hormonas a través de las DELLAs. Por ejemplo, RGL2 interacciona con
tres factores de transcripcion NF-YCs (NF-YC3, NF-YC4 y NF-YC9) para promover la
expresion de ABI5 (ABA-INSENSITIVE 5), un inhibidor de la germinacion que es parte
de la sefializacién por ABA (Liu et al., 2016).

1.5.2. El &cido abscisico

El ABA es la principal fitohormona encargada, durante la maduracion y dormicion de
la semilla, de la preparacién de las semillas para hacer frente a la desecacién e inhibir la
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germinacién cuando las condiciones no son las dptimas. Para ello, el ABA regula la
acumulacion y movilizacion de reservas e impide la pérdida de la dormicion (Finkelstein
et al., 2002, 2008).

La biosintesis del ABA empieza a partir de la via de los terpenoides, cuyo precursor
es la zeaxantina. Entre las principales enzimas que participan en la biosintesis de esta
hormona estdn ABA1 (ABA DEFICIENT 1), que se encarga de oxidar la zeaxantina a
neoxantina, y NCED6 (NINE-CISa EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE 6) y
NCED9, que rompen la neoxantina para dar lugar a los precursores mas inmediatos del
ABA (Seo and Koshiba, 2002). Se ha comprobado que la ausencia o sobreexpresién de
sus correspondientes genes en diferentes mutantes eliminan la dormicion o provocan una
dormicion profunda, respectivamente (Koornneef et al., 1982; Frey et al., 1999;
Thompson et al., 2000; Lefebvre et al., 2006; Martinez-Anddjar et al., 2011). La
degradacion del ABA en formas inactivas esta mediada por la enzima ABA 8’-hidrolasa
(CYP707A2, Saito et al., 2004; Okamoto et al., 2006). Asi, en los mutantes de pérdida de
funcidn de esta enzima se produce un descenso de su capacidad germinativa (Kushiro et
al., 2004; Millar et al., 2006). La respuesta a ABA (Figura 4) comienza cuando los
receptores PYR/PYL/RCAR (Ma et al., 2009; Park et al., 2009) se unen a la hormona,
inactivando a las fosfatasas PP2C, lo que a su vez permite que las quinasas SnRKs
fosforilen a sus proteinas diana (Miyazono et al., 2009; Nishimura et al., 2009). Entre
estas proteinas se encuentran distintos canales ionicos y los factores de trascripcion ABI3,
4y 5 (ABA INSENSITIVE 3, 4 y 5) que regulan la sefializacion mediada por ABA
(Koornneef et al., 1984; Giraudat et al., 1992; Finkelstein, 1994; Finkelstein and Lynch,
2000; Lopez-Molina et al., 2001; Finkelstein et al., 2002).

La decision de germinar o de permanecer en el estado de dormicidn est4 determinada
por el balance ABA/GAs en el interior de la semilla, por lo que la sefializacién de estas
dos hormonas necesita estar fuertemente coordinada. Por ejemplo, la DELLA RGL2
forma parte de esta integracion de la sefializacién de ambas hormonas potenciando la
sefializacion por ABA mediante los factores NF-YCs (Liu et al., 2016). Ademas, como
se describirda més adelante, este balance hormonal es el responsable de la integracion de
las respuestas a distintos factores ambientales durante la germinacion.
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Proteinas
diana

Senalizacion
por ABA

Figura 4. Esquema de la sefializacién por ABA. Cuando el ABA se une a los receptores
PYR/PYL/RCAR se produce una inactivacion de las fosfatasas PP2C, lo que permite que
las quinasas SnRKs fosforilen a aquellas proteinas diana que desencadenaran la respuesta a
esta hormona.

1.5.3. Los brasinoesteroides

Aunque las GAs y el ABA son las principales hormonas encargadas de regular la
germinacidn, también se ha descrito un papel regulador de otras hormonas, como los
brasinoesteroides (BRs) (Steber and Mccourt, 2001; Hu and Yu, 2014; Zhao et al., 2019;
Carrera-Castafio et al.,, 2020). Los BRs son wuna familia de hormonas
polihidroxiesteroideas que participan en un gran numero de procesos durante el
crecimiento y desarrollo de la planta (Khripach et al., 2000). Ademas, juegan un papel
importante en la adaptacion de las plantas a diferentes estreses bidticos y abioéticos (Nolan
et al., 2020). Por ejemplo, en respuesta a altas temperaturas, los principales TFs de la ruta
de sefializacion de BRs, BES1 y BZR1, se acumulan para promover la respuesta
termomorfogenica de la planta (Ibafiez et al., 2018; Martinez et al., 2018). Bajo estas
mismas condiciones, también se ha descrito que se favorece el crecimiento de la raiz
mediante una disminucion en la sensibilidad a BRs (Martins et al., 2017).

La biosintesis de esta hormona empieza a partir del esterol, campesterol, que da lugar
a la catasterona, el precursor inmediato del brasinolido activo, mediante dos posibles rutas
de oxidacion (Fujioka and Sakurai, 1997). Esta forma bioactiva puede sufrir reacciones
de hidroxilacion, epimerizacion, reduccion o conjugacién para dar lugar a otras formas
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activas, inactivas o de almacenamiento. Cuando los BRs se unen a su receptor BRI1
(BRASSINOSTEROID INSENSITIVEZ,; Figura 5) se inicia la cascada de sefializacion
mediante la activacion de su actividad quinasa (Li and Chory, 1997; Wang et al., 2001,
2012; Kinoshita et al., 2005; Kim and Wang, 2010a; Clouse, 2011; Jaillais et al., 2011;
Sheetal., 2011). Esto provoca la disociacién de BRI1 del inhibidor BKI1 (BRI1 KINASE
INHIBITORLY) y su asociacion con la quinasa BAK1 (BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR
KINASE1) (Li et al., 2002; Nam and Li, 2002; Wang and Chory, 2006; Jaillais et al.,
2011; Wang et al., 2011a; Gou et al., 2012). Cuando estas dos proteinas se encuentran
unidas son capaces de autofosforilarse (Wang et al., 2008; Clouse, 2011) y, a su vez,
fosforilar a las quinasas BSK1 (BRASSINOSTEROID-SIGNALLING KINASEL) y
CDG1 (CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTHL1) (Tang et al., 2008; Kim et al.,
2011). Esta cascada de fosforilacion continda cuando BSK1 y CDG1 activan a BSU1
(BRI1-SUPPRESSOR1) (Mora-Garcia et al., 2004; Kim et al., 2009, 2011), encargado
de inactivar a la quinasa BIN2 y eliminarla mediante su degradacion por el proteasoma
(Peng et al., 2008; Kim and Wang, 2010b). Una vez detectados los BRs, y en ausencia
del represor BIN2, los factores de transcripcion BZR1 (BRASSINAZOLE
RESISTANT1) y BES1 son capaces de defosforilarse (Tang et al., 2011) y trasladarse al
nucleo donde pueden continuar con la cascada de sefializaciéon (He et al., 2005; Yin et al.,
2005; Sun et al., 2010; Yu et al., 2011).
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Figura 5. Esquema de la sefializacion por BRs. Cuando los BLs son percibidos por BRI,
este se separa del inhibidor BKI1 y se asocia con la quinasa BAK1, produciendose la
autofosforilacion de estas y la fosforilacion de BSK1 y CDGL1. La activacion de BSUL a
partir de BSK1 y CDG1 provoca la degradacion de BIN2 y la liberacion de los FT BZR1y
BES1. Tomado de Chung and Choe, (2013).
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En Arabidopsis se ha descrito un papel sinérgico de los BRs con las GAs en el control
de la germinacion. Asi, aunque la ausencia de los BRs no provoca ninguna alteracion
significativa del proceso germinativo, si son capaces de recuperar la germinacion de
mutantes deficientes en la biosintesis de GAs (gal-3, ga2-1 y ga3-1), asi como de
mutantes insensibles a esta hormona como sly1-2 (Steber and Mccourt, 2001). Por otro
lado, los BRs también antagonizan la sefializacion del ABA (Steber and Mccourt, 2001)
y BES1 (BRI1-EMS-SUPPRESSOR1) interacciona con ABI5 para impedir que este se
una a los promotores de sus genes dianas y ejerza su funcion (Zhao et al., 2019). Ademas,
BES1 es capaz de interaccionar con el complejo represor formado por TPL (TOPLESS)-
HDA19 (HISTONEDEACETILASA 19) para deacetilar histonas en la cromatina de
ABI3. Esta modificacion de la cromatina provoca una mayor compactacion de la misma,
resultando en la represion transcripcional de ABI3, un inhibidor de la germinacion de la
ruta del ABA (Ryu et al.,, 2014). Por su parte, BIN2 (BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 2), un regulador negativo de la sefializacion por BRs, es capaz de
estabilizar ABI5 mediante su fosforilacién, aumentando su estabilidad y potenciando la
inhibicidn de la germinacién por ABA (Hu and Yu, 2014).

El efecto promotor de los BRs se ha observado también en arroz (Oryza sativa), donde
BZR1 es capaz de unirse al promotor de RAmy3D y promover su expresion,
desencadenando la expresion de esta a-amilasa que degrada el almidon presente en el
endospermo (Xiong et al., 2022). La promocién de la germinacion mediada por la
sefializacion de BRs en el endospermo ya habia sido observada anteriormente en tabaco
(Nicotiana tabacum), en un proceso totalmente sinergistico al promovido por las GAs
(Leubner-Metzger, 2001). Recientemente se ha observado que dos factores de
transcripcion del tipo bHLH (BEE2 y HBI1), inducidos en respuesta a GAs y BRs,
participan en el proceso de ruptura del endospermo mediante la regulacion de la expresién
de GASA6 (GA-STIMULATED ARABIDOPSIS 6). Este mecanismo apunta a un posible
punto de union entre la sefalizacion de estas dos hormonas durante la germinacion
(Zhong et al., 2021).

1.5.4. Otras hormonas

Ademas de las comentadas anteriormente, existen otras hormonas como las auxinas,
las citoquininas, las estrigolactonas, el etileno y los jasmonatos que parecen tener un papel
en control de la germinacion (Carrera-Castarfio et al., 2020).

Las auxinas son hormonas cuyo papel durante la germinacion no estad bien
determinado, ya que han sido definidas tanto como promotoras como inhibidoras de la
germinacion dependiendo de su concentracion (Hsuieh and Lou, 1947; Brady et al., 2003;
Liu et al., 2007; He et al., 2012). Por un lado, las auxinas son capaces de promover la
dormicion de manera dependiente del ABA, ya que mutaciones en los ARF (AUXIN
RESPONSIVE FACTOR), factores de transcripcion encargados de la sefializacidn de esta
hormona, provocan que las semillas sean menos durmientes y sensibles a tratamientos
con ABA (Liu et al., 2013). Por otro lado, durante la imbibicion, el importador de auxinas
AUX1 (AUXIN RESISTANT 1) aumenta su expresion en el extremo de la radicula,
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provocando una acumulacion de la hormona en esta regién fomentando la division celular
y, por tanto, de la germinacién (Wang et al., 2016b).

Al igual que con las auxinas, el papel de las citoquininas y de los jasmonatos en la
germinacién no esta bien definido ya que se han realizado observaciones en las que se
describen como promotoras o inhibidoras de la germinacion (Nikoli¢ et al., 2006; Riefler
et al., 2006; Wang et al., 2011c; Jacobsen et al., 2013). Por otro lado, las estrigolactonas
y el etileno han sido descritas como hormonas promotoras de la germinacién mediante el
desbalance del ratio ABA/GAs, ademas, la aplicacion exdgena de etileno permite
germinar a mutantes incapaces de sintetizar GAs (Toh et al., 2012; Corbineau et al., 2014;
Shu et al., 2016).

1.6. Regulacién transcripcional de la germinacién

Tras la desecacion de la semilla, su estado de quiescencia molecular no es completo
ya que se ha comprobado que ocurren cambios en los niveles de acumulacion de
transcritos y proteinas que influyen en la pérdida de la dormicion durante el after-
ripening. Esta acumulacion de mRNAs especificos se dan en zonas concretas de las
células que se encuentren hidratadas (Bove et al., 2005; Leubner-Metzger, 2005).
Ademas, la pérdida de dormicion se ha asociado a la presencia y acumulacion de especies
reactivas del oxigeno (ROS), que pueden provocar la oxidacion de las proteinas y los
transcritos acumulados (Oracz et al., 2007; Bailly et al., 2008; Bazin et al., 2011; EIl-
Maarouf-Bouteau et al., 2013). Asi, laacumulacién de mRNAs en semillas con dormicion
primaria y semillas durmientes embebidas guardan una gran similitud entre si, mientras
que difieren de los transcritos acumulados en semillas que han pasado el after-ripening
(Cadman et al., 2006; Finch-Savage et al., 2007). Por lo tanto, los cambios en la
acumulacion de transcritos durante la pérdida de dormicion en las semillas secas son
necesarios para establecer el potencial germinativo de las semillas (Carrera et al., 2007;
Holdsworth et al., 2008a).

Cuando las semillas no durmientes se embeben y comienzan la germinacion, no
necesitan de la transcripcion de nuevos mRNAS, ya que los transcritos acumulados
durante la maduracién y desecacion de la semilla son suficientes para poder llevar a cabo
este proceso (Rajjou et al., 2004). No obstante, los cambios transcripcionales que ocurren
en la semilla si son necesarios para asegurar una germinacion rapida y uniforme, asi como
para el establecimiento de la plantula (Nakabayashi et al., 2005; Holdsworth et al.,
2008a). En las tres primeras horas desde la imbibicion, la expresion de los genes
relacionados con la traduccién del RNA, la degradacion de proteinas y la modificacion
de las paredes celulares aumentan enormemente (Ogawa et al., 2003; Masubelele et al.,
2005; Nakabayashi et al., 2005; Cadman et al., 2006; Carrera et al., 2007; Finch-Savage
etal., 2007; Holdsworth et al., 2008a). También se produce un incremento en la expresion
de genes que codifican para enzimas participantes en distintos procesos metabdlicos
(Nakabayashi et al., 2005; Preston et al., 2009), como las a y -amilasas que forman parte
de la generacidn de sacarosa a partir de almidon (Li et al., 2022) o las enzimas claves en
los procesos de fosforilacion oxidativa, glicélisis y el TCA (Xu et al., 2020b).
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Conforme avanza la germinacion, la expresion de genes de la biosintesis de GAs (GA3
y GA200x) aumentan en la radicula, el hipocétilo y el endospermo micropilar, mientras
que los genes de biosintesis de ABA (NCEDG6 y 9) se reprimen al mismo tiempo que se
acumulan los de degradacion (CYP707A2) en la radicula (Yamaguchi et al., 1998; Ogawa
et al., 2003; Oh et al., 2006; Okamoto et al., 2006). Todos estos cambios resultan en una
alteracion en el balance ABA/GAs que promueve el proceso germinativo y el
establecimiento de plantula (Weitbrecht et al., 2011).

Cada uno de los compartimentos celulares acumula diferentes mMRNAs durante el
desarrollo y la germinacion de la semilla (Le et al., 2010). Por ejemplo, mientras que el
embridn expresa mas transcritos relacionados con los procesos de traduccion (Penfield et
al., 2006b), en el endospermo se expresan mas genes relacionados con la remodelacién
de pared, como la XTH endotransglicosilasas/hidrolasas (Holdsworth et al., 2008b; Endo
et al., 2012) o las expansinas (EXPAL, 2, 3, 8, 9, 15y 20; Penfield et al., 2006; Carrera
et al., 2008; Linkies et al., 2009; Weitbrecht et al., 2011; Yan et al., 2014; Sanchez-
Montesino et al., 2019). Todas estas enzimas favorecen el crecimiento celular mediante
el debilitamiento de las paredes celulares, provocando, posteriormente, la ruptura de la
testa y del endospermo.

Ademas, de las previamente mencionadas, existen otras vias de regulacion
transcripcional en semillas. Los microRNA (miRNA) se han descrito como reguladores
de la expresion génica durante el desarrollo y germinacion de las semillas (Willmann et
al., 2011; Das et al., 2015; Liu and El-Kassaby, 2017). De igual forma, se ha observado
gue los mecanismos de control epigenético son capaces de modular la expresién de genes
involucrados en la dormicion, la maduracion y la germinacion (Carrera-Castafio et al.,
2020).

2. EFECTO DE LAS CONDICIONES AMBIENTALES EN
LA GERMINACION

Para poder germinar en situacion optima, la semilla debe ser capaz de detectar las
condiciones ambientales e integrarlas en los mecanismos moleculares que controlan la
germinacidn. Esta integracion se lleva a cabo principalmente por los factores que alteran
el balance de ABA/GAs dentro de la semilla y los programas de expresion génica que
desencadenan.

2.1. Efecto de la temperatura en las semillas y su regulaciéon

Junto con la luz, uno de los factores ambientales mas importantes en el control de la
germinacion es la temperatura. Ante temperaturas bajas, SPT se degrada y deja de
reprimir la expresion de GA3ox favoreciendo la sintesis de GAs y la germinacion
(Penfield et al., 2005), por su parte, la presencia de luz provoca la degradacion de PIL5,
que reprime la sintesis de GAs en ausencia de luz (Oh et al., 2006). Ademas, la
degradacion de SPT provoca una disminucion en la expresion de ABI5 y un aumento de
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la expresion de MFT (MOTHER OF FT AND TFL1; Vaistij et al., 2013). MFT es un
promotor de la germinacion en semillas que han superado el after-ripening (Xi et al.,
2010). En ausencia de luz y bajas temperaturas, PIL5 y SPT tienen que actuar
complementariamente para bloquear de la germinacién (Vaistij et al., 2018), otorgando a
las semillas un mecanismo que les permite germinar en la estacion adecuada.

Cuando la semilla se encuentra ante temperaturas superiores a las dptimas para llevar
a cabo la germinacion, se inicia un proceso conocido como termoinhibicién, el cual
supone la entrada en un estado de dormicién secundaria. Este programa, que se inicia con
la sintesis de novo de ABA para inhibir la biosintesis de GAs representa una respuesta
adaptativa que permite el establecimiento de plantulas en las estaciones méas apropiadas
para su desarrollo (Reynolds and Thompson, 1971; Abeles, 1986; Gallardo et al., 1991;
Yoshioka et al., 1998; Toh et al., 2008). Entre los cambios inducidos por el proceso de
termoinhibicion, esta el aumento de expresion de FUS3 (FUSCAS3) y SPY (SPINDLY),
un FT y una N-acetilglucosamina transferasa respectivamente, que aumenta el balance
ABAJ/GAs regulando negativamente la germinacion. A su vez, SPY actla potenciando el
efector represor de las DELLAs aumentando ain mas la represion sobre la germinacién
(Jacobsen and Olszewski, 1993; Jacobsen et al., 1996; Lee et al., 2002; Wen and Chang,
2002; Silverstone et al., 2007; Chiu et al., 2012). Las altas temperaturas no solo afectan
de manera directa al proceso de germinacion, sino que también tienen un efecto indirecto
durante el proceso de desarrollo, maduracién y dormicion de la semilla. Un aumento
gradual de las temperaturas durante el desarrollo de las semillas en Arabidopsis, se
traduce en una pérdida paulatina de la capacidad de germinacion (Malabarba et al., 2021).
Y de igual manera, las bajas temperaturas en la planta madre provoca un aumento de la
dormicion de las semillas que se estan desarrollando debido a la acumulacion de DOG1
y de varias enzimas que catabolizan las GAs (Kendall et al., 2011).

Los fitocromos parecen tener, también, un papel en el control de la germinacion en
respuesta a la temperatura. Asi, PhyA tiene un papel importante en la germinacion en
temperaturas calidas, PhyE parece actuar principalmente en la germinacion a
temperaturas bajas y PhyB contribuye en la germinacién a diferentes temperaturas
(Heschel et al., 2007). Finalmente, cuando las temperaturas vuelven a unos niveles
normales tras un periodo de temperaturas extremas, PhyD se encarga de reducir el nivel
de dormicion provocada por la termoinhibicion eliminando a PIL5 (Martel et al., 2018).

Ademas de los cambios moderados en temperatura, los eventos de temperaturas
extremas afectan gravemente a la viabilidad de las semillas (Silva-Correia et al., 2014;
Lamichaney et al., 2021). El efecto del incremento extremo de la temperatura en las
semillas no se da, tan solo, directamente en su viabilidad, sino que también altera de
manera indirecta su capacidad germinativa y la composicion de la semilla durante el
desarrollo de la planta madre o el desarrollo de los frutos (Domergue et al., 2019). Asi,
por ejemplo, se ha visto que en distintos cultivos de Brassicas (como Brassica napus,
Brassica rapa o Brassica juncea), la temperatura afecta a la produccion de silicuas, asi
como al nimero de semillas por silicua (Angadi et al., 2000; Morrison and Stewart, 2002).
En cuanto al efecto de la temperatura en la calidad de las semillas, se ha observado que
las altas temperaturas provocan una menor acumulacion de lipidos, almidon y proteinas
de alto valor alimentario en cereales y semillas oleaginosas, mientras que provocan un
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aumento en los niveles de prolina, carbohidratos solubles, glucosinolatos y otras
sustancias de bajo valor nutricional (Aksouh et al., 2001; Jagadish et al., 2015; Morita et
al., 2016; Chenetal., 2017; Fahad et al., 2017; Qaseem et al., 2019). Todos estos cambios
no solo tienen como resultado una disminucion en la calidad y valor nutricional de las
semillas, sino que repercuten en su capacidad germinativa.

Por lo general, la respuesta de las plantas a altas temperaturas se ha estudiado en
condiciones extremas que desencadenan un choque térmico, pero hay que tener en cuenta
que hasta los cambios mas pequefios en temperatura pueden tener efectos muy graves en
el crecimiento y desarrollo de las plantas (Calleja-Cabrera et al., 2020). Aunque, existe
una extensa bibliografia relativa a la respuesta y tolerancia de plantas modelos y cultivos
a altas temperaturas, la literatura referente a la adaptacion de las plantas a temperaturas
calidas (o0 a un incremento moderado) es mucho mas reducida (Quint et al., 2016; Dai Vu
et al., 2019; Vu et al., 2019). En Arabidopsis se ha visto que el incremento leve de la
temperatura provoca una aceleracion del ciclo vital, incluyendo el tiempo de desarrollo,
secado y maduracion de la semilla (Huang et al., 2018a). Los pequefios cambios en la
temperatura media durante el ciclo vital de la planta madre, asi como durante la
maduracion de la semilla, provocan cambios en la dormicién y en el rendimiento
germinativo de las semillas. Por ejemplo, en Brassica oleracea, la maduracion de las
semillas bajo temperaturas calidas provoca una disminucién en los niveles de ABA y la
induccidn de genes relacionados con la germinacion en el endospermo (Chen et al., 2021).
Este efecto también se ha observado en arroz y cebada, donde la aplicacién de
temperaturas calidas durante el llenado del fruto provoca la induccion de la biosintesis de
GAs y una reduccion en los niveles de ABA que se refleja en una promocion de la
germinacién (Hsuan et al., 2019; Sakai et al., 2022). Todos estos resultados sugieren que
un posible aumento moderado de las temperaturas durante el invierno causaria un
adelanto en la germinacion de algunas especies de plantas, mientras que otras especies
que necesiten un periodo de estratificacion para su germinacion podrian no superar el
estado de dormicion. Por otro lado, si este incremento de temperaturas se produce en
primavera o verano se podria producir una inhibicion de la germinacién, provocando que
la germinacién de distintas plantas silvestres y cultivos se retrasasen hasta el otofio
(Mondoni et al., 2012; Lippmann et al., 2019). Por lo tanto, un leve incremento de las
temperaturas tendria un gran impacto ecologico y agrondmico. Es necesario estudiar en
profundidad los efectos y los mecanismos de respuesta de las plantas a estos aumentos
leves de temperatura si queremos generar cultivos mas resilientes.

2.2. Otras sefiales ambientales que afectan a la germinacion

De entre todas las sefiales percibidas por la semilla, la luz es una de las mas
importantes a la hora de tomar la decisiébn de germinar o no. Para asegurar el
establecimiento y crecimiento de una planta autosuficiente, es necesario garantizar un
nivel de luz suficiente que le permita a la planta obtener la energia necesaria (Quail, 2002;
de Lucas and Prat, 2014). Los fitocromos son los fotorreceptores encargados de percibir
la luz y traducir esa sefial en sefiales fisiologicas capaces de promover o no la
germinacion. En Arabidopsis existen cinco fitocromos, del phyA al phy E, siendo los mas
importantes phyA y phyB (Rockwell et al., 2006; Strasser et al., 2010; Kami et al., 2012;
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de Lucas and Prat, 2014). En presencia de niveles de luz suficiente, los fitocromos pasan
de su forma inactiva a su forma activa para trasladarse al nicleo, donde son capaces de
unirse al factor de transcripcion PIL5 e inducir su degradacion por la via del proteasoma
26S. Sin la actividad de PIL5, los genes de biosintesis de GAs, GA3ox1 y GA30x2, se
inducen, mientras que los de la sintesis de ABA, NCED6 y NCED9, se reprimen
(Yamaguchi et al., 1998; Oh et al., 2006). De igual manera, la ausencia de PIL5 provoca
una caida en los niveles de SOM (SOMNUS), un regulador negativo de la germinacion
que aumenta la relacion ABA/GA en la semilla, y que promueve la expresion de GAl y
RGA que también contribuyen a la represion de la germinacion (Oh et al., 2004, 2007;
Dong et al., 2008; Piskurewicz et al., 2008; Piskurewicz and Lopez-Molina, 2009; Park
et al., 2011; Lim et al., 2013). De los otros fitocromos, PhyD y PhyE promoveria la
germinacion en condiciones de luz roja lejana mediante la estimulacién de la actividad de
PhyA (Hennig et al., 2002; Arana et al., 2014), y PhyC regularia de manera negativa la
respuesta de la germinacion a la luz mediante la interaccion con el resto de fitocromos
(Clack et al., 1994).

Otros de los reguladores importantes de la germinacion son los nutrientes presentes
en el suelo. De entre ellos, el nitrato es uno de los mas importantes ya que supone la
principal fuente de nitrgeno de las plantas y es el sustrato a partir del cual se sintetiza el
oxido nitrico (NO). EI NO media la capacidad de la planta de percibir el entorno
nutricional en el que se encuentran, ademas de ser una molécula sefializadora en
diferentes procesos bioldgicos (Bethke et al., 2007; Sanz et al., 2015; Sami et al., 2018).
En la germinacidn, la acumulacion de NO se ha relacionado con la activacién del PhyB
y con la capacidad de estabilizar a HFR1, que a su vez es capaz de unir e inactivar a PIL5
(Shi et al., 2013; Li et al., 2018b). También se ha descrito la capacidad del NO para
fomentar la degradacion de ABA (Liu and Zhang, 2009), y desestabilizar a ABI5 (Bethke
et al., 2007; Gibbs et al., 2014; Sanz et al., 2015). También se ha descrito que, en las
primeras fases de imbibicion de las semillas, el NO activa la sintesis de GAs vy el
catabolismo de ABA en el endospermo (Bethke et al., 2007; Liu and Zhang, 2009;
Matakiadis et al., 2009; Sami et al., 2018), asi como con la acumulacién de algunas
proteinas DELLA (Sami et al., 2018). Por otro lado, el calcio (Ca?*) también parece tener
un papel en el control de la germinacion (Liu and Zhu, 1997; Bonilla et al., 2004; Kong
et al., 2015). Durante la imbibicidn se incrementa el bombeo de calcio al interior de las
células a través de los canales de Ca?* (Clarkson, 1984; Hepler and Wayne, 1985; Dodd
et al., 2010; Kudla et al., 2010; Kong et al., 2015). Esta entrada de Ca®" favorece la
expresion génica y reprime el efecto del ABA, alterando la expresion de ABI4 (Penfield
et al., 2006b; McAinsh and Pittman, 2009; Dodd et al., 2010; Kudla et al., 2010;
Finkelstein, 2013). Finalmente, la presencia de patdgenos en el suelo también puede tener
un efecto inhibitorio en la germinacion evitando que la plantula crezca en condiciones
perjudiciales. Por ejemplo, la presencia de compuestos liberados por Pseudomonas
aeruginosa provoca la expresion de ABI5 de manera dependiente a la actividad de las
DELLASs (Chahtane et al., 2018).

Como ya se ha comentado, la germinacion es un proceso del desarrollo influenciado
por la condiciones internas y externas de la semilla. El efecto de las sefiales ambientales
estd estrictamente integrado y regulado por sefiales moleculares, coordinadas
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principalmente por el balance entre ABA y GAs, para permitir una germinacion viable en
el momento éptimo.

3. BRASSICA NAPUS COMO ESPECIE MODELO PARAEL
ESTUDIO DE LA GERMINACION EN CULTIVOS

Brassica napus, colza, es un cultivar perteneciente al género Brassica originado a
partir de la hibridacion de otras dos especies de este género, Brassica rapa y Brassica
oleracea, en un proceso que ocurrié hace 7.500-51.000 afios (Yang et al., 2016; Lu et al.,
2019). El género Brassica retne a los cultivos vegetales més cercanos filogenéticamente
a la planta modelo Arabidopsis. Estas especies divergieron de un ancestro comdn hace
unos 10-20 millones de afios, y evolucionado hasta poseer genomas mucho mas
complejos que los de la planta modelo Arabidopsis (Wang et al., 2011b). La similitud de
los genomas dentro de las especies del género Brassica ha permitido la formacion de
especies hibridas viables como Brassica napus. Esta especie es el resultado de una
hibridacién interespecifica entre Brassica rapa (2n=20, AA) y Brassica oleracea (2n=18,
CC) Yy, por tanto, es una especie alopoliploide conteniendo ambos juegos de cromosomas
de los parentales diploides (2n=38, AACC). Este proceso de hibridacion no es el Unico
que ha ocurrido en la familia Brassica, dado que las formas ancestrales de las especies
Brassica rapa (2n=20, AA), Brassica oleracea (2n=18, CC) y Brassica nigra (2n=16,
BB) también se hibridaron entre si para dar lugar a diferentes especies tetraploides,
Brassica napus (2n=38, AACC), Brassica juncea (2n=36, AABB) y Brassica carinata
(2n=34, BBCC). La relacion entre todas estas especies se recoge en la llamada teoria del
“Triangulo de U” que representa la evolucion producida entre ellas (Nagaharu, 1935;
Figura 6).

Esta relacion de proximidad de B. napus la hace un buen modelo de cultivo para
estudiar distintos procesos del desarrollo vegetal en los que poder aplicar los
conocimientos ya existentes en la planta modelo Arabidopsis. Adicionalmente, en los
ultimos afios ha crecido el interés por secuenciar el genoma de diferentes variedades de
este cultivo, lo que esta generando una gran cantidad de informacion gendmica, asi como
el desarrollo de herramientas bioinformaticas para el andlisis de esta especie. Ademas,
dado su parentesco directo con las especies B. rapa y B. oleracea, los enfoques y estudios
realizados con B. napus pueden ser transferidos facilmente a los diferentes cultivos del
género Brassica.

21



INTRODUCCION

Brassica nigra

Brassica juncea Brassica carinata

Brassica rapa Brassica napus Brassica oleracea

Figura 6. Diagrama del Tridngulo de U. En los vértices del triangulo se encuentran las
especies diploides, en el centro de cada lado se encuentran las especies hibridas resultantes
del cruce entre las especies de los vértices que une cada lado. Tomado de (Koh et al., 2017).

3.1. Importancia economica de los cultivos de colza

La alta variabilidad obtenida durante la generaciéon de las distintas de variedades
cultivadas del género Brassica ha dotado a estas especies de un alto grado de
adaptabilidad a las condiciones ambientales, asi como ha aportado una amplia variedad
de especies de alto valor agrondmico. La especie Brassica rapa comprende cultivos como
los grelos, el nabo o la col china; Brassica oleracea incluye cultivos como el repollo, la
coliflor, el brécoli o la berza; y por su parte Brassica nigra, Brassica juncea y Brassica
carinata se cultivan para la produccion de diferentes tipos de mostaza a partir de sus
semillas.

Las semillas de cereales y oleaginosas son de un gran interés agronémico al constituir
una de las principales bases de la alimentacion para la humanidad y la ganaderia. Las
semillas de Brassica napus son una de las principales fuentes de aceites vegetales a nivel
mundial y su cultivo desde los afios 70 se ha incrementado considerablemente hasta
situarse como tercer cultivo oleaginoso a nivel mundial. Este aumento se debe a la
generacion de variedades con un bajo nivel de acido erucico en su aceite que era dafiino,
asi como a la alta calidad nutricional de su aceite. En particular, su elevado nivel de acidos
grasos monosaturados y acidos grasos omega-3, y niveles bajo de acidos grasos saturados,
lo que lo convierten en un aceite muy valorado a nivel nutricional. Con una produccion
mundial de aceite de 24,4 millones de toneladas, se encuentra solo detras del aceite de
palma (74,6 millones de toneladas) y del aceite de soja (60 millones de toneladas; FAO,
https://www.fao.org/faostat/en; datos de produccion mundial de aceite de 2019). Canada,
la Union Europea, China e India son los principales productores de colza a nivel mundial,
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representando el 78,7 % del total de hectareas de colza cultivada (35,5 millones) y un
81,7 % de la produccion.

El uso del aceite de colza no solo se reduce al consumo humano, sino que también se
utiliza con fines industriales y como base para la produccion de biocombustibles. Estos
ultimos han ganado bastante importancia por ser combustibles menos contaminantes y
emitiendo menos CO2 a la atmosfera (European Biodiesel Board, https://ebb-eu.org/). En
Espafia, el &rea dedicada al cultivo de colza y su produccién han aumentado en los Gltimos
afios (Figura 7, Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, Gobierno de Espafa,
https://www.mapa.gob.es/es/agricultura/). Parte de este incremento en la produccion se
debe a un aumento en la demanda de su aceite para la produccion de biocombustibles y a
una bajada en la produccién de este cultivo en otros paises. Asi, la colza cultivada en
Esparia se destina principalmente a su exportacion o a la fabricacion de biocombustibles.

Ademas de los diferentes usos del aceite extraido de sus semillas, las partes verdes de
la colza también se usan como forraje para alimentar el ganado. De manera similar a lo
que ocurre con el &cido erucico, los altos niveles de glucosinolatos en los tejidos de esta
planta pueden tener un efecto toxico y concederle un sabor poco agradable para las reses.
Por este motivo la obtencion de variedades con un contenido reducido de glucosinolatos
y acido erucico (conocidos en inglés como canola) supuso un hito en los programas de
mejora de este cultivar. Otro de los usos de este cultivar es como cultivo de cobertura,
sembrandose durante periodos de inactividad en los campos de cultivo de rotacién para
evitar la erosion y favorecer la oxigenacion del suelo.

Los cultivos de colza se pueden dividir en dos tipos principales: de invierno y de
primavera. Las variedades de invierno requieren de un periodo de vernalizacion para
poder florecer, por lo que suelen sembrarse en otofio. Mientras que los cultivos de
primavera no necesitan vernalizacion y se siembran en primavera para crecerlos durante
los veranos suaves. En Europa, un clima templado en invierno permite el cultivo de
variedades de invierno, mientras que en Canada se usan preferentemente variedades de
verano para evitar la crudeza del invierno (Canadian Food Inspection Agency,
Government of Canada; https://inspection.canada.ca/). En regiones de Asia 'y Australia se
utilizan variedades conocidas como semi-invierno (Sun et al., 2017) que se originaron por
eventos de introgresion con variedades de col chinas (B. rapa; Qian et al., 2007). Estas
variedades requieren de un menor tiempo de vernalizacion que las variedades de invierno
(Matar et al., 2021) y difieren de aquellas existentes en Europa por ser menos resistentes
a condiciones de frio extremo. Se ha observado que las variedades de invierno son mucho
mas productivas, y que este efecto puede ser debido al desarrollo de un sistema radicular
mucho mas extenso y robusto que las otras variedades, lo que les permite obtener un
mejor acceso a fuentes de agua y nutrientes (Rahman and Mcclean, 2013).
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[ Figura 7. Area y produccion del cultivo de colza en Espafa. ]

3.2.  Lagerminacion en el género Brassica

Hasta la fecha se han realizado muy pocos analisis sobre la germinacion en los
cultivos de Brassica, siendo las especies mas estudiadas Brassica rapa, Brassica oleracea
y Brassica napus. Andlisis de QTLs en variedades de B. rapa han permitido encontrar
potenciales controladores de la germinacion en este cultivar. Asi, FLC2 (FLOWERING
LOCUS C 2), un importante regulador del tiempo de floracién también parece participar
en el control de la germinacion. Dicho control podria darse de manera similar a lo que
ocurre en Arabidopsis, donde FLC promueve la germinacion mediante la activacién del
catabolismo del ABA y de la sintesis de GAs (Chiang et al., 2009; Basnet et al., 2015).
En B. rapa también se ha observado que durante la germinacion se inducen las proteinas
CWRE, como las endo-B-mananasas, que facilitan el debilitamiento del mucilago y la
ruptura del endospermo y de la testa durante la germinacion (Carrillo-Barral et al., 2017).
Ademas, en esta especie, EXLB1 (EXPANSINE LIKE B1), una proteina encargada de la
sintesis de pared celular que se expresa durante el desarrollo de la semilla es capaz de
ralentizar la germinacion al favorecer la solidez de la pared (Krishnamurthy et al., 2019;
Muthusamy et al., 2020).

Por otro lado, en B. oleracea durante la maduracion de las semillas se acumulan
transcritos relacionados con la sintesis de sustancias de reserva y de la proteina LEA
(LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT) que preparan a la semilla para su desecacion.
Ademas, tras la imbibicion de la semilla se produce un gran cambio transcripcional a
partir del cual los genes expresados durante la maduracion se reprimen, pasandose a
expresar genes relacionados con la reactivacion metabolica y con la remodelacion de las
paredes celulares (Soeda et al., 2005). Adicionalmente, en esta especie se ha confirmado
el papel de ABI5 como inhibidor de la germinacion (Zhou et al., 2013) y, de forma similar
a lo que ocurre en Arabidopsis, la exposicion a temperaturas mas calidas que no supongan
un estrés térmico provoca una bajada de la dormicion y la aceleracién del proceso de
germinacion (Awan et al., 2018).
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La germinacion en B. napus es un proceso afectado por factores internos y externos,
similares al descrito para otras especies. Por ejemplo, la alteracion de la germinacion en
la variedad 1012-98 de B. napus se debe a un desbalance hormonal en el que se acumulan
metabolitos de ABA y auxinas (Nguyen et al., 2016). También se ha observado que las
condiciones de la planta madre durante la produccién y maduracion de las semillas tiene
un fuerte efecto en el vigor y en la capacidad germinativa de las mismas (Hatzig et al.,
2015). A nivel de metabolismo, se ha observado que las variedades con un mayor
contenido en lipidos también muestran una mayor actividad metabdlica, lo que a su vez
puede afectar positivamente a su capacidad germinativa (Gu et al., 2019). Finalmente, se
han identificado en colza varios genes como SCO1 (SNOWY COTYLEDON 1), ARR4
(ARABIDOPSIS TWO-COMPONENT RESPONSE REGULATOR 4) y ATEl
(ARGINYL-t-RNA PROTEIN TRANSFERASE 1) cuyos ortologos participan en el
proceso de germinacion de Arabidopsis (Albrecht et al., 2006; Holman et al., 2009; Wang
et al., 2011c). En resumen, aunque se han visto que existen procesos comunes en la
regulacion de la germinacion de B. napus y Arabidopsis, también se espera que existan
mecanismos diferenciales entre ambas especies, en parte debido a la presion selectiva
ejercida sobre este cultivo durante la seleccion de variedades para su uso en la agricultura.

3.3.  Principales diferencias entre las semillas de Arabidopsis thaliana y
Brassica napus

Como ya hemos comentado, B. napus estd emparentada con la planta modelo
Arabidopsis debido a que ambas comparten un antepasado comun dentro de la familia
Brassicaceae. Asi, los miembros de esta familia comparten distintos rasgos comunes,
como las flores compuestas por cuatro pétalos en disposicion de cruz que les confiere el
nombre de cruciferas, y una alta produccion de semillas en frutos con forma de vaina
Ilamados silicuas. Ambas plantas comparten un proceso de desarrollo muy similar entre
si y, genéticamente, mantienen un 85 % de similitud (Cavell et al., 1998). Pese al
parentesco, el cultivo de colza ha supuesto un constante proceso selectivo en el que se
han seleccionado aquellas plantas con rasgos de interés agrondémico al que no ha estado
sometida Arabidopsis. En el caso de la colza, sus semillas son la principal fuente de aceite
lo que se traduce en diferencias muy significativas en el tamafio y forma de sus semillas.
Mientras que las semillas de Arabidopsis presentan una forma elipsoidal con una longitud
de unos 485 pm y un ancho de 270 um, las semillas de colza tienen una forma esférica
con un diametro que ronda los 2000 um (Figura 1; Li et al., 2006). Las diferencias en
peso y volumen entre ambas especies son mayores, siendo las semillas de colza méas de
200 veces mas pesadas que las semillas de Arabidopsis. Estas diferencias de tamafio
también se traducen en diferencias en las proporciones de los tejidos que componen las
semillas. Asi, testa y endospermo suponen un 30 % del peso y el volumen de las semillas
de Arabidopsis, pero solo un 15 % en semillas de colza. Igualmente, los tamafios de los
organos del embrion también son diferentes, siendo los cotiledones de colza relativamente
mucho mas grandes que los de Arabidopsis. Debido al tamafio desproporcionado de los
cotiledones, el 90 % de las reservas de acidos grasos de la semilla se acumulan aqui, lo
que supone una gran diferencia con respecto a Arabidopsis (59 %) (Li et al., 2006). En
cuanto a la composicion de los lipidos y acidos grasos, la diferencia mas notable entre
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Arabidopsis y B. napus es el contenido, en esta ultima, de acidos grasos ®9 22:1 (acido
eracico) en todos los compartimentos de la semilla, y el contenido de 4cidos grasos w7
22:1 en el endospermo.

Estas diferencias de tamafio y composicion entre semillas pueden significar
diferencias a nivel del proceso germinativo, como la velocidad o el control molecular de
este proceso. No obstante, no se ha realizado un analisis extensivo que analice la
germinacion de B. napus en comparacion a los conocimientos que se tienen de
Arabidopsis.

3.4. Laimportancia de la germinacion en el establecimiento de las plantulas

El vigor de las semillas se define como la suma de las propiedades que determinan su
potencial para tener un rendimiento germinativo rapido y uniforme bajo un extenso
abanico de condiciones ambientales (Perry, 1978). La germinacion es uno de los
componentes principales del vigor de las semillas, siendo un paso critico en el desarrollo
de las plantas y determinando su supervivencia y su éxito reproductivo (Graeber et al.,
2014). Se ha observado en diferentes cultivos que un mayor vigor de las semillas se
relaciona con un mejor rendimiento de dichos cultivos en condiciones de campo
(TeKrony and Egli, 1991; Ghassemi-Golezani et al., 2010a; Ghassemi-Golezani et al.,
2010b; Mondo et al. 2013; Finch-Savage, 2020). Ademas, las semillas mas vigorosas son
capaces de hacer frente a situaciones de estrés abiotico y bidtico con mayor éxito (Foolad
et al., 1999; Bettey et al., 2000; Hatzig et al., 2015). Asi, la obtencion de cultivos
vigorosos es de vital importancia para garantizar la seguridad alimentaria en el futuro,
siendo la calidad de las semillas un componente esencial de este objetivo (Finch-Savage
and Bassel, 2016).

La germinacion comprende la integracion de un gran numero de mecanismos de
control (Rajjou et al., 2012). La complejidad de estos mecanismos ya se ha estudiado
extensamente en la planta modelo Arabidopsis pero se sabe muy poco sobre el control del
proceso de germinacion en cultivos del género Brassica. El estudio en profundidad de
estos procesos en estos cultivos nos permitiria identificar aquellos procesos claves del
metabolismo, la sefializacién hormonal y los cambios transcripcionales que controlan la
germinacién para usarlos como herramientas para mejorar el vigor de estos cultivos
(Hatzig et al., 2015). Ademas, en el contexto del cambio climatico es de gran interés
mejorar nuestro conocimiento de como afectaran los cambios de temperatura al proceso
germinativo y por tanto al vigor de las semillas y la productividad de los cultivos.
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OBJETIVOS

La germinacion es un proceso del desarrollo clave para las plantas que esta regulado
por la interaccion entre el genotipo y las condiciones ambientales. Este proceso es el
primer paso critico para el establecimiento de los cultivos y por tanto con un notable
impacto sobre su rendimiento. En el contexto de la agricultura se busca que las semillas
sean capaces de germinar de forma eficiente bajo distintas condiciones ambientales. La
variacion en la temperatura provoca respuestas que afectan fuertemente a la dormicion e
influyen en el proceso de germinacion. No obstante, los mecanismos reguladores
subyacentes a estas respuestas siguen siendo en gran parte desconocidos en los cultivos.
Se ha estudiado con bastante profundidad el papel del ABA y GAs, pero se sabe menos
del papel de otras hormonas vegetales como los BRs. En trabajos previos realizados en el
laboratorio, se describié por primera vez una red génica esencial en la regulacién del
proceso germinativo mediada por GAs en el endospermo de Arabidopsis thaliana.
Evidencias preliminares sefialaban que dicha red podria integrar también la sefializacion
por BRs a través de un factor transcripcional de tipo bHLH conocido como BEE2, capaz
de activar la expresion de la EXPA2, un gen clave durante la germinacion. Por ello,
decidimos estudiar en mayor detalle el papel de la sefializacion por BRs mediada por
BEE2 en la germinacion. Por otro lado, Brassica napus es una especie de cultivo
emparentada con la planta modelo Arabidopsis thaliana, lo que la confiere una gran
ventaja para su estudio como planta modelo de cultivo. Ademas, en el laboratorio
disponiamos de 18 variedades de este cultivo, varias de las cuales presentaban respuestas
diferenciales en su repuesta a la temperatura en la parte vegetativa. Por ello, decidimos
aprovechar esta fuente de variabilidad genética para poder analizar las bases genéticas y
moleculares del control de la germinacion, asi como los cambios que se producen en este
proceso en respuesta a la temperatura en este cultivo. En resumen, los objetivos
especificos planteados durante esta tesis son:

1. Caracterizar, a nivel genético y molecular, el papel de BEE2 en la respuesta a BRs
en el endospermo durante la germinacion de Arabidopsis thaliana.

2. Establecer un modelo del control de la germinacién en B. napus a diferentes
niveles: hormonal, metabolico, molecular y transcriptomico.

3. Dilucidar el impacto del incremento de la temperatura ambiente en la cinética de

germinacion de semillas de B. napus, asi como en los mecanismos moleculares
que regulan dicho proceso.
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1. MATERIAL VEGETAL

1.1. Arabidopsis thaliana

En esta tesis se utilizd la especie Arabidopsis thaliana como uno de los modelos
experimentales, y en concreto, se utilizaron plantas y lineas del ecotipo Columbia (Col-
0). Ademas, todas las lineas mutantes de pérdida de funcién utilizadas en este trabajo
estan en este mismo fondo genético. La linea mutante gal-3 cedida por el Dr. David
Alabadi (IBMCP, CSIC) que fue generada originalmente en el ecotipo Landsberg erecta
(Ler), fue introgresada en el ecotipo Col-0. La linea triple mutante beelbee2bee3 fue
cedida por el doctor Jaime Martintez Garcia (CRAG, CSIC). El resto de las lineas
mutantes usadas fueron: nac25-2 (SM_3 37315), nacll-1 (SALK _063384), bee2-1
(SALK_059288) y bee2-2 (SALK_006394) procedentes del NASC (Nottingham
Arabidopsis Stock Center).

Previamente a su siembra, las semillas fueron esterilizadas en tubos eppendorf con
etanol 70% (v/v) durante 15 minutos, se lavaron posteriormente con etanol absoluto y se
dejaron secar. Todas las semillas destinadas a la generacion de los diferentes lotes de
semillas fueron germinadas in vitro en placas de MS1/2 [MS, Murashige & Skoog de
Duchefa, al 0,5 % (p/v); 1% de sacarosa (p/v); MES 2 mM a pH=5,7 ajustado con KOH
1 M; Plant Agar al 7 %] y posteriormente se estratificaron 4 °C y oscuridad durante 3
dias. Pasado el tiempo de estratificacion, las placas se crecieron en una cdmara de cultivo
a una temperatura constante de 22°C, fotoperiodo de dia largo (16 h de luz y 8 h de

oscuridad) y una densidad de flujo fotonico aproximada de 130 :fs Tras 10 dias de
crecimiento, las plantas se trasplantaron a alveolos con una mezcla de turba y vermiculita
en proporcién 3:2 (v/v) y se crecieron en una cdmara de cultivo controlado con una
humedad relativa del 66 % Yy condiciones de temperatura, intensidad luminica y
fotoperiodo similares a las utilizadas en la camara de cultivo in vitro. Las plantas que se
utilizaron para los distintos ensayos de germinacion se crecieron hasta su maduracién en

condiciones idénticas para asegurar una recoleccion de semillas uniforme.

1.2. Brassica napus

La especie Brassica napus (colza) fue usada como modelo de cultivo para los distintos
analisis. En total, se utilizaron 19 variedades de Brassica napus cedidas por el Dr. Rod
Snowdon (Universidad de Justus Liebig, Giessen, Alemania). Estas variedades tienen
distintos periodo de siembra en el campo, 6 son variedades de invierno: C129 (Jupiter),
C032 (Lipton), C033 (Lisek), C166 (Aphid Resistant Rape (ARR)), C124 (Grof
Lisewitzer) y C110 (Zenith); y otras 13 son variedades de primavera: RV31, C238
(Drakkar), C275 (Duplo), C262 (Dux), C286 (Fido), C250 (Industry), C251 (Karat),
C277 (Line), C278 (Marnoo), C279 (Nugget), C240 (Westar), C285 (Wesway) y C270
(Weihenstephaner).

La esterilizacion de las semillas de colza se realizé en tubos falcon de 50 mL con
etanol 70 % (v/v) y Tween-20 0,1 % durante 20 minutos. A continuacion, se realizaron 3
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lavados con etanol absoluto, posteriormente se lavaron con agua miliQ y se dejaron secar.
Las semillas se sembraron en placas altas de 90 mm @ de MS/4 [MS, Murashige and
Skoog de Duchefa, al 0,25% (p/v); MES 0,5 g/L a pH=5,7 ajustado con KOH 1M; Plant
Agar al 6 g/L] y se estratificaron durante 4 dias a 4 °C y en oscuridad. Tras este periodo,
las placas se sacaron a una camara de cultivo a una temperatura constante de 22 °C,
fotoperiodo de dia largo (16 h de luz y 8 h de oscuridad) y densidad de flujo fotdnico
aproximada de 130 uE/(m”2-s).

Para un crecimiento 6ptimo de las variedades de invierno, tras 7 dias de crecimiento
en placa, las plantulas se transfirieron a macetas de 10,5 cm @ (3:1, turba:vermiculita) y
se fertilizaron con NPK 25-9-10 [25 % nitrégeno (p/p), 9 % fosforo (p/p) y 10 % potasio
(p/p)] cada 15 dias. Las plantas se crecieron en el invernadero con los mismos regimenes
de luz y temperatura descritos anteriormente durante un mes, y pasado este tiempo se
trasladaron a un modulo de vernalizacion a 4-6 °C durante 2 meses para inducir la
floracion. Finalmente, las plantas se trasplantaron a macetas de mayor tamafio (25 cm @)
fertilizadas con NPKS 15-15-15-25 [15 % nitrogeno (p/p), 15 % fosforo (p/p), 15 %
potasio (p/p) y 25 % azufre (p/p)] para su crecimiento en el invernadero. Por su parte, las
variedades de primavera se trasplantaron a los 7 dias de crecimiento en placa,
directamente a macetas fertilizadas con NPKS 15-15-15-25 y se crecieron en el
invernadero sin ser sometidas a un periodo de vernalizacion. En ambos casos, las plantas
se crecieron hasta la maduracién de las semillas que fueron recolectadas una vez las
plantas estuvieron secas.

2. MATERIAL MICROBIOLOGICO

2.1. Escherichia coli: Transformacion, siembray cultivo

En el desarrollo de esta tesis se ha usado Escherichia coli como medio para la
produccion, seleccion y almacenamiento de plasmidos. Las cepas de E. coli utilizadas en
este trabajo son DHS5a [hsdR17(rk-, mk+) supE44 thi-1 recAl gyrA (Nalr) relAl A
(lacZY AargF) 1169 (m80lacZ AM15)] y DB3.1 [F- gyrA462 endA1 ginV44 A(srl-recA)
mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) aral4 galK2 lacY'1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtl1]. La
cepa DH5a fue usada para la seleccion de todas las construcciones generadas, mientras
que las cepas DB3.1 se usaron para la seleccion de plasmidos vacios de pDE-CAS9-FAST
GG.

Las cepas DH5a de E. coli se transformaron mediante un protocolo de choque térmico
(adaptacion de Inoue et al., 1990). Brevemente, se afiadieron los plasmidos de interés
(100-500 ng) a una alicuota de células termocompetentes, tras su incubacion a 4 °C
durante media hora, se sometieron a un choque térmico de 42 °C durante 30 segundos.
Tras el choque térmico, se anadieron 800 puL. de LB [triptona 1 % (p/v); extracto de
levadura 0,5 % (p/v); NaCl 1 % (p/v)] a las bacterias, se incubaron 5 minutos a 4 °C y se
incubaron durante 1 hora a 37 °C en agitacion. Posteriormente, el cultivo se centrifugd
durante 5 minutos a 5000 rpm, y finalmente se plaque6 sobre una placa con medio LB
con el antibiodtico correspondiente a 37 °C durante 24 horas. Por su parte, las cepas DB3.1
electrocompetentes se transformaron mediante electroporacion. En este caso, las células
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se transformaron con un protocolo adaptado de Dower et al., 1988. Una vez afiadido el
plasmido de interés a la alicuota bacteriana, esta se introdujo en una cubeta de
electroporacion y se sometié a un pulso eléctrico (25 pF de capacitancia, voltaje de 2,5
KV y una resistencia de 200 Q), durante 5 ms. Tras el pulso, se anadieron 800 uLL de LB
y se paso el cultivo a un tubo Eppendorf para su incubacion a 37 °C y agitacion durante 1
hora. Tras la incubacion, los cultivos se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm y se
plaquearon en medio LB con el antibiGtico necesario para el crecimiento y seleccion de
E. coli y se incubaron durante 24 horas a 37 °C.

2.2. Agrobacterium tumefaciens. Transformacion, siembray cultivo

Agrobacterium tumefaciens fue usada como bacteria para la trasformacion de plantas
de Nicotiana benthamiana y Brassica napus. Se usaron las cepas C58C1 [PMP90] y
AGL1 que se transformaron mediante electroporacion. El protocolo de transformacion es
similar al realizado con las células electrocompetentes de E. coli, con varias
modificaciones: la incubacion posterior al pulso eléctrico se llevo a cabo a 28 °C durante
1-2 h; los cultivos se plaquearon en medio LB con los antibidticos rifampicina (50
pg/mL), gentamicina (40 pg/mL) necesarios para el crecimiento y seleccion de A.
tumefaciens junto con el antibidtico de seleccion de las bacterias transformadas y los
cultivos se incubaron durante 48 horas a 28 °C.

2.3. Saccharomyces cerevisiae. Transformacién, siembra y cultivo

Para el desarrollo de esta tesis, se uso la levadura Saccharomyces cerevisiae como
modelo eucariota para testar interacciones proteina-proteina (Y2H) o proteina-DNA
(Y1H) tal y como se ha descrito en Castrillo et al., 2011; Sanchez-Montesino and Ofate-
Sanchez, 2017, 2018).

En estos ensayos de levaduras se utilizaron cepas sexualmente compatibles, asi, se
us6 YM4271 como cepa de tipo “a” y las cepas de tipo “a” Y187 para los ensayos de
Y1H y pJ694 para los de Y2H. Las levaduras se crecieron en medio YPAD (2 % (p/v)
peptona, 1 % (p/v) extracto de levadura, 2 % (p/v) glucosa). Una vez obtenidas las
levaduras transformadas, estas se crecieron en medio selectivo DOB (Dropout base for
synthetic defined dropout medium; MP Biomedicals) a una concentracion de 27 g/L,
suplementado con una mezcla comercial de los aminoacidos correspondientes (MP
Biomedicals). Todos los medios usados para crecer levaduras se autoclavaron a 120 °C

durante 10 min.

La transformacion de Saccharomyces cerevisiae se realizé usando la solucion PATE
[Polietilenglicol (PEG) 40 % (v/v); Acetato de litio 100 mM; TE (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH=8 equilibrado con HCIl y AcNA)]. Tras crecer las levaduras de partida
en 3 mL de medio YPAD durante una noche, se centrifugaron a 5000 rpm durante 2 min
y se desecharon 2,5 mL del sobrenadante. Posteriormente, las levaduras precipitadas se
resuspendieron en el volumen restante de YPAD al que se le afiadio 500 pL de solucion
PATE, 10 upL. de DNA monocatenario de esperma de arenque (Promega) y 1 pg del
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plasmido de interés. La mezcla se resuspendio suavemente y se incubd a temperatura
ambiente y en condiciones de oscuridad durante una noche. Finalmente, se realizaron 3
lavados consecutivos con agua y se plaquearon en medio selectivo DOB, donde se
incubaron durante 2-3 dias a 28 °C.

El siguiente paso en los ensayos de Y1H y Y2H, es la obtencion de las células
diploides a partir de las células haploides transformantes que hemos generado
previamente (mating, Fields and Song, 1989). Para ello, se prepararon cultivos de cada
una de las cepas haploides en 1 mL de YPAD y se enriquecieron mediante agitacion a 28
°C durante 48 h. Pasado este tiempo, se generaron los diploides inoculando 200 pL de
cada cultivo cebo con cada cultivo presa para generar todas las interacciones deseadas.
Este mating se dejé incubar a 28 °C en oscuridad y sin agitacion durante 1-2 dias.
Finalmente, para seleccionar las células diploides, se inocularon 100 pL de cada
combinacion en 900 uL medio selectivo DOB-L-W durante 3 dias a 28 °C y agitacion.
Tras este paso de enriquecimiento de diploides, se plaqued en el mismo medio selectivo
un pequefio volumen del cultivo, dejandose crecer a 28 °C durante 2-3 dias.

3. MATERIAL PLASMIDICO

En la Tabla 1. Se recogen todos los vectores empleados en la realizacion de esta tesis,
asi como las resistencias o auxotrofias que confieren a bacterias, plantas y levaduras, y
los experimentos en los que fueron utilizados.

Tabla 1. Listado de plasmidos usados, resistencias que confieren y uso.

Resistencia
Resistencia planta .. .
Vector bacteria /Auxotrofia Finalidad Referencia
levadura
pDONR207 Gentamicina - Clonaje Invitrogen
pDEST22 Carbenicilina Triptéfano Invitrogen
pGADT7? Ampicilina Leucina Expresion en levadura
o . Clontech
pGBKT7 Kanamicina Triptéfano
pTUY1H Ampicilina Leucina Castrillo et al., 2011
GreenlI-0800- .. .. .
P Ej; GW Kanamicina Kanamicina Deteccion de Hellens et al., 2005
- bioluminiscencia
. o o en planta .
pYRO Espectinomicina Kanamicina Chen and Singh, 1999
PCXGW . .. W. Frommer, Carnegie
Espectinomicina BASTA Institution for Sci

pNXGW Sobreexpresion en planta nstitution for Science

pMDC43 Kanamicina Higromicina Curtis and Grossniklaus, 2003
pGG:AtU6 AB

Ampicilina - Clonaje para CRISPR/Cas9

pGG:AtU6 BC Decaestecker et al., 2019

pDE Cas9 . .. . .. ;

FAST GG Espectinomicina  Kanamicina CRISPR/Cas9
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4. CLONAJES

Las construcciones realizadas a lo largo de esta tesis se generaron mediante las
tecnologias Gateway (Invitrogen), GoldenGate (Engler and Marillonnet, 2014), o
mediante el uso de enzimas de restriccion y reacciones de ligacion. En la Tabla
Suplementaria 1 se recogen todas las construcciones generadas y utilizadas. Todas las
construcciones fueron comprobadas mediante PCR, y posterior secuenciacion de las
mismas.

4.1. Generacion de construcciones mediante tecnologia Gateway

Gateway es una tecnologia basada en la inclusion de insertos en vectores mediante
reacciones de recombinacion (www.invitrogen.com). Los plasmidos de este sistema
Ilevan incorporados un cassette en el que se incluye el gen suicida de E. coli ccdB y un
gen de resistencia para el cloranfenicol (CmR), y estdn flanqueados por sitios de
recombinacion derivados del bacteriofago lambda. En primer lugar, las secuencias de
interés se amplificaron con ayuda de la polimerasa de alta fidelidad PlatinumTM Pxf
DNA Polymerase (Invitrogen), incluyendo en cada extremo las secuencias attB1 y attB2.
Una vez obtenidos estos amplicones, se introdujeron en los plasmidos de entrada
(PDONR207 y pDONR221) cuyos cassettes se encuentran flanqueados por secuencias
attP1y attP2. La recombinasa BP es capaz de reconocer las secuencias attP1, attP2, attB1
y attB2 y realizar una recombinacion attBl-attP1 y attB2-attP2 de tal manera que el
cassette Gateway es sustituido por los amplicones de interés flanqueados por secuencias
attL1 y attL2. El siguiente paso en la clonacién por este sistema fue la introduccion de
nuestro inserto en el plasmido de destino mediante una reaccion de recombinacion tipo
LR. Esta reaccion se lleva a cabo con la clonasa LR, capaz de reconocer las regiones
flanqueantes attL 1 y attL.2 del plasmido de entrada y recombinarlas con las regiones attR1
y attR2 de los plasmidos de destino.

4.2. Generacion de construcciones mediante enzimas de restriccion vy
reacciones de ligacion

El uso de reacciones de digestion-ligacion fue necesario para la clonaciéon de
secuencias de interés en los plasmidos pYRO y pTUY1H, que no llevan incorporados el
sistema Gateway. Para los clonajes en el vector pTUY1H, la region del promotor de
interes se amplifico con la polimerasa de alta fidelidad PlatinumTM Pxf DNA Polymerase
(Invitrogen) usando como molde DNA genomico (QDNA)de Col-0 y oligonucledtidos a
los que afiadimos las secuencias de las enzimas de restriccion Xmal y Xbal. Tanto el
fragmento amplificado como el plasmido pTUY1H fueron digeridos con estas enzimas
segun las especificaciones del fabricante. Posteriormente, se precipito la digestion con
acetato de sodio y el fragmento digerido y purificado se ligd en pTUY1H usando la ligasa
T4 DNA ligase (Invitrogen, segun las indicaciones del fabricante). La ligacion se incubo
a 16 °C durante 16 horas y se usé directamente para transformar E. coli.
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Para los clonajes en el vector pYRO, se amplific6 la secuencia de interés
introduciéndole los sitios de digestion para las enzimas Bglll y Hindlll. El plasmido se
digirié con las enzimas BamHI y Hindlll, mientras que el amplicon se digirié con las
enzimas Bglll y Hindlll. La ligacion de plasmido y amplicén se realizé con la ligasa T4,
que une los extremos generados por Bglll y BamHI, compatibles entre si, y los extremos
generados por Hindll. Posteriormente la reaccion de ligacion se incub6 a 16 °C durante
16 horas y se us6 directamente para transformar E. coli.

4.3. Generacion de construcciones CRISPR/Cas9 mediante sistema pDE-
CAS9-FASTGG

La clonacion de las guias de CRISPR/Cas9 se realizo en el sistema de pDE-CAS9
FASTGG (Decaestecker et al., 2019) basado en la tecnologia Golden Gate, cedido por el
Dr. José Antonio Abelenda (CBGP, UPM). Para aumentar la probabilidad de generar un
plasmido capaz de detectar y alterar la secuencia de BnaRGL2, se decidi6 introducir dos
guias de la secuencia del gen. Para ello se disefiaron dos oligonucle6tidos para cada una
de ellas de manera que pudieran ser compatibles con el sistema de clonaje (Tabla 3). El
anillamiento de cada par de oligonucléotidos se realiz6 hirviendo una mezcla de 2 uM de
cada uno de los oligonucleotidos a 95-100 °C durante 5 minutos y posterior enfriamiento
lento a temperatura ambiente. El clonaje de cada una de las guias se realizd mediante dos
reacciones de digestion-ligacion: primero con Bbsl para su introduccion en los plasmidos
de entrada pGGAtU6AB y pGGAtUGBC para ser clonadas de manera secuencial en el
plasmido final, y el paso final entre ambos plasmidos de entrada y el plasmido final pDE
CAS9 FAST GG se realizo con la enzima Bsal (Figura suplementaria 1).

5. Oligonucleotidos

Todos los oligonucledtidos disefiados en esta tesis relacionados con Arabidopsis
fueron disefiados a mano y su calidad se comprob6 con el programa OligoAnalyzer™
(Integrated DNA Technologies). Por su parte, el disefio de los oligonucleédtidos para la
especie alopoliploide Brassica napus se realizd en varios pasos. Primero, se realiz6 una
busqueda de ortologos del gen de interés mediante similitud con las secuencias de las
bases de datos disponibles y posteriormente se llevd a cabo un cribado de aquellos genes
seleccionando aquellos con un patron de expresion similar a los genes de Arabidopsis.
Para ello, se buscaron los diferentes ortélogos para cada gen mediante el alineamiento de
las secuencias de los genes de Arabidopsis con la base de datos de Genescope
(https://www.genoscope.cns.fr/brassicanapus/). Para los genes con mayor porcentaje de
similitud, que seran los posibles ort6logos, se analizaron sus patrones de expresion usando
los datos de expresion génicas de los RNA-Seq de las variedades de invierno obtenidos
previamente y se compararon con las cinéticas de expresion de los genes de Arabidopsis
durante el proceso de germinacion (http://vseed.nottingham.ac.uk/). Se disefiaron oligos
especificos de aquellas copias que presentaron un patron de expresion similar al de
Arabidopsis. Todos los oligonucle6tidos fueros suministrados por Sigma Aldrich y se
relnen en la Tabla Suplementaria 2.
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6. GENERACION DE MUTANTES Y LINEAS
TRANSGENICAS

6.1. Generacion de dobles mutantes en Arabidopsis thaliana mediante
cruzamiento genético

Para estudiar la posible relacion genética entre nuestras proteinas de interés, o su
comportamiento en fondos genéticos con ausencia de giberelinas, se generaron lineas de
dobles mutantes mediante cruces entre los mutantes simples. Entre los mutantes
generados se obtuvieron: bee2-1gal-3, bee2-1nac25-2, bee2-1nacll-1y bee2-2gal-3. En
aquellas combinaciones de mutantes con diferentes marcadores de resistencia a
antibidticos o incapaces de germinar sin aplicacién de giberelinas exdgenas, los cruces se
sembraron en MS/2 suplementado con la combinacion de antibiéticos y/o hormonas
necesarias para su seleccion. En posteriores generaciones, la seleccién de los dobles
mutantes se realizd mediante el genotipado de las plantulas seleccionadas tal y como se
indica en el apartado 8 de Materiales y Métodos.

6.2. Mutagénesis dirigida

Para generar la version mutada de la EXPA2, 4xbHLH-mut::LUC, se utiliz6 la técnica
de mutagénesis dirigida. Con esta estrategia introdujimos cambios de 2 6 3 nucle6tidos
en los motivos de unién para el bHLH identificados en el fragmento de 134 bp del
promotor de la EXPA2. Como los motivos de union a bHLH se encuentran en los
extremos de este fragmento, la mutagénesis (Figura 8) fue realizada disefiando una sola
pareja de oligonucle6tidos que anillan a cada extremo de la region de estudio y que
incluyen los cambios de bases deseados. Ademas, se insertaron zonas de restriccion para
las enzimas Bglll y Hindlll en los extremos 5’ y 3’ respectivamente, para su posterior
clonaje en el plasmido pYRO. El fragmento con las mutaciones se amplificd en una sola
reaccion de PCR usando el plasmido 4xbHLH::LUC (LO1848) como molde. Se
comprobd primeramente que el amplicon tenia el tamafio de banda correcto mediante
electroforesis en gel de agarosa (agarosa al 3 %). Posteriormente se purifico el fragmento
directamente desde la PCR con AcNa, tal y como se indica en el apartado 7.3.4. de
Materiales y Métodos. Por ultimo, el fragmento purificado se digirié con las enzimas
Bglll'y Hindlll 'y se insert6 en el plasmido pYRO mediante una reaccion de ligacion como
se explica en el apartado 4.2. de esta seccion.

6.3. Transformacion de Brassica napus

Para la transformacién de los meristemos florales de Brassica napus, las bacterias A.
thumefaciens de la cepa AGL1 se transformaron con la construccion que contiene las dos
guias del sistema CRISPR/Cas9 y se crecieron durante toda la noche en 500 mL de LB.
Cuando las bacterias alcanzaron la densidad dptima para la transformacion (ODeoo de 0,4-
0,6) se centrifugaron a 7000 rpm y se resuspendieron en un volumen similar de solucién
de infiltracion para Brassicas [MS/2, 0,5 g/L de MES; 50 g/L de sacarosa; 0,1 mg/L BAP
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y 0,03 v/v de Silwet L-77; pH=5,8 ajustado con NaOH]. Para mejorar la permeabilidad
de las hojas y favorecer la infiltracion, las plantas se sumergieron brevemente en una
dilucion de Triton X-100 o TWEEN al 0,1 % (v/v). Asi mismo, se aplicd vacio durante
un periodo de 1-5 minutos para facilitar la entrada de las bacterias en el meristemo floral.

_.CGAT TATCAAATGACATGTGAAT .. _.TTGCATGTGAAGACTTAAC ACGG.__

CGATAGATCTTATCAAAAAACATAAAAAT \TlTGCATAAAAAGACTTAACAAGCTTACGG I

Bglll HindIII

CGATAGATCT TATCAAA  ACAT AAT .. ...TTGCAT AAGACTTAAC AAGCTTACGG

E-box 1 E-box 2

Figura 8. Proceso de mutagénesis dirigida usando la construccién 4xbHLH::LUC para
generar la construccién mutada 4xbHLH-mut::LUC. La mutagénesis de los 3 E-box
reconocibles por TFs de tipo bHLH se Ilev6 a cabo en un solo paso mediante una reaccion
de PCR. Los oligonucleétidos utilizados se presentan como flechas blancas, las mutaciones
insertadas se muestran en rojo.

7. ESTUDIO DE ACIDOS NUCLEICOS (DNA)
7.1.  Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la técnica que se utilizé para la
deteccion de los genes de interés o para la amplificacion de genes o fragmentos de DNA
que fueron clonados posteriormente. Para la primera tarea se usé la polimerasa NZY Taq
2X Green Master Mix (NZYTech) (1,4 U de enzima), con oligonucledtidos a
concentracion final de 0,3 uM y usando 0,5 pL de molde de gDNA. Estas PCRs se
realizaron en un termociclador Touch™ de BioRad, con el siguiente programa:
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Paso Temperatura (°C) Tiempo (s) N° de ciclos
Desnaturalizacion 95 120 1
Desnaturalizacion 95 45

Anillamiento OTIEOT]{J o delos 30 35
Extension 72 60 s/kb
Extension 72 430 1
Conservacion 4 0 1

Por otro lado, para amplificar genes o fragmentos de interés, se usé la enzima de alta
fidelidad PlatinumTM Pxf DNA Polymerase (Invitrogen, 3 U de enzima). Estas PCRs se
realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.2. Electroforesis de DNA

Las electroforesis de DNA se realizaron para separar fragmentos de DNA
dependiendo de su tamafo y su posterior visualizacion y/o aislamiento. Todo el material
que se sometié a electroforesis procedio de reacciones de PCR o de digestiones de
plasmidos. Para ello, se usaron geles horizontales de concentraciones variables de agarosa
(desde el 0,7 al 2,5 %, p/v) dependiendo del tamafio de banda de DNA esperado, diluidos
en tampon TAE [Tris 0,5% (p/v), acido acético 0,1 % (v/v), EDTA 1uM pH=8]. Para
poder observar los fragmentos de DNA bajo el UV, se us6 bromuro de etidio (0,4 pg/mL)
0 GreenSafe (NZY Tech, siguiendo las instrucciones del fabricante). A las reacciones de
PCRs se les afiadi6 glicerol al 5 % (v/v) para su carga en los geles, que se sometieron a
un voltaje de 70-120 V. Posteriormente, las bandas de DNA se visualizaron tras
exposicion del gel a luz ultravioleta en un transiluminador Molecular Imager® Gel
DocTM XR System deBioRad, asociado al software Quantity One 4.6.5 de BioRad.

7.3.  Extracciony purificacion de DNA

Dependiendo de la naturaleza del DNA, se usaron diferentes métodos para su
extraccion y purificacion, los cuales se detallan a continuacion.

7.3.1. Extraccion de DNA genémico

La extraccion de gDNA se realizé sobre muestras de plantas silvestres de Arabidopsis
Col-0 y los diferentes mutantes y dobles mutantes de pérdida de funcién analizados en
esta tesis para su genotipado, asi como sobre muestras de B. napus variedad RV31y las
plantas modificadas con el sistema CRISPR/Cas9. Para Arabidopsis, se utiliz6 como
tejido de partida hojas de roseta previo a la aparicién del boton floral y para B. napus se
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usaron discos tomados de hojas jovenes. A cada muestra se afiadieron bolitas de vidrio
(1 mm @) y se congelaron para su posterior trituracion en un molino de muestras MM300
(Retsch). Se uso para la extraccion de DNA un protocolo adaptado de Edwards et al.,
1991. Brevemente, primero se afiadieron 400 pl de buffer de extraccion de Edwards [Tris-
HCI 200 mM, pH 7,5; NaCI250 mM; EDTA 25 mM; SDS 0,5%] a cada muestra y se
homogeneizd durante 5 s mediante agitacion con vortex. Tras una centrifugacion de 1
min a maxima velocidad, se recogieron 300 pL del sobrenadante y se mezclaron con un
volumen equivalente de isopropanol a 4 °C, Tras una incubacion de 2-5 min, las muestras
fueron centrifugadas a méxima velocidad durante 5 min, y tras eliminar el sobrenadante,
el DNA fue diluido en 100 pL de agua de grado PCR (Applichem). Todas las muestras
se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion.

7.3.2. Aislamiento de DNA plasmidico

ElI DNA plasmidico, fruto de los clonajes de nuestros genes o de diferentes fragmentos
de interés, se aislé usando el kit comercial Plasmid DNA isolation Miniprep (Macherey-
Nagel) segln las instrucciones del fabricante. Se parti6é de 3 mL de cultivo crecido durante
24 h y tras purificar el DNA plasmidico, este se resuspendié finalmente en 30 pL de
tampdn TE. En el caso de extraer plasmidos de la levadura S. cerevisiae, se utilizo el
mismo kit excepto que la lisis celular se realiz6 durante 10 min.

7.3.3. Extraccion de DNA de geles de agarosa

El DNA extraido de geles de agarosa fue purificado usando el kit GenecleanTurbo™
Kit (MP Biomedicals), siguiendo las indicaciones del fabricante.

7.3.4. Purificacion de DNA obtenido por PCR

El DNA resultante de las PCRs y digestiones se purificé mediante un método de
precipitacion con acetato de sodio (AcNa). Para ello, se afiadieron 2,5 volimenes de agua
de grado PCR (Applichem) al DNA, y 1/10 de volumen de AcNa pH 5,2 3M. Para
precipitar el DNA, se afiadieron 3 volumenes de etanol puro y se centrifugd a méxima
velocidad durante 15 minutos. Tras descartar el sobrenadante, el precipitado se lavo con
etanol 70 % (v/v) y se volvié a centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos.
Finalmente, se descarté el sobrenadante y el precipitado se resuspendid en agua de grado
PCR.

7.4.  Secuenciacion de DNA
Las construcciones generadas en el laboratorio fueron validadas mediante

secuenciacion, la cual se realiz6 de manera externa por la empresa Macrogen mediante
secuenciacion de tipo Sanger (Sanger et al., 1977).
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8. GENOTIPADO

El genotipado de todas las plantas mutantes de pérdida de funcién por insercion de T-
DNA se realizo mediante PCR. Se identifico tanto la presencia de la insercion de T-DNA
(reaccion BP+LP) como la ausencia del gen silvestre (reaccion RP+LP) en cada plantula.
RPy LP son las regiones del gen de interés que se encuentran en el lado 5’ y 3’ del inserto,
mientras que BP es una region del inserto del T-DNA. Como controles positivos y
negativos, se usaron plantas Col-0 y los diferentes mutantes simples. Los genotipados se
realizan a partir de gDNA extraido de plantulas tal y como se indica en el apartado 7.3.1
de esta seccion. En la Tabla 2 se muestran los oligonucleétidos utilizados para cada
reaccion y mutante.

Tabla 2. Listado de los oligonucleétidos utilizados para el genotipado de las lineas de
mutantes simples y dobles.

Oligonucledtidos

Linea Reaccion LP+RP Reaccion BP+RP
nac25-2 L0O1385+L01386 LO1333+L01386
nacll-1 LO1379+L 01380 L0O1222+L01380
bee2-1 LO1946+L 01947 LO1332 +L01946
bee2-2 LO1946+L01947 LO1222 +L0O1947

gal-3 L0O2165+L02166 LO2167+L02168

al-3 bee2-1 LO2165+L.02166 LO2167+L02168

9 L0O1946+L.01947 LO1332 +L01946
21-3 bee2-2 L0O2165+L02166 LO2167+L02168

9 LO1946+L 01947 LO1222 +L0O1947
al-3 nNac25-2 LO2165+L.02166 LO2167+L02168
9 L0O1385+L.01386 LO1333+L 01386
a1-3 nacll-1 L0O2165+L02166 LO2167+L02168
9 LO1379+L01380 L01222+L.01380
TP LO1946+L01947 LO1332 +L01946
LO1385+L01386 LO1333+L01386

bee2-1 nacll-1 LO1946+L01947 LO1332 +L01946
LO1379+L 01380 L0O1222+L01380
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9. ANALISIS DE EXPRESION GENICA
9.1. Extracciony purificacion de RNA de semillas

Todas las extracciones de RNA llevadas a cabo durante la realizacion de esta tesis se
realizaron mediante una adaptacion del protocolo descrito en Ofiate-Sanchez and Vicente-
Carbajosa, (2008). Como material de partida se utilizaron 20 mg de semillas de
Arabidopsis secas 0 embebidas en agarosa al 0,6 % Yy en el caso de Brassica napus se
utilizaron 25-30 semillas secas o embebidas en agarosa al 0,6 % o agua a diferentes
tiempos durante la germinacion. Las muestras recogidas se congelaron rapidamente en
nitrégeno liquido y se trituraron en un mortero autoclavado y en condiciones de frio
constante. Posteriormente las muestras se mantuvieron a -80 °C hasta su procesamiento.
La extraccion se inicid anadiendo al material vegetal molido, 550 puL de tampdn de
extraccion [LiCl 400 mM; Tris-HCI200 mM a pH 8; EDTA 25 mM a pH=8; SDS al 1 %
(p/v)] y 550 pL de cloroformo. Tras una breve centrifugacion, se recuperaron 500 pL de
la fase superior a la que se le anadié 1 volumen de fenol saturado en agua y 200 pL de
cloroformo. Las muestras se colocaron en columnas Phase Lock Gel Heavy 2 mL
(5PRIME) y se centrifugaron durante 5 min. Después, se recogieron 450 pL de la fase
liquida y, en un tubo nuevo, se afiadieron 1/3 de volumen de LiCl (8 M) y se mezclaron
y se dejaron incubar durante toda la noche a 4° C. Tras esta incubacion, las muestras se
centrifugaron a méaxima velocidad durante 30 min a 4 °C y, una vez retirado el
sobrenadante, el precipitado se resuspendio en 90 pL de agua de grado PCR. Las muestras
se volvieron a centrifugar para asegurar la completa eliminacion de compuestos
organicos, recuperandose 87 UL de sobrenadante a los que se les afiadieron 10 pL de
Tampon DNasa I libre de RNasa 10x y 3 ul DNasa I libre de RNasa (30 unidades; Roche)
y se incubaron durante 1 h a 37 °C. En el caso de la extraccion de RNA de colza, para
asegurar la completa digestion de todo el DNA, se duplicaron los volimenes, y el
precipitado se resuspendié en 180 L, recuperandose 174 ul tras la segunda
centrifugacion, a los que se les afiadié 20 uL de Tampon DNasa | libre de RNasa 10x y 6
pul DNasa I libre de RNasa. Ademas, la digestion se prolongd durante 90 min.
Posteriormente, se comprobo la ausencia del gDNA en las muestras mediante PCR
usando los oligonucledtidos LO2 y LO3, que amplifican un fragmento del gen de la B-
Tubulina 8, usando como control gDNA de Col-0. Después, se afiadieron 400 pL de agua
(300 pL para la extraccion en colza), 7 pL de NaAc 3 M pH=5,2 y 250 pL de etanol
absoluto a las muestras y se centrifugaron durante 10 min a 4 °C. Tras recuperar 750 uL
del sobrenadante, se afiadieron 43 ulL de NaAc 3M pH=5,2 y 750 uL de etanol absoluto,
se incubaron durante 1 h a -80 °C y se centrifugaron 20 min. Finalmente, los precipitados
se lavaron con etanol 70 % (v/v) y se resuspendieron en 30 puL de agua de grado PCR. La
concentracion de las muestras de RNA se cuantificé por espectrofotometria usando un
NanoDrop® ND-1000, y su integridad se comprob0, ademas, cargando 1 uL de muestra
en un gel de agarosa al 1 %.

9.2. Sintesis de DNA complementario (CDNA)

Para la sintesis de cDNA se uso el kit Transcription First Strand cDNA Synthesis Kit
(RocheDiagnostics) siguiendo las instrucciones del fabricante, usando 2,5 uM de Oligo
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dT para Arabidopsis y una mezcla de 2,5 uM de Oligo dT y 20 pM de Random Hexamers
(para amplificar RNA no codificantes) en el caso de B. napus.

9.3. PCR cuantitativa de tiempo real (QPCR)

El analisis de los patrones de expresion de los diferentes genes diana o de interés en
Arabidopsis y colza se efectuaron mediante qPCR a tiempo real (RT-gPCR). Estas RT-
gPCR se realizaron a partir del cDNA sintetizado en el apartado anterior utilizando el
termociclador EcoTM Illumina® (ThermoFisher Scientific). Estas reacciones se
realizaron a un volumen final de 10 pL afiadiendo 2 pL de 1/10 de cDNA molde, 0,2 uM
de cada oligonucledtido y 2 puLL de PyroTaq EvaGreen qPCR Master Mix Plus (ROX) 5X
que contiene la polimerasa (Cultek Molecular Bioline). Las condiciones de las PCRs
fueron las siguientes:

Paso Temperatura (°C) Tiempo () Ne° de ciclos
Desnaturalizacion 95 900 1
Desnaturalizacion 95 15

Tm +/- 5 de los

Anillamiento oligonucledtidos 20 40
Extension 72 20
95 15

Disociacion 60 30 1
95 1

Como normalizador se us6 el gen de la ENZIMA CONJUGADORA DE LA
UBIQUITINA 21 (UBC21) o el gen de la ACTINA 8 (ACT8) para Arabidopsis ya que
muestran una expresion constitutiva durante el proceso de germinacion. En el caso de
colza, se realizaron una serie de pruebas iniciales para identificar un gen normalizador.
Asi, dos de los genes candidatos iniciales BnaEIF3E y BnaSUI, de uso general en gPCRs
en Arabidopsis, se observo que su expresion variaba entre las diferentes variedades y a lo
largo de la germinacion. Por lo tanto, se decidio usar el RNA ribosomal (rRNA) 18S cuya
expresion, aunque muy alta (se utilizaron concentraciones muy diluidas de cDNA,
1/1000) era estable en nuestras condiciones.

9.4. Secuenciacion masiva de RNA (RNASeq)

Los datos de transcriptomica cedidos por el Dr. Snowdon provenian de muestras de
semillas embebidas en papel humedecido con agua destilada sobre un recipiente de
germinacion Jacobsen. Posteriormente, dichas semillas se recogieron a los diferentes
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tiempos (0, 2, 12,36 y 72 h) y se congelaron en nitrégeno liquido. EI RNA se aisl6
utilizando el Kit Nucleospin miRNA (Mecherey-Nagel), su calidad se midi6 mediante
electroforesis capilar QlAxcel (Qiagen) y se cuantificd usando un Qubit 2.0 Fluorometer
(Life Technologies). Se utilizaron 3 réplicas biologicas de 30 semillas cada una. Las
muestras se secuenciaron en la plataforma HiSeq2000 de LGC Genomics (Berlin,
Alemania). La libreria para la secuenciacion fue realizada con el kit TruSeqnRNA Sample
Prep Kit v2 (Illumina) y las lecturas obtenidas fueron de 100 bp desde cada extremo. El
procesamiento de los datos obtenidos se indica en el apartado 16 de Materiales y Métodos.

Para estudiar los cambios de expresion génica globales en los primeros tiempos de
germinacion y en respuesta a temperatura en las variedades C238 y C277, se llevé a cabo
un analisis de RNAseq. Para llevar a cabo dicho analisis, las muestras de semilla seca se
congelaron directamente en nitrogeno liquido, mientras que las muestras de 4 y 12 h se
embebieron en agua en tubos falcon de 50 mLy se congelaron tras su secado. Se aislo el
RNA total de 3 réplicas biologicas provenientes de un grupo de 30 semillas de 6 plantas
individuales tal y como se describe en el apartado 9.1. Tras comprobar la integridad del
RNA extraido usando un Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen), las muestras se secuenciaron
de forma externa (Macrogen). La libreria para la secuenciacion fue realizada con el kit
Truseq stranded mMRNA Library, y las lecturas obtenidas fueron de 125 bp desde cada
extremo. El procesamiento de los datos se indica en el apartado 16 de Materiales y
Métodos.

10. ENSAYOS DE RUPTURA DE TESTA Y GERMINACION

Los ensayos de ruptura de testa y de germinacion consistieron en el conteo, a
diferentes tiempos desde la imbibicion de las semillas, del namero de semillas que
presentaron ruptura en la zona micropilar de la testa y de aquellas semillas ya germinadas.
Consideramos como semillas germinadas aquellas semillas cuyas radiculas hubieran
protruido del endospermo y de la testa. Para cada ensayo, se utilizaron semillas de un
mismo lote tal y como se describe en el apartado 1 de Materiales y Métodos. Todas las
semillas usadas, tanto de Arabidopsis como de colza, se conservaron en condiciones de
baja humedad (y frio en el caso de colza) al menos durante un mes posterior a su colecta.

10.1. Ensayos de germinacion en Arabidopsis thaliana

Los diferentes ensayos de germinacién de Arabidopsis se realizaron en placas de
agarosa al 0,6 %. En la tabla 3 se recogen las diferentes condiciones que se utilizaron en
los distintos experimentos realizados con estas semillas. En cada ensayo se usaron
aproximadamente 50 semillas de entre 3-8 plantas independientes para cada genotipo. El
contaje de semillas germinadas se realiz6 usando una lupa Olympus SZ51.
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Tabla 3. Condiciones de germinacion para cada uno de los diferentes tipos de ensayos
realizados con semillas de Arabidopsis.

Ensayos Estratificacién  Tratamiento  Condiciones de Rango de
crecimiento conteo
Fenotipado . JE
mutantes bee2 Si 5uMeBL 130 —— 24 h
Fenotipado de No ] 130 LE ot
mutantes —

10.2. Ensayos de germinacion en Brassica napus

Para los ensayos de germinacion con las variedades de invierno de colza, se usaron
15 semillas de 4 plantas independientes de cada variedad en placas de agarosa al 0,6 %.
Mientras que para las variedades de primavera se usaron, para cada variedad, 25-30
semillas de 3 grupos de 6 plantas independientes cada uno. Los primeros ensayos de
germinacién se realizaron directamente en placas de 0,6 % de agarosa mientras que para
los ensayos de germinacion con variedades de primavera y la preparacion de muestras
para el RNASeq, las semillas se embebieron primero en 10 mL de agua durante 12 h'y
posteriormente se pasaron a placas de agarosa al 0,6 %. En estos ensayos, se establecieron
tres estadios diferentes durante el proceso germinativo: estadio B, en el que la radicula
rompe la testa; estadio C, donde la radicula protruye a través de la testa; y el estadio D,
en el que la radicula empieza el proceso de elongacion (Figura 37, Resultados). En la
tabla 4 se recogen las diferentes condiciones para los distintos experimentos realizados
con estas semillas. En la tabla 5 se recogen los distintos caracteres de germinacién
cuantificados durante el fenotipado de la germinacién de las variedades de primavera.
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Tabla 4. Condiciones de germinacion para cada uno de los diferentes tipos de ensayos
realizados con semillas de colza.

Condiciones Rango
Ensayos Estratificacion  Tratamiento de de
crecimiento  conteo
Fenotlpadp d(_e variedades de No ) 130 uZE 24 h
invierno m2.s
i i 100-110 -
Fenotlpado_de variedades de No 21029 °C 5 4-12
primavera —— h
me-s
i i6 100-110
Fenotipado y preparacion para No 91 029 °C E 4h
RNASeq -

Tabla 5. Caracteres de germinacion y semilla fenotipados en los ensayos realizados con

semillas de colza.

Rasgo Abreviatura Descripcion
Primera £G Tiempo requerido para que germine la primera semilla desde
germinacion la imbibicion.
Ultima LG Tiempo requerido para que germinen todas las semillas
germinacion desde la imbibicion
Periodo - Tiempo entre la primera y la tltima semilla germinada
Tiempo para Tiempo requerido para alcanzar un porcentaje de
germinacion de TX germinacion del X % (entre el 10 y el 80 %) desde la
X % imbibicién
Uniformidad i T80_—T20 (tle_mpo requerido para que germinen todas las
semillas, obviando eventos extremos)
Tiempo medio Tiempo medio requerido para que se produzca la
T MGT S R
de germinacion germinacion desde la imbibicion
Tiempo medio Tiempo medio requerido para alcanzar el estadio B desde la
MBT Lo B
B imbibicion
Tiempo medio MCT Tiempo medio requerido para alcanzar el estadio C desde la

C
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Ratio de
germinacion GR 1/2 Porcentaje de germinacion a tiempo medio del experimento
1/2
Ratio de
germinacion GRTot Porcentaje de germinacion a tiempo final del experimento
total
. o o i Z;f %Germ
Velocidad de Gs Definida con la siguiente formula: GS = =F>——
germinacion ) _ _ _ Ty
Donde FT es el tiempo final y T, es el tiempo inicial
- R . . . K
Definida como r en la siguiente formula: N, = —1+("I;’;’°)e—rt
Pendiente - Calculado a partir de la cinética de germinacion con la ayuda
del paquete de R Growthcurver (v.0.3.1), refleja la rapidez y
el ritmo de germinacion
Area A Area de la semilla
Peso de 1000 Peso estimado de 1000 semillas a partir de la medida de 3
) TSW i )
semillas réplicas de 100 semillas
. Longitud del hipoc6tilo (mm) a 168 h tras la germinacion.
Longitud del o de los hinocstilos de las plantul
hipocotilo HPL (Se tomaron iméagenes de los hipocotilos de las plantulas y

se analizaron posteriormente con el software ImageJ)

11.ENSAYOS DE Y1H EN LEVADURA

La metodologia utilizada para el desarrollo de estos ensayos es una adaptacion de
Castrillo etal. (2011). En un primer paso, se clonaron la secuencia de interés del promotor
de EXPA2 (cebo) en el plasmido pTUY1H, aguas arriba del gen HIS3. Por su lado, los
TFs (presa) fueron aislados de una genoteca de factores de transcripcion (Castrillo et al.,
2011) o provenian de clonajes previamente realizados en pDEST22, con el CDS
fusionado a GAL4AD. Ambos se transformaron en las cepas Y187 (o) ¢ YM4271 (a)
sexualmente compatibles para la generacién de diploides (ver apartado 2.3 de Materiales
y Métodos).

Para testar las posibles interacciones positivas, las células se crecieron en medio
selectivo DOB-L-W-H, y los diploides se plaguearon en el mismo medio selectivo, pero
con la adicién de una concentracion creciente de 3-AT (0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25 y
50), un inhibidor competitivo del producto de HIS3. Las placas se incubaron a 28 °C
durante 10 dias y la deteccion de los posibles positivos se realizé en los dias 2, 3,4, 7y
10 de crecimiento. Los positivos se identificaron como un mayor crecimiento en los
medios DOB-L-W-H£3- AT en comparacion con los controles negativos. Los controles
negativos usados fueron diploides provenientes del apareamiento de nuestro cebo de
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interés junto con un plasmido presa vacio o expresando una proteina no interactora, la
GFP.

12. ENSAYOS DE Y2H EN LEVADURA

La metodologia utilizada para el desarrollo de estos ensayos es una adaptacion de
Castrillo et al. (2011). En esta tesis se uso el sistema de Y2H de Clontech, en el que se
usan los plasmidos pGADT7(presa)/pGBKT7(cebo). Tras clonar nuestras proteinas en
estos plasmidos, las presas se usaron para transformar levaduras de la cepa YM4271a (-
L) y los cebos pJ694a (-W). A partir de estas dos cepas, se generaron diploides para cada
una de las interacciones a analizar.

La comprobacidon de interacciones positivas se realiza de igual manera a la descrita
en el apartado 11 de Materiales y Métodos. Las células se crecen en medio selectivo
DOB-L-W-H vy en el caso de Y2H el uso de concentraciones crecientes de 3-AT nos
permitio comprobar la fuerza de interaccion entre las diferentes proteinas testadas. Las
placas se incubaron a 28 °C durante 10 dias y la deteccion de los posibles positivos se
realiz6 en los dias 2, 3, 4, 7'y 10 de crecimiento.

13. ENSAYOS DE EXPRESION TRANSITORIA

Para los ensayos de expresion transitoria se generaron todas las construcciones
necesarias y se transformaron en la bacteria A. tumefaciens C58C1 [PMP90] como se
describe en el apartado 2.2. de esta seccién. Ademas de los cultivos bacterianos con
nuestros plasmidos de interés, también se crecieron cultivos que llevaban incorporados el
plasmido pBIN61-35S:P19. A partir de colonias de cada transformante, se inocularon 10
mL de LB suplementados con los antibioticos adecuados en tubos de 50 mL. Los tubos
se incubaron a 28 °C en agitacion durante 1 dia, y una vez crecidos, se centrifugaron a
4000 rpm durante 10 min. Tras decantar el sobrenadante, las células se resuspendieron en
un volumen de 5 mL de medio de agroinfiltracion [MA; MES 10 mM, MgCI2 10 mM,
Acetosiringona 150 uM]. La agroinfiltracion se realiz6 a un volumen final de 5 mL con
una ODeoo de 0,1 (para pYRO::pEXPA:4xbHLH) o 0,3 (para el resto). Los cultivos con
las respectivas combinaciones se dejaron incubar durante al menos 4 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad. Finalmente, los cultivos se infiltraron en el envés de hojas de N.
benthamiana de 3 semanas de edad con una jeringa de 1 mL. El analisis de las hojas se
realizd a los 3 dias tras la infiltracion (Apartados 13.1 y 13.2 de esta seccion).

13.1. Ensayos de regulacion transcripcional transitoria

En estos experimentos, el promotor de la EXPA2 o fragmentos generados a partir del
mismo se clonaron aguas arriba del gen delator de la luciferasa (LUC). En primer lugar
se generaron las construcciones de las lineas delatoras (pEXPA, pEXPA2:El, y
pPEXPA:4xbHLH) y las efectoras (35S::BEE2, 35S::NAC25, 35S::RGL2 y 35S::RGA). La
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linea delatora pEXPA2:E1 se clond en el plasmido pGreenll-0800-LUC-GW, mientras
que la construccion 4xbHLH::LUC se cloné en el vector pYRO. Por su parte, las lineas
efectoras 35S::BEE2 y 35S::NAC25 fueron clonadas en el vector pCXGW, y las lineas
35S::RGL2 y 35S::RGA se clonaron en el vector pNXGW. Como controles para el
experimento, se usaron los vectores pCXGW y pNXGW vacios, asi como su
combinacién, y como control de la actividad de la luciferasa se usaron hojas de plantas
sin infiltrar.

La deteccion de la actividad luciferasa se hizo usando la camara CCD (NightOwl 11
LB 983 NC-100; Berthold Technologies). El procedimiento usado para analizar los
ensayos de regulacion transcripcional es una adaptacion del descrito en Espinosa-Ruiz et
al. (2017). A los tres dias de la infiltracion, se extrajeron al menos 8 discos de cada una
de las plantas infiltradas con la ayuda de un sacabocados, y se colocaron en los pocillos
de una placa negra de 96 pocillos (Greiner Bio-One) que contiene 250 uL de agarosa al
0,6 %. Encima del envés de estas hojas se aplicaron 40 pL de luciferina (100 uM) y se
incubaron durante 30 minutos La medicion de la luminiscencia se realizé durante 10
minutos por placa, usando pardmetros de baja ganancia y binning 1x1. La sefial de cada
muestra fue seleccionada manualmente con superficies idénticas para facilitar la
comparacion entre las muestras. Se obtuvieron las medias y los errores estandar de cada
una de las muestras tal y como se indica en el apartado 16 de Materiales y Métodos.

13.2. Ensayo de Complementacion Bimolecular de Fluorescencia (BiFC)

Para nuestros experimentos de BiFC fusionamos los TFs BEE2 y NAC25 al extremo
C-terminal de la CFP y los TFs NAC25, RGL2 y RGA al extremo N-terminal de la YFP.
Después, estos plasmidos se introdujeron en A. tumefaciens y se infiltraron en plantas de
N. benthamiana tal y como se indica en el apartado 13. Como controles negativos se
usaron las combinaciones pCX:BEE2 y pCX:NAC25 con pNX:@ y pNX:NAC25,
PNX:RGL2 o pNX:RGA con pCX::@. Tres dias después de la infiltracion, las hojas
infiltradas se recogieron y se observé la reconstitucion de la proteina GFP mediante la
toma de imagenes con un microscopio de fluorescencia Leica DM200 y una camara
acoplada, usando un filtro L5 de excitacion BP480/40 y supresion BP527/30.

14. ESTUDIO DE PROTEINAS

Para el estudio de las proteinas de interés durante el desarrollo de esta tesis se
utilizaron construcciones previamente generadas en el laboratorio que expresaban estas
proteinas fusionadas a epitopos detectable mediante anticuerpos. Dichas construcciones
fueron: BEE2 clonado en el vector de sobreexpresion pEarleyGate201 fusionado al
epitopo HA (HA-BEE2) y NAC25 y RGL2 clonados, respectivamente, en los vectores
pMDC43 y pMDC83, fusionados a GFP en los extremos amino y carboxi terminal
respectivamente (GFP-NAC25 y RGL2-GFP). Ademas, usamos la construccion YFP-
RGA, cedida por Salomé Prat (CNB, CSIC).
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14.1. Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas se realizd a partir de tejido vegetal pulverizado de
Nicotiana benthamiana, obtenido de manera similar a como se indica en el apartado 13
de esta seccion. Este tejido fue infiltrado con cada una de las construcciones por separado
y, se coinfiltro también con las construcciones HA-BEE2 junto a las construcciones GFP-
NAC25, RGL2-GFP o YFP-RGA. A las 72 horas de la infiltracion, se recogi6 todo el
material (14 g aproximadamente) y se pulverizd en nitrogeno liquido.

Partiendo de un volumen aproximado de 700 pL de tejido, las muestras se
homogeneizaron en tampdn de extraccion (Tris-HCI 50 mM a pH 8, NaCl 150 mM, Triton
100X 1%, Glicerol 10% (v/v), B-mercaptoetanol 5 mM y 1x Roche protease inhibitor
mixture), se dejaron incubar durante 15 min a 4 °C y se centrifugaron dos veces a 13.000
rpm a 4 °C durante 10 min. La concentracion de la proteina total se determiné mediante
el método de Bradford usando el kit Bio-Rad Bradford Protein Assay. Para cada muestra,
se afladieron 5 pL de las mismas a tubos con 1 mL de Bradford 1x (Bio-Rad), y tras un
periodo de 5 min de incubacidn se midio la absorbancia a 595 nm.

14.2. Co-inmunoprecipitacion de proteinas (Co-1P)

La co-inmunoprecipitacion se ha utilizado para comprobar las interacciones entre el
FT BEE2 y las proteinas NAC25, RGA y RGL2, estas interacciones (excepto la
interaccion BEE2-RGL2) fueron identificadas previamente en levadura (Tesis de Rocio
Sanchez Montesino, 2019). A partir de las proteinas extraidas en el apartado anterior, se
procedid a utilizar el siguiente protocolo de IP:

- Por un lado, se prepar6 el control positivo de extraccion de proteina, usando 20
ug de proteina total al que se le afiadié un 25 % (v/v) de buffer Laemli 4X [Tris-
HCI 1 M a pH=6,8; glicerol 32 % (v/v); SDS 6,4 % (p/v); p-mercaptoethanol;
bromophenol blue 0,005 % (p/v)].

- Por otro lado, se preparé la IP. Al extracto de proteina total, se incorporaron 50
uL de bolitas magnéticas a-GFP (Milteny Biotec), y se dejo incubar durante 2
horas a 4 °C. Pasado este tiempo, la mezcla se cargod en las columnas del kit de
Miltenyi (WMACSTM, Miltenyi Biotec) y se sometieron a un campo magnético.
Una vez pasado todo el extracto, las columnas se sometieron a una serie de lavados
(800 uL de Buffer de lavado [Tris-HCI pH 8 50 mM, NaCl 150 mM y Triton 100X
1 %]y 100 puL de tampodn de lavado. Finalmente, las proteinas inmunoprecipitadas
se eluyeron en 70 pL de tampdn de elucion.

14.3. Western Blot

Con los extractos proteicos obtenidos en el paso anterior se llevé a cabo un Western
Blot en el que las proteinas se separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE,12% de acrilamida). Tras este paso, las
proteinas separadas en el gel de poliacrilamida fueron transferidas a una membrana de
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PVDF (Immobilon®Ptransfer membrane, Millipore) mediante una transferencia himeda
(electrobotting), a 4 °C y un voltaje constante de 100 V durante 1 hora. Tras comprobar
la presencia de proteinas mediante la tincién de las membranas con Ponceau S (0,1%
Ponceau S en 5% acido acético), las membranas se lavaron con agua destilada y se
bloquearon con PBS-T [NaCl 8 g/L, KCI 0,2 g/L; Na2HPO4 1,44 g/L; KH2PO4 0,272 g/L
y Tween 0,1 %] + 5 % de leche en polvo durante 1 hora en agitacion suave.

La deteccidn de las proteinas de interés fusionadas a cada epitopo (HA y GFP) se
realiz6 incubando las membranas bloqueadas con los anticuerpos a-GFP-HRP 1:5000
(Miltenyi) y a-HA-HRP 1:2000 (Roche). La incubacion se realizd durante 1 hora a
temperatura ambiente o durante 16 horas a 4 °C. Despues las membranas se lavaron 3
veces con PBS-T y se incubaron con el sustrato quimioluminiscente HRP (Milipore). La
actividad de la HRP se detectd mediante la exposicion de la sefial en peliculas
radiogréficas (AGFA).

15. ANALISIS DEL MERISTEMO RADICULAR DE BRASSICA
NAPUS DURANTE LA GERMINACION

Para el anélisis del desarrollo del meristemo radicular a lo largo de la germinacién, se
analizaron dos réplicas biologicas de entre 10 y 20 embriones en cada uno de los 4
estadios establecidos (semilla seca, ruptura de testa, protrusion de radicula y elongacién
de la radicula). Los embriones se diseccionaron con ayuda de un escalpelo y unas pinzas
de precision, y se seccionaron la testa y el endospermo para poder extraer el embrion sin
danarlo.

Para visualizar la estructura de los meristemos y llevar a cabo la cuantificacion de los
distintos parametros celulares en los meristemos radiculares de embriones de Brassica
napus a diferentes estadios de la germinacién, se utilizaron dos técnicas de tincion
diferentes:

- Tincion mPS-PI adaptada de Truernit et al. (2008): esta tincion se basa en el
vaciado del contenido celular y la tincion de las paredes celulares para facilitar la
cuantificacion de los parametros celulares. El primer paso de este proceso
consistio en diseccionar la semilla, separando el embrién del endospermo y de la
testa. Tras separar el embridn, estos se fijaron en una mezcla de metanol 50 %
(v/v) y acido acético al 10 % (v/v) durante al menos 12 h a 4 °C. Los embriones
se transfirieron a una solucién de etanol 80 % (v/v) y se incubaron durante 1-5
min a 80 °C. Tras este paso, se vuelven a introducir en la solucion de fijado durante
1 h. Posteriormente, los embriones se transfirieron a una solucion de SDS al 1 %
(v/v) y NaOH 0,2 N y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante una
noche. Tras esta incubacion, los embriones se lavaron en agua y se incubaron
durante 1-5 min en lejia al 25 % (v/v), tras lo cual se volvieron a lavar y se
transfirieron a una solucién de acido periddico 1 % (m/v) a temperatura ambiente
durante 40 min. Los embriones se volvieron a lavar en agua y se incubaron durante
1-2 h en reactivo de Schiff con ioduro de propidio [100 mM metabisulfito de sodio
y 0,15 N de HCI; a una concentracion final de 100 pg/mL]. EI material ya tefiido
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se colocd en los portaobjetos y se cubri6é con hidrato de cloral [4 g Hidrato de
cloral, 1 mL de glicerol y 2 mL de agua], donde se mantuvieron durante una
noche, posteriormente las muestras se cubrieron con los cubres para su
observacion mediante microscopia confocal. Se tomaron imagenes de la punta de
la radicula (desde la zona meristematica hasta las primeras células diferenciadas)
usando un microscopio confocal Zeiss LSM-880-Axio-Imager2 con un objetivo
LD/LCI-Plan-Apochromat 25x/0.8 Imm Korr-DIC-M27. La longitud de onda de
excitacion fue de 561 nm y la emision se recogié a 568-702 nm.

- Tincién EdU: esta tincion se basa en el uso de un analogo detectable mediante
microscopia confocal de la timidina (5-etinil-2’-deoxiuridina, EdU) que se
incorpora al DNA durante su sintesis activa. Para llevar a cabo este protocolo,
primero se esterilizaron las semillas de colza como se indica en el apartado 1.2.
de esta seccidn, después las semillas se pusieron a germinar en agua y se pasaron
a una placa con 10 uM de EdU donde se incubaron durante 2 h. Se lavaron al
menos dos veces para eliminar los restos de EdU y se devolvieron al agua para
continuar con el proceso germinativo. Tras diseccionar los embriones en los
diferentes estadios analizados se pasaron a una solucion de fijacion (3,7 % (v/v)
de formaldehido en tampdn fosfato salino (PBS) y se realizaron 3 incubaciones
de 1h, y una ultima incubacion en el mismo fijador durante una noche. Después,
las semillas se lavaron dos veces en un tampén de lavado (3 % BSA (v/v) en PBS),
y posteriormente se incubaron a temperatura ambiente durante 20 min en un
tampdn de permeabilizacion (0,5 % Triton X-100 (v/v) en PBS). Tras lavarlas con
tampdn de lavado, se incubaron en 1 mL de Click Reaction Mix (BaseClick)
durante 30 min en oscuridad y temperatura ambiente. Tras el periodo de reaccion,
las semillas se lavaron primero con tampon de lavado y después con PBS.
Finalmente, se tifieron durante 30 min con solucion DAPI (1X) y se visualizaron
mediante microscopia confocal. La toma de imégenes se realizd con el mismo
microscopio confocal que se us6 para la toma de imagenes de muestras tefiidas
con mPS-PI. En este caso, la longitud de onda de excitacion fue de 488 nm,
mientras que la emision se recogi6 a 498-598 nm.

Una vez obtenidas las iméagenes del meristemo radicular tefiidas con mPS-PI, estas se
analizaron en el software ImageJ. Para cada variedad y condicion de temperatura, se
contaron el niumero de células de la capa mas externa de la endodermis y el tamarfio de
cada una de estas células desde el centro quiescente hasta el final de la caliptra. El tamafio
del meristemo se calcul6 sumando el tamafio de cada una de las células del meristemo.

16. ANALISIS BIOINFORMATICOS
16.1. Analisis estadisticos

Los datos representados en esta tesis muestran la media aritmética de las réplicas
técnicas o bioldgicas, las barras de errores muestran, para la mayoria de los experimentos,
el error estandar calculado a partir de la desviacion estandar. Las barras de error de los
ensayos de las medidas del nimero de células y del tamafio del meristemo de B. napus
muestran la desviacidn estandar de los valores recogidos.
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Para la comparacion estadistica de dos categorias o grupos independientes recurrimos
a una prueba t de Student unilateral o de una cola. En el caso de contar con tres 0 mas
grupos, se aplicd un analisis de varianza (ANOVA, Analysis of Variance) seguido de una
prueba de Dunnett para comparaciones multiples (post hoc) que nos permitiera detectar
diferencias especificas frente al grupo control. En esta ultima también se aplicd un
contraste unilateral acorde a la hipétesis de trabajo. Por ejemplo: comprobar si los
mutantes estudiados en el apartado 1.5 de Resultados retrasan la germinacion o la ruptura
de testa respecto a Col-0. Ambos analisis devuelven un valor p para cada comparacion
que se representa en las graficas de la siguiente manera: Si p < 0,05 (*) la diferencia sera
significativa con un nivel de confianza del 95 %; si p < 0,01 (**) la diferencia sera
significativa con una confianza del 99 %; si p < 0,001 (***) el nivel de confianza sera
superior al 99,9 % y si p < 0,0001 (****) el nivel de confianza sera superior al 99,99 %.

Los analisis estadisticos se realizaron con ayuda del software R (version 4.2.2) y la
interfaz de RStudio, asi como con los paquetes PMCMRpluss (para los test de Dunnett;
v.1.9.6; https://CRAN.R-project.org/package=PMCMRplus) y rstatix (para las pruebas t
de student, v.0.7.1; https://CRAN.R-project.org/package=rstatix).

16.2. Analisis de datos fenotipicos, transcripcionales, metabolémicos y
hormonales de la germinacion de Brassica napus

El agrupamiento jerarquico de las variedades de invierno y primavera se realizd
usando los datos de germinacion con la funcion HCLUST del software R usando como
medida la distancia de correlacion de Pearson. Las matrices de correlacion calculadas a
partir de los datos de fenotipado y hormonales se realizaron con el paquete Hmisc de R
(v.4.7.1), y de igual manera al caso anterior, se us6 como medida la distancia de
correlacion de Pearson. Los analisis de componente principal (PCA) se realizaron con los
paquetes FactoMiner (Lé et al., 2008) y factoextra
(https://rpkgs.datanovia.com/factoextra/index.html) de R (v1.42 o v2.4y 1.0.5 0 v1.0.7,
respectivamente).

El tratamiento previo de los datos gendmicos cedidos consistid en el filtrado de las
lecturas obtenidas para eliminar la posible presencia de adaptadores, las lecturas se
mapearon en el genoma de referencia (Genome assembly, AST_PRJEB5043 vi,
Chalhoub et al., 2014) usando HISAT. El ensamblaje y cuantificaciéon de cada uno de los
transcritos se realizé con StringTie, seleccionandose aquellos que diesen al menos una
lectura (74.019 genes de 101.040). La lista de genes expresados diferencialmente (DEGS)
se obtuvo mediante comparacion por pares de todos los transcritos por muestras y
condiciones [cutoff -1 > log2 fold change (FC) > 1]. Los analisis de correspondencia se
obtuvieron con la herramienta COA del software MeV (Chu et al.,, 2008). El
agrupamiento de k-means de genes expresados diferencialmente se realizo usando el
algoritmo Fuzzy K-means del software XLSTAT (Addinsoft) usando un coeficiente de
fuzzines de 1. Por ultimo, el analisis de ontologia genica (GO) se hizo con el software
SeqEnrich (Becker et al., 2017), y la comparacion de los GO resultantes para cada grupo
se realizo utilizando la herramienta SEACOMPARE incluida en el kit de herramientas
AgriGO (Du et al., 2010).
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El procesamiento de los datos genémicos generados en el laboratorio a partir de las
variedades de primavera consistio en el filtrado de las lecturas obtenidas para eliminar la
posible presencia de adaptadores con Trimmomatic (Bolger et al., 2014), las lecturas se
mapearon en el genoma de referencia (Brassica_napus - Ensembl Genomes 52.,
AST_PRJEB5043_v1) usando STAR (Dobin et al., 2013). El ensamblaje de cada uno de
los transcritos, asi como el control de calidad se realiz6 con FastQC (Babraham
Bioinformatics, Figura 9), la cuantificacion de transcritos se realizé usando HTSeq 2.0
(Putri et al., 2022). Se seleccionaron aquellos transcritos que diesen al menos 50 lecturas
en al menos 1 de las 30 muestras (60.749 genes de 101.040) y se obtuvo la lista de genes
expresados diferencialmente (DEGSs) con el paquete de R DESeqg2 (v3.15, Love et al.,
2014) mediante comparaciéon de todos los transcritos por muestras y temperatura o
variedad [cutoff -0,58 > log2 fold change (FC) > 0,58]. La comparacion de DEGs entre
cada muestra y su representacion en mediante diagramas de Venn se realiz6 utilizando el
software jvenn (Bardou et al., 2014). El agrupamiento de k-means de DEGs se realizo
usando el paquete factoextra (v1.0.7) de R usando una medida de distancia euclidiana y
un método de aglomeracion completo. Por Gltimo, los analisis GO de cada uno de los
grupos obtenidos se hicieron utilizando la herramienta GO enrichment de la plataforma
Brassica napus Information resource (http://yanglab.hzau.edu.cn/BnlR/GO; Yanglab;
Huazhong Agricultural University), obteniéndose aquellas categorias con un valor
p<0,001. La complejidad de los datos se redujo utilizando la herramienta REVIGO
(Supek et al., 2011), utilizando allowed similarity = 0.5; semantic similarity measure =
SimRel). La representacion de los analisis de GO se realiz6 usando los paquetes ggplot2
(v.3.3.6; Wickham, 2016) y treemapify (v.2.5.5; https://wilkox.org/treemapify/) de R.
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@ No alineado: lectura corta @ No alineado: otro

Figura 9. Porcentaje de alineamiento de los datos de RNASeq de semillas de Brassica
napus obtenido con el software de alineamiento de RNASeq FastQC. Cada muestra
cuenta con 3 réplicas bioldgicas. Se muestran los porcentajes de lecturas que alinean con
una sola secuencia, los que alinean con varias 0 muchas, o los que no alinean con ninguna
de las secuencias del genoma de referencia.
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2. ANALISIS DEL PROCESO DE GERMINACION EN
DISTINTAS VARIEDADES DE BRASSICA NAPUS

Hasta ahora, la mayoria de los estudios realizados en colza se han centrado en el
analisis y la mejora de los caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo y la
floracidn, mientras que los estudios sobre el vigor de las semillas, el proceso germinativo
o el control genético de estos caracteres han sido menos numerosos. Estos procesos son
fundamentales en el rendimiento de la colza, y en los que el estrés abiotico tiene efectos
severos (Driedonks et al., 2016). En trabajos previos, se ha demostrado mediante analisis
genéticos y fenotipicos de diferentes variedades de colza que el vigor de este cultivo aln
tiene margen de mejora (Hatzig et al., 2015). Asi, se decidié analizar en profundidad el
proceso germinativo en un panel de variedades de invierno de colza que difieren entre si
por su capacidad germinativa.

2.1. Lavelocidad de germinacion es el caracter clave que mas contribuye a
la variabilidad en la dindmica de germinacion entre variedades de colza

Una germinacién uniforme es clave para garantizar la productividad de los cultivos.
Pero a pesar de su importancia, no se habian identificado los principales procesos que
regulan el proceso de germinacion en colza. Por lo tanto, decidimos estudiar en
profundidad dicho proceso mediante el analisis de la variabilidad del proceso germinativo
en un panel de seis variedades de invierno de B. napus. Para ello se realiz6 primero un
ensayo de germinacion con estas variedades donde se analizd en detalle los distintos
eventos germinativos que ocurren a lo largo de este proceso (Figura 23a), incluyendo la
ruptura de testa, la protrusion y elongacion de la raiz, la apertura y desarrollo de
cotiledones y, finalmente, su enverdecimiento (Figura 23b).
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Gjura 23. Las variedades de invierno de colza muestran una variabili(m

significativa durante el proceso germinativo. (a) Aunque algunas variedades
comenzaron a germinar a las 12 h, las principales diferencias en la velocidad de
germinacion se presentan cuando se alcanza el T50. La grafica muestra los porcentajes
de semillas germinadas en los tiempos de conteo (2, 12, 36 y 72 h) para las variedades
analizadas C166, C129, C124, C033 y C032. (b) Se eligieron 3 de las 6 variedades
representativas de las diferentes velocidades de germinacion (alta, C129; media, C033;
y baja, C032), y se tomaron fotos a los diferentes tiempos para mostrar las diferencias en
cada etapa de germinacion: la imbibicion de la semilla (12 h), la protrusion de la radicula
a través de la testa (24 h), la elongacion de la radicula y la expansién del cotiledon (36
h), la plantula emergida (48 h), y, finalmente, la plantula verde (72 h). Los porcentajes
de germinacion para cada punto de tiempo se indican en la esquina superior derecha de

cada imagen. Todos los datos se obtuvieron utilizando cuatro repeticiones bioldgicas (25
Qﬂillas por réplica; Boter et al., 2019). . /
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Asi se observo que en B. napus el primer evento de germinacion (ruptura de la testa)
ocurrio muy temprano, a las 12 horas después de la imbibicidn, en algunas variedades.
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Sin embargo, este suceso tuvo lugar de manera mayoritaria en torno a las 24 h (Figura
23). De hecho, la mayor parte de la variabilidad observada en las dinamicas de
germinacién entre las diferentes variedades ocurrio en los tiempos mas tempranos de
germinacion. Asi, el 50 % de semillas germinadas (T50) se alcanzaba entre las 27 (C129)
y las 42 h (C032) entre las distintas variedades analizadas. Ademas, la germinacién a
tiempo final (GR) variaba entre el 93 % (C129) y el 83 % (C110) (Figura 23a). No
obstante, el proceso de establecimiento de plantula tras la germinacion fue similar entre
las diferentes variedades. Se observo que la apertura de los cotiledones ocurre a las 36 h,
y su desarrollo completo ocurre a las 48 h, mientras que el enverdecimiento se completa
a las 72 h (Figura 23b). En general, se observé que todas las variedades siguen un patrén
de desarrollo comun durante el proceso de germinacién, y que las diferencias entre
variedades se deben principalmente a las diferencias en cinéticas de germinacion mas que
a los porcentajes de germinacion totales. Por ejemplo, las variedades C129, C124,y C033
alcanzaban un 70 % de germinacion a las 36 h mientras que C032 solo tenia un 40 % de
semillas germinadas, sin embargo, sus porcentajes de germinacion totales solo variaban
desde el 93 % (C129) al 83 % (C110).

Una vez realizada la cuantificacion de los caracteres germinativos, para poder estudiar
cuéles de ellos son mas relevantes a la hora de determinar las diferencias de cinética
observadas, se realiz6 un agrupamiento jerarquico de las diferentes variedades basandose
en dichos parametros cinéticos de germinacion (Tabla suplementaria 3). Este analisis
agrupo las variedades en 3 grupos diferentes, el grupo 1 incluia a las variedades C129,
C124 y C033, que son las que presentaban una germinacién mas rapida; el grupo 2 incluia
a las variedades C110 y C116 con una velocidad intermedia entre el grupo 1y el grupo 3
y, por ultimo, el grupo 3 contenia una Unica variedad (C032) que se separaba del resto de
grupos debido a su baja velocidad de germinacion (Figura 24a). Este agrupamiento apoya
la observacion previa de que el principal rasgo que diferencia unas variedades de otras es
la velocidad de germinacion. Para caracterizar en mayor profundidad la variabilidad
observada y confirmar esta hipotesis, se incorpord a nuestros analisis la cuantificacion de
un amplio nimero de caracteres germinativos (Figura 24b) de estas variedades obtenida
en el laboratorio de la Dra. Nathalie Nesi usando una plataforma de fenotipado automatico
(Tabla suplementaria 4; Ducournau et al., 2004, 2005; Wagner et al., 2011; Demilly et
al., 2014; Hatzig et al., 2015). Con todos estos datos se realizo un analisis de correlacion
que nos permitio identificar las interacciones y relacion entre los diferentes caracteres
germinativos (Figura 24c), asi como un analisis de componentes principales (PCA) para
determinar las diferentes relaciones entre variedades y caracteres germinativos y discernir
cuales son aquellos que tienen mas influencia en la variabilidad de las dinamicas de
germinacién que hemos identificado (Figura 23). Como se puede observar en la Figura
20c, los caracteres relacionados con la velocidad de germinacion (TX, que es el tiempo
requerido desde la imbibicion para alcanzar una germinacion del X % y MGT, tiempo
medio requerido desde la imbibicion para que se produzca la germinacion) guardan una
correlacion positiva entre si, mientras que su correlacién con GR36 (el porcentaje de
germinacién a las 36 h, es decir, a tiempo medio del experimento) es negativa. Esta
correlacion negativa se explica porque cuanto mas rapida es la germinacion de una
variedad y por tanto menor es su TX o MGT, se requiere menos tiempo para alcanzar un
porcentaje de germinacion determinado, y en consecuencia mayor serd el nimero de
semillas germinadas a las 36 h. Curiosamente, todos estos caracteres no guardan ninguna
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correlacion con los caracteres relacionados con las caracteristicas de la semilla (TSW, el
peso de 1000 semillas; IS, velocidad de imbibicion; Lto, longitud de la semilla seca; Vto,
volumen de la semilla seca; CF, fluorescencia de la semillas; MC, contenido de humedad;
o VI, incremento del volumen) ni con el porcentaje de germinacion a tiempo final. Todos
estos resultados parecen apoyar nuestra hipétesis de que las diferencias més significativas
entre variedades se deben precisamente a sus diferencias en la velocidad de germinacion,

especialmente en los estadios iniciales.
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/Figura 24, Las diferencias de germinacién entre variedades se deben a diferencias en\

variedades de invierno que se agrupan en tres grupos (1, 2y
de germinacion. Se utiliz6 un agrupamiento jerarquico d
similitud en funcion de los coeficientes de correlacion d

donde se comparan las posibles interacciones entre

\una correlacion significativa: p<0,05.

los caracteres de germinacion relacionados con su cinética. (a) Dendrograma de las

resume los caracteres de germinacion y semilla cuantificados. (¢) Grafico de correlacion,

germinacion. Los tonos de azul representan correlaciones positivas entre los caracteres,
mientras que los tonos rojos representan correlaciones negativas. Los asteriscos indican
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La representacion de los analisis del PCA, nos permite visualizar la separacion entre
las variedades a partir de todas las correlaciones entre los caracteres observados (Figura
24c) resumidas en nuevas variables que son combinaciones de estas correlaciones.
Primero, los resultados del andlisis previo del PCA nos permitieron extraer informacion
importante sobre la contribucion de cada uno de los caracteres a la variabilidad observada.
Al analizar los datos de la plataforma de fenotipado vimos que los caracteres de semilla
y germinacién se podian descomponer hasta en 6 dimensiones (Figura 25a), de las cuales,
las 3 primeras son capaces de explicar hasta un 87,8 % de la variacion observada.
Solamente la primera dimensidn es capaz de explicar hasta casi un 60 % de la variabilidad
observada, mientras que el peso de la segunda dimensién desciende hasta un 16,6 %y la
tercera hasta un 11,5 %. Un analisis mas profundo de las dimensiones nos ayudd a
comprobar cuales son los caracteres que determinan cada una. En la figura 25b se observa
la influencia de cada uno de los caracteres de germinacion y semilla para cada dimension.
Asi, podemos observar que en la primera dimension los caracteres con mayor
contribucion son aquellos relacionados con la cinética de germinacion, mientras que en
la segunda dimension se observa que son los caracteres de relacionados con la semilla 'y
en la tercera dimensidn aparecen algunos caracteres de germinacién como el porcentaje
de germinacion total (GR). Por lo tanto, decidimos que las dimensiones 1y 2 son las mas
completas, reuniendo entre ellas a la mayoria de los caracteres analizados, y por tanto se
usaron para realizar el PCA.

La representacion de los analisis del PCA, nos permite visualizar la separacion en el
eje horizontal (la primera dimension, PC1) entre las variedades C129 y C033, que
germinan mas rapido, y la variedad que germina mas lenta (C032). Esta PC1 tiene una
contribucion del 61,12 % (Figura 25c¢). Las variables que mas contribuyen a este PC1 son
aquellas relacionadas con los caracteres de cinética de germinacion (TX y MGT) y de
porcentajes de germinacion (GR36). Dichos caracteres se separan a cada lado del eje
confirmando la correlacion negativa observada previamente en los analisis de correlacion.
Consecuentemente, las variedades que germinan mas rapido (C129 y C033), se sitlan en
la gréfica proximas a GR36 y lejos de los TX, indicando un valor alto del primero y bajo
de los ultimos a lo largo de la germinacién. Cabe destacar, la correlacion negativa entre
de la velocidad de elongacion de la raiz (ES) y los diferentes TX, siendo las variedades
que germinan mas rapido las que muestran un mayor ES. Por tanto, una mayor velocidad
de germinacién podria estar asociada a una activacion mas temprana del meristemo
radicular y a una mayor velocidad de elongacién de la radicula a tiempos tempranos. Por
otro lado, la segunda componente (PC2), solo explica un 15,96 % de las diferencias entre
variedades y esta compuesta por caracteres relacionados con la semilla como el peso de
1000 semillas (TSW), longitud de semilla (Lt0) y volumen de semilla (\Vt0) a tiempo O.
Estos caracteres contribuyen en poca medida a explicar la variabilidad observada en el
proceso germinativo y ademas no guardan correlacidn con los caracteres relacionados con
la germinacién. Con todo ello, estos resultados sugieren que la variabilidad fenotipica
observada durante la germinacion en variedades de colza se debe principalmente a la
velocidad de germinacion de cada variedad més que a las caracteristicas de la semillao a
los porcentajes finales de germinacion.
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Figura 25. Las diferencias de germinacion entre variedades se deben a diferencias
en los caracteres de germinacion relacionados con la cinética. (a) Representacion de
las dimensiones generadas a partir de la combinacion de los datos de la plataforma de
fenotipado. El numero que se encuentra encima de cada columna indica la contribucion
de esa dimension para definir la variabilidad observada entre variables. (b) Grafico de
representacion de la calidad de cada variable para cada dimension. Una mayor
intensidad y diametro de los circulos marrones representan una mayor contribucion en
esta dimension. Los nimeros asociados a las diferentes intensidades de color indican la
calidad de representacion, cuanto méas cercano a 1, méas representan los caracteres a la
dimension dada. (c) PCA basado en los caracteres de germinacion y semilla, estos
caracteres contribuyen de forma diferencial a cada una de las dos dimensiones. Los
principales contribuyentes a la variabilidad en la germinacion de las 6 variedades
(marcadas con puntos negros) son los parametros cinéticos de germinacion de semillas
(ES, GR36, MGT y T20-T70, recuadros azules). Todos los caracteres estan marcados
por una linea azul que los separa en las 2 dimensiones del PCA. Todos los datos se
obtuvieron utilizando cuatro réplicas biologicas (25 semillas por réplica; Boter et al.,
2019).
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2.2. Los perfiles metabolomicos durante la germinacion definen un patron
comun de cambio metabdlico en B. napus

La germinacidn es un proceso complejo por lo que es necesario su estudio a diferentes
niveles. Asi, para dilucidar cuales son los procesos biologico mas relevantes en dicho
proceso decidimos estudiar los perfiles metabdlicos, hormonales y transcriptomicos en
variedades de colza con distinto comportamiento germinativo. En base a los resultados
obtenidos en el apartado anterior decidimos elegir tres de las seis variedades analizadas,
estas variedades son, C129 y C033, que tienen un rendimiento germinativo medio-alto, y
C032 con un rendimiento mucho menor.
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Figura 26. Los contenidos de carbohidratos varian a lo largo del proceso germinativo.
Los diferentes carbohidratos se acumulan diferencialmente en las 3 variedades, aunque
siguen una cinética similar. Por un lado, los contenidos en polisacaridos disminuyen a partir
de las 12 h, mientras que los monosacaridos se acumulan a partir de las 36 h. Los graficos
presentan los niveles de sacarosa, rafinosa, galactinol, fructosa, glucosa, y xilosa (umol/g
peso seco).
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Las semillas de B. napus sufren un proceso de desecacion intenso al final del proceso
de maduracion, pero necesiten mantener el potencial germinativo a lo largo del tiempo en
estas condiciones de sequedad (Roberts, 1973). Para conseguirlo, es necesaria la
presencia de mecanismos que mantengan la maquinaria metabolica en un estado de
quiescencia capaz de reactivarse al comienzo de la germinacion (Rajjou et al., 2012). Los
compuestos de reserva son claves para este proceso de reactivacion metabdlica
(Weitbrecht et al., 2011; Nonogaki, 2014; Paszkiewicz et al., 2017). Por ello, decidimos
analizar dichos compuestos de reserva, en concreto, los contenidos de azucares,
polialcoholes, compuestos organicos y aminoécidos en las semillas de estas variedades a
lo largo del proceso de germinacion. La cuantificacion de estos compuestos fue fruto de
una colaboracion con los laboratorios de los Drs. Snowdon y Nesi, utilizandose 3 réplicas
bioldgicas (50 semillas por réplica) para cada uno de los diferentes puntos de tiempo
analizados. Se realizo un anélisis de PCA con estos datos, lo que nos permitié identificar
que compuestos podrian contribuir méas a la variabilidad en la germinacion observada
entre estas tres variedades. En la Tabla Suplementaria 4, se reunen los datos de las
medidas obtenidas para cada metabolito.

Los principales carbohidratos acumulados en semilla seca y durante las primeras
horas de germinacion (hasta las 12 h) son la sacarosa, la rafinosa y el galactinol (Figura
26). Estos resultados concuerdan con publicaciones previas en las que el aumento de los
niveles de sacarosa durante el desarrollo de los embriones de colza se asocia con la
degradaciony movilizacion de las reservas durante el proceso de maduracion de la semilla
(Hill et al., 2003; Schwender et al., 2003). A partir de las 12 h, los niveles de estos
azUcares disminuyen mientras que los monosacaridos como la fructosa, la glucosa y la
xilosa, asi como, los polialcoholes como el mio-inositol y el sorbitol se empieza n a
acumular de forma similar a lo que ocurre durante la germinacion en otras especies
vegetales (Figuras 26 y 27; Howell et al., 2009; Gu et al., 2016).
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Figura 27. Los contenidos de polialcoholes varian a lo largo del proceso germinativo.
Los polialcoholes se acumulan a partir de las 36 h siguiendo una cinética similar entre
variedades. Los graficos presentan los niveles de mio-inositol y sorbitol (umol/g peso seco).

El anlisis de estos datos mediante PCA (Figura 28a) nos permiti¢ identificar que la
primera dimension esta definida por los niveles de carbohidratos y polialcoholes,
encontrandose los oligosacaridos en el extremo opuesto a monosacaridos y polialcoholes.
Este resultado concuerda con lo observado en las Figuras 26 y 27 en las que la
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acumulacion de sacarosa, rafinosa y galactinol sigue una cinética opuesta a las de
acumulacion de monosacaridos y polialcoholes. La segunda dimension (11,2 %) esta
mayoritariamente definida por los niveles de malato que define y separa a la variedad
C129 (con un rendimiento germinativo alto) de las otras dos variedades debido a los bajos
niveles de malato que presenta en todos los tiempos analizados (Figura 28b). Esta
correlacion negativa podria deberse a la mayor eficiencia de esta variedad a la hora de
movilizar los compuestos de reserva que proveen a la semilla de la suficiente energia para
llevar a cabo la germinacion, ya que el malato es un intermediario del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) y del glioxilato (Eastmond and Graham, 2001).
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Figura 28. Los perfiles metabdlicos de las variedades de colza de invierno muestran
que los niveles de malato se correlacionan de forma negativa con el rendimiento de
la germinacion. (a) EI PCA de los niveles de azlcares, polialcoholes y compuestos
organicos a lo largo de la germinacion refleja la necesidad de movilizar las reservas para
obtener energia. Los niveles de malato (recuadro azul) contribuyen significativamente a
la diferencia observada en germinacion de la variedad C129. Las variedades estan
marcadas/sefaladas en negro y los metabolitos en azul. (b) La variedad C129 tiene niveles
mas bajos de malato en comparacion con las variedades C032 y C033. En la gréfica se
representan los niveles de malato (umol/g PS) a las 0, 12, 24, 48 y 72 h tras la imbibicién
de las variedades C129, C032 y C033 (Boter et al., 2019).

Por otro lado, cuando analizamos los niveles de aminoacidos en estas variedades se
observo que todos los aminoacidos detectados se acumulan a lo largo del proceso de
germinacién (Figura 29a) de forma similar a la observada en otras especies (Fait et al.,
2006). En el caso de las variedades de colza, cuando realizamos el analisis de PCA con
los niveles de aminodcidos detectados a los distintos tiempos durante la germinacion, la
primera dimension (81,63 %) esta definida por la acumulacion de la gran mayoria de
aminodcidos sin diferencias significativas entre ellos. La segunda dimension (8,75 %)
esta definida principalmente por los niveles de aspartato, y sefiala a las 36 h como el pico
de acumulacion de este compuesto en todas las variedades, siendo mayor en la variedad
C129 (Figura 29b). El aspartato es uno de los metabolitos necesario para el TCA
(Weitbrecht et al., 2011), lo que parece indicar que niveles altos de aspartato podria estar
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correlacionados con una mejor eficiencia energética durante la germinacion. Asi, al igual
gue con los niveles de malato, nuestros resultados sugieren que para llevar a cabo un
proceso germinativo rapido y eficiente seria necesaria una movilizacion répida de las
sustancias de reserva que garantice el abastecimiento energético de la semilla durante la
germinacion. Asi, las variedades con niveles bajos de malato y altos de aspartato (como
C129) presentan una germinacion mas rapida con respecto a la variedad con niveles mas
altos. Lo que podria deberse a una utilizacion del malato para la sintesis de aspartato y la
posterior biosintesis de otros aminoacidos o nucleotidos.
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Figura 29. Los perfiles metabdlicos de las variedades de colza de invierno muestran
gue los niveles de aspartato se correlacionan con el rendimiento de la germinacién.
(a) Los niveles de aminoacidos aumentan durante la germinacion en todas las accesiones
analizadas. El aspartato (caja azul) muestra una acumulacidn diferencial, especialmente en
C129 a las 36 h. Las variedades estan marcadas en negro y los aminoécidos en azul. (b)
C129 tiene niveles més altos de aspartato en comparacion con C032 y C033. En la gréafica
se representan los niveles de aspartato (umol/g DW) a las 0, 12, 24, 48 y 72 h tras
imbibicién de las variedades C129, C032 v C033 (Boter et al., 2019).

2.3. El balance hormonal entre GAs y ABA determina el rendimiento de la
germinacion en B. napus

Las fitohormonas son claves para la regulacion de la germinacion asi, por ejemplo,
las GAs y el ABA son los reguladores principales de este proceso, mientras que otras
hormonas, como auxinas o citoquininas no tienen un papel tan relevante (Finkelstein et
al., 2008; Han and Yang, 2015; Shu et al., 2016). EI ABA es el inhibidor principal del
proceso germinativo y esta presente durante el desarrollo de la semilla y su maduracion,
mientras que las GAs son las promotoras de este proceso y se acumulan desde el momento
de la imbibicidn de la semilla (Holdsworth et al., 2008a; Rajjou et al., 2012; Nonogaki,
2014; Vishal and Kumar, 2018).
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Para desentrafiar el papel y la contribucidn que tienen las diferentes rutas hormonales
en la regulacion de la germinacién en Brassica napus y en la variabilidad en este proceso
en las variedades analizadas, se midieron los perfiles hormonales de ABA, auxinas,
citoquininas y GAs a diferentes tiempos durante la germinacion, de igual manera que con
los perfiles metabolémicos, estos datos surgieron de la colaboracion con los Drs.
Snowdon y Nesi, utilizdndose 3 réplicas bioldgicas con 50 semillas cada una para cada
punto de tiempo. Entre las formas de hormonas medidas no solo se cuantificaron las
bioldgicamente activas sino también los compuestos precursores, las formas de reserva y
los compuestos de degradacion (Tabla suplementaria 2). Tras realizar la cuantificacion
de dichos compuestos, se realizd un analisis de correlacion entre los niveles de las
diferentes hormonas y el porcentaje de germinacion a las 72 h (GR). Se observé que los
niveles de GAs (GA4, GA8, GA24, and GA34) y citoquininas (c-Z and t-Z) correlacionan
positivamente con GR mientras que los niveles de ABA activa (t-ABA) e inactivas (PA
y 770OH-ABA) correlacionan de manera negativa con GR y con los niveles de GAs (Figura
30). Estos resultados confirman que el papel antagonista de estas dos hormonas descrito
para otras especies vegetales se mantiene en B. napus.
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/Figura 30. El porcentaje de germinacion correlaciona positivamente con los niveles\
de giberelinas y negativamente con los niveles de abscisico. Grafico de correlacion,
donde se muestran las interacciones entre los niveles de hormonas y el porcentaje de
germinacion. En los cuadrados negros del cuarto superior izquierda se observa la
correlacién positiva entre el porcentaje de germinacién y los niveles de GAs y citoquininas.
En rojo se muestra la correlacion negativa entre la germinacion y los niveles de GAs con
los niveles de ABA, mientras que el cuadrado negro del cuarto inferior derecha muestra la

Qorrelaci()n positiva entre los niveles de auxinas y ABA (Boter et al., 2019). /

El analisis de los niveles de acumulacion de las distintas hormonas a los diferentes
tiempos de germinacion también revel6 que los niveles de ABA disminuyen desde los
primeros tiempos del proceso, alcanzando los niveles mas bajos a las 12 y 36 h (Figura
31a). No obstante, los niveles de acumulacién de ABA en semilla seca no coincide con
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los diferentes grupos de variedades identificados basados en la capacidad germinativa.
Las variedades C129, C124 y C110 mostraron en semilla secay a 2 y 12 h niveles mas
bajos de esta hormona que el grupo de variedades C032, C033 y C116. Sin embargo, a
las 36 h de comenzar la germinacion, los niveles de ABA bajaban en todas las variedades.
Por otro lado, al comparar los niveles totales de ABA activo e inactivo se observé que las
formas inactivas del ABA eran mayores en las variedades C032 y C033 que en la variedad

C129 (Figura 31b, c y d).
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Figura 31. El perfil de metabolitos de ABA en las variedades de invierno revela la
contribucion de la via de ABA a la variabilidad en la dinamica de germinacion de
las semillas de B. napus. (a) Los niveles de ABA disminuyen progresivamente a lo largo
de la germinacion en todas las variedades, pero los niveles de ABA en semillas secas no
correlacionan con la capacidad germinativa. El histograma de columnas apiladas muestra
la acumulacion de ABA (ABA, PA, DPA, 7-OH-ABA, neoPA y ABA-GE) durante la
germinacion. (b), (c) y (d) Los niveles de ABA activos (ABA +t-ABA) e inactivos (DPA,
ABAGE, PA, 7'OH-ABA y neo-PA) son mas altos en C032 y C033 en comparacion con
C129, lo que correlaciona con sus tasas de germinacion mas bajas. Los histogramas de
columnas apiladas muestran los patrones de acumulacion relativa de metabolitos activos
e inactivos de ABA en las variedades C129, C033 y C032, respectivamente. Todos los

\datos se obtuvieron utilizando tres réplicas bioldgicas (50 semillas por réplica; Boter et
al., 2019). /
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Todos estos resultados indican que los niveles de ABA no parecen ser contribuidores
principales a la variabilidad observada en el proceso germinativo, aunque si pudieran estar
afectando a la velocidad de germinacion.

Por otra parte, cuando se cuantificaron los niveles de GAs y sus metabolitos se
observa que los niveles de GAs aumentan a lo largo del proceso germinativo en todas las
variedades, alcanzando un pico de acumulacion a las 36-72 h, que coincide con los niveles
mas bajos de ABA (Figura 32a). Al examinar con detalle los niveles de GAs, observamos
que la forma activa GA4 y GA24 se acumula antes en las variedades C129 y C033 (12-
36 h) comparada con la variedad C032 (Figura 32b, ¢ y d). Ademas, cabe destacar que
GAB8, un catabolito de la forma activa GAL, se acumula méas en C129 que en C033 y
C032. Esto sugeriria que, en colza GAL podria jugar un papel importante como GA
bioactiva junto a GA4, a diferencia de lo que ocurre en Arabidopsis, en el que GA4 es la
principal GA bioactiva, (Ogawa et al., 2003; Nguyen et al., 2016). Dado que C129y C033
tienen niveles mas altos de GA4 y GAL, los niveles de GAs parecen determinan la
germinacion diferencial de las variedades de colza.

Por ultimo, también se analizaron los niveles de acumulacién de auxinas (IAA)
durante la germinacion. La cuantificacion de los niveles de auxinas en las distintas
variedades (Figura 33) no nos permite establecer una correlacion significativa entre los
niveles de esta hormona y el porcentaje de germinacion, pero si se puede establecer una
correlacion con los niveles de ABA. Se ha descrito previamente que la intercomunicacién
entre IAA-ABA es importante en la germinacion de B. napus, y que las auxinas pueden
actuar como un potenciador del efecto del ABA (Liu et al., 2013; Thole et al., 2014;
Nguyen et al., 2016). Asi, los niveles de auxinas son mayores en C033 y CO032
comparados con los niveles encontrados en C129 (Figura 33), sugiriendo una
contribucion de las auxinas en las diferencias de germinacién entre variedades.
Adicionalmente, la variedad C033 muestra niveles mas altos del conjugado IAA-Asp, un
intermediario de la degradacion de auxinas (Tam et al., 2000). Todos estos resultados
parecen indicar que niveles altos de IAA y ABA podrian estar afectando al rendimiento
germinativo de las variedades C032 y C033, y por tanto que el balance entre auxinas y
ABA contribuye a las diferencias germinativas en B. napus. Por ultimo, solo se observa
una acumulacion significativa de citoquininas a partir de las 72 h, lo que coincide con los
maximos niveles de acumulacion de GAs, que explicaria la correlacion positiva
observada en la Figura 30 y la agrupacion de estas en el PCA (Figura 34a). Sin embargo,
esta acumulacién tan tardia de esta hormona parece descartar un papel relevante de la
misma en la regulacion del proceso germinativo en este cultivo.
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ﬂura 32. El perfil de metabolitos de GAs en las variedades de invierno revelm
contribucion de estas hormonas a la variabilidad en la dinamica de germinacién de
las semillas de B. napus. (a) Los niveles de todos los metabolitos de GA aumentan
diferencialmente durante la germinacién. Los histogramas de columnas apiladas
muestran la distribucion de los metabolitos de GA (GA51, GA34, GA29, GA24, GA20,
GA8, GA4) en las distintas variedades durante la germinacién. (b), (¢) y (d) La
acumulacién de la giberelina activa GA4 y de GA24 se retrasa notablemente en la
variedad C032 de 36 a 72 h en comparacion con las variedades C129 y C033. El
contenido de GA8 es mayor en la accesion C129 en comparacion con C033 y C032, lo
gue correlaciona con su velocidad de germinacion. Los histogramas de columnas
apiladas muestran los patrones de acumulacién relativa de GA4 (GA activo), GA24
(precursor de GA4) y GA inactivo GA8 en las variedades C129, C033 y C032,
respectivamente. Las curvas discontinuas resaltan la dinamica de acumulacion de GA4

(GA activo) en cada accesion. Todos los datos se obtuvieron utilizando tres réplicas
{iolégicas (50 semillas por réplica; Boter et al., 2019). /
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/Figura 33. El perfil de metabolitos de IAA en las variedades de invierno revela la
contribucion de estas hormonas a la variabilidad en la dindmica de germinacién de
las semillas de B. napus. Los histogramas de columnas apiladas muestran la distribucion
de los niveles IAA 'y de la forma conjugada IAA-Asp, siendo estos valores mayores en las
variedades C033 y C032 que en la variedad C129. Todos los datos se obtuvieron utilizando

ktres réplicas bioldgicas (50 semillas por réplica; Boter et al., 2019). /

Todos estos resultados parecen indicar que serian los balances entre las diferentes
hormonas los responsables de las diferencias observadas durante germinacion y no los
niveles individuales de las mismas. Para demostrar esta hipétesis, realizamos un PCA con
los niveles hormonales frente a las variedades a diferentes tiempos. Como se observa en
la Figura 34a, el PCA no agrup6 en ninguna de las dimensiones a las diferentes
variedades, que se distribuyeron en todas las dimensiones del PCA, lo que sugiere que
los niveles de hormonas no contribuyen significativamente a explicar las diferencias entre
variedades. No obstante, las variedades C129 y C032 se agruparon en los primeros
tiempos de la germinacion, desde semillas seca hasta 12 h, pero se separaron tras las 36
h. Por su parte, la variedad C033 difiere ligeramente del resto debido a los niveles mas
altos de IAA descritos previamente. Los contribuyentes principales de la primera
dimensién, que explica un 41,8 % de la variabilidad, incluyen las formas activas e
inactivas del ABA (t-ABA, 7’OH-AB, PA) asi como GA4, GA24 y GA34, encontrandose
estas hormonas en extremos opuestos de esta dimension. Este resultado parece sugerir
que el balance entre estas dos hormonas es clave para explicar la variabilidad de la
germinacién. Para comprobarlo calculamos los ratios GA/ABA para las tres variedades.
Como se puede observar en la Figura 30b las variedades que germinan mas rapido (C129
y C033) tienen un ratio GA/ABA mayor, mientras que la variedad mas lenta, C032,
muestra niveles mas bajos. Este efecto se puede observar también en el PCA, ya que las
variedades C033 y C129 a 36 h se encuentran mas alejados del centro para el eje de la
primera dimension lo que refleja un mayor nivel de GAs y menor de ABA. Esta
correlacion parece confirmar que el balance entre hormonas es el responsable de la
variabilidad en la germinacion de B. napus.
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Figura 34. La relacion entre los niveles hormonales de ABA, GA e IAA durante el
proceso de germinacién contribuyen a las diferencias en los caracteres de
germinacion observados en las variedades de colza de invierno. (a) PCA basado en
perfiles hormonales y tasas de germinacién de las 3 variedades. Cada tipo de hormona
se muestra en un color: ABA y metabolitos (rojo), GA y metabolitos (azul), auxinas
(verde) y citoquininas (naranja). El circulo verde discontinuo indica la agrupacion de
C033 a tiempos tempranos (0-12 h), que correlaciona con niveles méas altos de 1AA-
Asp. El circulo rojo discontinuo resalta el agrupamiento de C129 a tiempos tempranos
(0-12 h), que correlaciona con niveles mas bajos de ABA. Las flechas negras
discontinuas resaltan el retraso en la acumulacion de GA observado en C032 en
comparacion con C033 y C129. Las variedades se muestran en negro. (b) Dindmica a
lo largo de la germinacion del balance GA/ABA de las tres variedades estudiadas que
muestra que un mayor nivel de este balance se corresponde con mejores tasas de
germinacion. Todos los datos se obtuvieron utilizando tres réplicas bioldgicas (50
semillas por réplica; Boter et al., 2019).
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2.4. Las interacciones entre proteinas clave en la sefializacion e
intercomunicacion entre ABA/GAs durante la germinacion se
conservan en B. napus

Varias proteinas han mostrado tener un papel clave en la sefializacion e
intercomunicacién entre ABA y GAs en Arabidopsis y otras especies vegetales. La
interaccion entre algunos de estos reguladores es esencial para coordinar la respuesta de
estas hormonas y permitir la germinacion. Entre estas interacciones destacan RGL2, la
principal DELLA que controla la germinacion (Piskurewicz et al., 2008), con los TFs NF-
YC para asi promover la transcripcion de ABI5, un regulador negativo de la germinacién
(Liuetal., 2016). PIL5, un integrador de las sefiales por luz y hormonales (Oh et al., 2004,
2006, 2009), es un regulador negativo de la germinacion dependiente de su interaccion
con otros TFs. Por ejemplo, su interaccion con ABI3 es necesaria para activar
conjuntamente la expresion de SOM (Park et al., 2011), un inhibidor de la germinacion a
través de la regulacién de la expresion de los genes relacionados con el metabolismo de
ABA y GA (Dong et al., 2008). RGL2, a su vez, es capaz de secuestrar al factor de
transcripcion NAC25 para impedir que este active la expresion de CWRE y la expansion
de las células del endospermo, reprimiendo asi la germinacion (Sanchez-Montesino et al.,
2019). También se ha descrito que SPT, otro regulador negativo de la germinacion y de
la expansion de los cotiledones que integra sefiales de temperatura, interacciona con
RGL2 (Penfield et al., 2005; Gallego-Bartolomé et al., 2010). Por ultimo, HFR1, es un
regulador positivo de la germinacion inducida por luz que interacciona directamente con
PIL5 para secuestrarlo y evitar su accion (Shi et al., 2013). Por ello, analizamos si las
interacciones entre varias de estas proteinas reguladoras estan conservadas en B. napus
mediante el sistema Y2H.

Para comprobar si estas interacciones se establecen también en colza, primero
identificamos los posibles ort6logos para cada una de las proteinas descritas arriba. En la
base de datos del Genoscope (https://www.genoscope.cns.fr/brassicanapus/, Francia) se
introdujeron las secuencias de los genes de interés de Arabidopsis para que realizase una
busqueda de las secuencias mas similares contra el genoma de B. napus. Para confirmar
que los posibles ortdlogos identificados son los mismos que regulan la germinacion en
Arabidopsis obtuvimos sus perfiles de expresion durante la germinacion en B. napus a
partir de los datos de transcriptomica cedidos por el Dr. Snowdon y los comparamos con
los publicados para Arabidopsis. Como podemos observar en la Figura Suplementaria 2,
las cinéticas de expresion de BnaRGL2, BnaNF-YC9, BnaPIL5, BnaABI3, BnaNAC25,
BnaSPT y BnaHFR1 son similares a las de sus ortdlogos en Arabidopsis, sugiriendo que
los posibles modulos reguladores se encuentran conservados en colza. Por otro lado,
mediante andlisis in silico, previamente habiamos observado que la BnaEXPA2 muestra
una cinética de expresion similar a la de la AthEXPAZ2, lo que sugiere que el complejo
RGL2-NAC25 que regula este gen podria existir en B. napus (Figura Suplementaria 2).

Una vez identificados los genes de B. napus se utilizo el sistema de Y2H (Figura 35) para
estudiar sus interacciones. Basicamente, se unio el dominio de activacion de GAL4 a uno
de los interactores de cada complejo a comprobar (AD-BnaRGL2, AD-BnaABI3, AD-
BnaHFR1), mientras que los otros se fusionaron con el dominio de unién a DNA de
GAL4 (BD-BnaNAC25, BD-BnaNF-YC9, BD-BnaSPT, BD-BnaPIL5). Estas
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construcciones se introdujeron en levadura y se utilizaron como cebos y presas para testar
cada una de las interacciones comentadas anteriormente (Figura 35). Como se muestra en
la Figura 35, todas las combinaciones testadas fueron capaces de crecer en medio
selectivo y en presencia de 3-AT en contraste con los controles negativos (AD-@, AD-
GFP) por lo que pudimos concluir que las interacciones entre los principales TFs con un
papel regulador del proceso germinativo identificados en Arabidopsis se conservan en B.
napus. Mas adn, nuestros datos hormonales y de interaccion entre proteinas parecen
indicar que las principales redes reguladoras de la germinacion descritas en otras especies,
principalmente Arabidopsis, también estarian conservadas en B. napus.
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Gjura 35. Las interacciones proteicas entre reguladores clave de la germinaciénh

semillas se conservan en B. napus. Interacciones entre los TFs de colza seleccionados
en Y2H. Los cebos se generaron mediante fusiones traduccionales en N-terminal del
dominio de unién a GAL4 (BD) y la CDS de los TFs seleccionados (BD-BnaNAC25,
BD-BnaSPT, BD-BnaNF-YC9 y BD-BnaPIL5). Las presas se generaron mediante
fusiones traduccionales en N-terminal del dominio de activacién (AD) de GAL4 y los
CDS de los TFs seleccionados (AD-BnaRGL2, AD-BnaABI3 y AD-BnaHFR1). Como
control negativo se utiliz6 el GAL4-AD vacio y el GAL4-AD fusionado a GFP. Las
levaduras haploides que contenian los cebos se cruzaron con cepas que contenian las
presas, en las combinaciones indicadas en la figura, para obtener células diploides. Estos
diploides se cultivaron en placas (-L-W) y se cribaron en placas (-L-W-H) con
concentraciones crecientes de 3AT. Las células que contenian combinaciones de cebos

presas capaces de interactuar pudieron crecer en placas de cribado a concentraciones

y
&w-AT que bloquearon el crecimiento de los controles negativos (Boter et al., 2019u
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2.5. Los principales cambios transcriptémicos se producen en las primeras
horas del proceso germinativo

La germinacion es un proceso complejo regulado por la interaccion de factores a nivel
genético, fisioldgico, metabolico y hormonal (Bentsink and Koornneef, 2008;
Holdsworth et al., 2008b). Para entender las bases genéticas de este proceso decidimos
utilizar los datos transcriptémicos a distintos estadios del proceso germinativo de las tres
variedades de invierno seleccionadas (C129, C033 y C032) obtenidos en el laboratorio
del Dr. Snowdon (Universidad de Giessen, Alemania). Dichos datos (Tabla suplementaria
5) se utilizaron para llevar a cabo analisis comparativos de los perfiles transcriptomicos
entre variedades. Con estos andlisis pretendemos no solo definir los principales cambios
transcriptomicos que tienen lugar durante el proceso germinativo, sino también identificar
los genes claves que puedan explicar las diferencias observadas entre variedades. Ya que
los tiempos analizados en estos estudios transcripcionales coinciden con los utilizados en
los analisis metabdlicos y hormonales, nuestro objetivo es poder generar un marco de
trabajo integral que incluya los principales procesos que regulan la germinacién en B.
napus.

Los datos transcriptdmicos correspondientes al analisis de RNASeq de las tres
variedades a 4 tiempos (2, 12, 36 y 72 h) y semilla seca se compararon utilizando el
paquete DESeq2 de R. Este analisis bioinforméatico nos permitié detectar la expresion de
74.019 genes (73,25 % del total de genes de B. napus). De estos genes, identificamos
44.615, 46.220 y 42.516 genes diferencialmente expresados (DEGs) en C129, C032 y
CO033, respectivamente (DEGs, -1 > log2FC > 1) (Figura 36a). Estos resultados indican
que mas del 60 % de los genes detectados cambian su expresion a lo largo del proceso de
germinacion. Ademas, al comparar los DEGs entre variedades vemos que hasta un 89 %
de los mismos se comparten entre 2 o 3 de las variedades (Figura 36a), lo que sugiere que
esta reprogramacion transcripcional durante la germinacion es comun a todas las
variedades. Cuando realizamos la comparacion de los DEGs entre los distintos tiempos
(Figura 36b), se observa que en esta ruta transcripcional tan conservada en todas las
variedades predominan los genes sobreexpresados sobre los reprimidos, alcanzando el
maximo nimero de genes sobreexpresados entre las 12 y las 36 h en la variedad C129 y
a las 72 h en las variedades C032 y C033, mientras que el maximo de genes reprimidos
se observa a las 36 h en todas las variedades. Estos resultados indican que la regulacién
de la germinacidn se debe principalmente a un gran evento de activacion transcripcional
de genes y que, posiblemente, las diferencias observadas entre variedades se deban a una
activacion temprana de algunos grupos especificos de genes. Para probar esta hipotesis,
realizamos un analisis de correspondencia entre los DEGs y las variedades de colza a lo
largo de la germinacion. Cuando proyectamos los resultados de este analisis en un gréfico,
observamos que los cambios transcripcionales son similares entre variedades, y que las
muestras tienden a agruparse en cada punto de tiempo debido a la similitud de sus perfiles
de expresion (Figura 36¢). No obstante, a las 12 h se detectaron diferencias
transcriptomicas significativas entre las diferentes variedades. En ese momento, las
variedades no se agrupan si no que se distribuyen en el gréafico de acuerdo con su
velocidad de germinacion. Asi, la variedad C129 es la mas adelantada en la cinética
transcripcional (linea pdrpura de la Figura 36¢), y C032 es la mas retrasada, siendo su
patron de expresion a las 12 h méas similar al observado en el tiempo anterior (2 h). De
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acuerdo con estos resultados, las diferencias transcripcionales de genes claves a tiempos
tempranos (12 h) podria ser la causa en las diferencias en la velocidad de germinacion
observada entre las variedades de colza.
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Figura 36. La germinacién de las variedades de invierno de B. napus viene
definida por la expresion diferencial de genes y su dindmica transcripcional (a) La
comparacion de genes expresados diferencialmente (DEGSs) en variedades de colza con
diferentes cinéticas de germinacién mostr6 una regulacion transcripcional comun.
Diagrama de Venn de genes expresados diferencialmente durante la germinacion de
semillas de las variedades C129, C032 y C033 de 0 a 72 hai. Comparamos cada punto
de tiempo con semilla seca y también con su punto de tiempo anterior y seleccionamos
aquellos genes que mostraron un -1 > log2 FC > 1 en al menos una de las
comparaciones. (b) La comparacién de genes inducidos (en rojo) y reprimidos (en
verde) entre tiempos sucesivos muestra que existen diferencias en el tiempo de
activacion del transcriptoma. La gréafica representa el nimero de DEGs promovidos o
reprimidos entre puntos de tiempo sucesivos durante la germinacion en variedades de
invierno. T-1 representa el punto de tiempo anterior. (c) Andlisis de correspondencia
entre DEGs Yy las variedades durante la germinacion. La dindmica de los cambios
transcripcionales, asociada con la germinacién muestra claras diferencias en el estado
transcripcional de cada variedad a las 12 h. La nube de puntos grises representa los
DEGs (-1 > log2 FC > 1), a lo largo de la cual se distribuyen las diferentes muestras
dependiendo de la cercania a los genes expresados diferencialmente en ese tiempo.
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Asi, las muestras que tengan un perfil transcriptomico similar se encontrardn mas cerca
entre si. La linea purpura discontinua marca de derecha a izquierda una trayectoria
imaginaria que representa la dindmica de los cambios transcripcionales. Las flechas
purpuras indican el tiempo de germinacion en el cual se dan las mayores diferencias
entre muestras. (d) Agrupacion de K-means de genes expresados diferencialmente
durante la germinacion de la variedad C129, La agrupacion de los diferentes patrones de
expresion genica define una ola de activacién transcripcional antecedida de una
represion temprana durante la germinacion de B. napus. Usamos el algoritmo Fuzzy K-
means con indice de disimilitud de coseno (1 — coseno de la similitud), nimero de
iteraciones 10, coeficiente de fuzziness de 1 y método aleatorio de inicializacion. Los
graficos muestran cada uno de los nueve grupos obtenidos (paneles 1 a 9). Asi, cada uno
muestra una dindmica de expresion génica particular representado por la linea de color.
El eje x representa el tiempo tras la imbibicién (2, 12, 36 y 72 h). Se usaron pooles de
30 semillas con tres réplicas bioldgicas para cada punto de tiempo (Boter et al., 2019).

Asi, para encontrar estos genes claves y obtener las dindmicas de expresion asociadas
a la germinacion de colza, centramos los analisis de expresion en la variedad C129, que
mostraba la mayor velocidad de germinacion. El primer paso fue agrupar los DEGs
dependiendo de su perfil transcripcional mediante un agrupamiento de K-means de los
datos de expresion normalizados, que nos permitio identificar 9 grupos asociados a
patrones de expresion diferentes (Figura 36d). Los grupos 1, 2 y 3 contienen aquellos
genes cuya expresion ocurre a las 2, 12 0 36 horas respectivamente. Los grupos 4,5y 6
estdn compuestos por genes cuya expresion se induce a lo largo del proceso de
germinacion. El grupo 7, por su parte, se compone de genes con una alta induccion a las
72 h. Finalmente, los grupos 8 y 9 se corresponden con los transcritos reprimidos durante
la imbibicion (2 h) o més adelante (12 h), respectivamente. El hecho de que 7 de los 9
grupos representen eventos de induccion génica coincide con las observaciones
previamente realizadas que apuntan a la activacion transcripcional como un proceso de
regulacién importante durante la germinacion (Figura 36b).

Tras identificar los diferentes tipos de patrones de expresion durante la germinacion
de colza, realizamos un agrupamiento jerarquico en cada uno de los nueve grupos.
Posteriormente, representamos los mapas de intensidad transcripcional generados tras
este andlisis en un orden cronoldgico basado en sus patrones de expresién. De tal manera,
en la Figura 37a se representa los procesos de activacion génica divididos en los 9 grupos.
Este analisis de los datos transcriptomicos identifica a las 12 h como el tiempo clave para
el cambio en la dinamica de transcripcion durante la germinacion, no detectandose
ninguna alteracion transcripcional significativa previa, a excepcion de los grupos de
represion génica 8y 9.
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Figura 37. La expresion génica progresiva y la categorizacion funcional de genes
describen un marco transcriptémico para la germinacién de semillas en B. napus.
(a) Agrupacion jerarquica de DEGs categorizados previamente con k-means de la
variedad C129 vy representacion cronoldgica de los mapas de expresion
correspondientes. Los valores de expresion en TPM de los genes incluidos se
normalizaron y se transformaron logaritmicamente, por separado. Luego, se realiz6 un
agrupamiento jerarquico utilizando la correlacion de Pearson para cada grupo (grupos
1-9). La escala de degradado de verde a rojo representa unidades de expresion relativas
para la represion o induccién génica, respectivamente. (b) Enriquecimiento funcional
para los genes de B. napus incluidos en cada uno de los clusters anteriores. EI mapa de
expresion representa el nimero de categorias funcionales significativas (categorias GO)
para cada grupo obtenido por SEACOMPARE de AgriGO v1.2 (Du et al., 2010)
utilizando los GO de B. napus y el valor p correspondiente obtenido con la herramienta
de prediccion SeqEnrich (Becker et al., 2017). EI mapa de expresion de la izquierda es
una representacion esquematica del nimero de GO con un valor p < 0,001. A la derecha,
se presenta un resumen de algunas de las funciones mas representativas incluidas en
cada grupo (Boter et al., 2019).
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Para profundizar en los cambios que ocurren a tiempos tempranos de germinacion e
identificar los procesos bioldgicos que subyacen a los mismos, llevamos a cabo un
analisis de ontologia génica de los grupos 8 y 9 (Figura 37b). En este analisis vimos que
el grupo 8 se encuentra compuesto principalmente por genes involucrados en el estrés por
temperatura y el estrés oxidativo, asi como genes relacionados con la dormicion de
semilla, la respuesta a ABA y el almacenamiento de lipidos. También encontramos
homologos de la DNA ligasa VI de Arabidopsis, involucrada en la reparacion de las
roturas de cadenas dobles o simples, como la LIG6 (Waterworth et al., 2016), asi como
homdlogos de la L-isoaspartil-O-transferasa, PIMT, (Ogé et al., 2008) que se encarga de
la reparacion de proteinas (Rueda-Romero et al., 2012), y chaperonas como la
BnaHSP17.6 o la BnaHSP22 (Figura Suplementaria 3). Que estos genes se encuentren
altamente expresados en la semilla seca o en semillas recién embebidas concuerda con la
necesidad de la presencia de mecanismos de reparacion durante el proceso de maduracion
de la semilla. Asi durante este proceso de maduracion, el embrion sufre un proceso
extremo de desecacion en el que se debe garantizar la integridad de las membranas,
proteinas y acidos nucleicos necesarios para el mantenimiento de la viabilidad de la
semilla. Curiosamente, un analisis méas detallado de la cinética de BnaHSP17.6 mediante
RT-gPCR, mostrd que la expresion de este gen variaba entre las 3 variedades estudiadas
y que correlacionaba con las diferentes cinéticas de germinacién (Figura 38). Finalmente,
muchos de los genes que se inducen a través de la sefializacion por ABA durante la
maduracion de la semilla y en semillas durmientes estan presentes en el grupo 8. Entre
ellos se encuentra ABAL (Figura suplementaria 3), que cataliza el primer paso en la
biosintesis del ABA, y cuyos mutantes de perdida de funcion muestran un aumento en la
tasa de germinacién (Koornneef et al., 1982; Barrero et al., 2005); NCEDG, involucrado
en la biosintesis de ABA (Lefebvre et al., 2006); ABI5 (Figura suplementaria 3), un
represor de la germinacion capaz de reactivar programas embriogénicos tardios (Lopez-
Molina et al., 2002); y NF-YC9, que participa en la sefializacion del ABA favoreciendo
la transcripcion de ABI5 (Liu et al., 2016). Por otro lado, durante la maduracion de la
semilla, el ABA se acumula con el fin de inhibir aquellos mecanismos que de otra manera
serian capaces de activar la germinacion de las semillas en desarrollo (viviparidad).
Consecuentemente, el grupo 8 parece corresponder con la represion de los genes de
biosintesis y sefializacion de ABA, los cuales reducen sus niveles durante la germinacion
para mitigar la inhibicién que ejercen del proceso germinativo (Figura 31). Por ultimo,
cabe destacar la presencia de genes de la familia de las oleasinas que representan la
acumulacion de aceites en la semilla durante su maduracion. Por lo tanto, el grupo 8 retine
a todos aquellos genes relacionados con procesos de desecacion y la dormicion que una
vez comenzada la germinacion son reprimidos para favorecerla.
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Figura 38. Cuantificacion de los niveles de expresion de distintos de genes presentes
en los clusters de patrones de expresion génica por RT-gPCR. El RNA se aislo de
semillas secas (t = 0) y de semillas a diferentes tiempos tras la imbibicion: 2, 6, 12, 24, 36,
48, 72 h de las variedades C129, C033 y C032. Los niveles de expresién de los genes se
determinaron mediante RT-qPCR, y los niveles de expresion relativos se obtuvieron
mediante la normalizacion con respecto a los niveles de expresion del rRNA Bnal8S
(ENSRNA049478716-T1). Se muestran los promedios y errores estandar de tres réplicas
biolégicas. Se usaron tres réplicas bioldgicas para cada punto de tiempo y accesion (Boter
etal., 2019).

El grupo 9 redne a todos aquellos genes cuya acumulacion en semillas secas es alta,
pero a diferencia de lo que ocurre con el grupo 8, su expresion sigue aumentando hasta
las 12 h, y disminuye a partir de las 36 h coincidiendo con el paso de germinacion al
establecimiento de plantula. En este grupo se pueden encontrar genes relacionados con el
procesamiento de RNAS, iniciacion y elongacion de la traslacion, transcripcion,
procesamiento y decaimiento de mRNA y modificacion (principalmente mono y
poliubiquitinacion, y defosforilacion) y degradacion de proteinas. En este grupo
encontramos genes involucrados en estos procesos como son AHGLl (ABA-
HYPERSENSITIVE GERMINATION 1, Figura suplementaria 3), DCAF (DDB1-CUL4
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ASSOCIATED FACTOR 1), HUB1 (HISTONE MONO-UBIQUITINATION 1), PRT6
(PROTEOLYSIS 6) y ATE2 (ARGININE-TRNA PROTEIN TRANSFERASE 2), que
ademas son capaces de disminuir la sensibilidad a ABA (Liu et al., 2007; Nishimura et
al., 2007; Holman et al., 2009; Seo et al., 2014). Ademas, el grupo 9 incluye helicasas
DEAD-box y factores de iniciacion y elongacion de la traduccion como elF4E y elF4G,
(Lellis et al., 2010; Dinkova et al., 2011) que se encargarian de la traduccion de los
mRNAs almacenados en la semilla y que podrian promover el proceso germinativo
(Sajeev et al., 2019). También se encuentran genes relacionados con el decaimiento y
eliminacion del capuchén de los mMRNAs como DCP1 (DECAPPING 1) (Basbouss-
Serhal et al., 2017). Estos ultimos podrian favorecer el proceso de activacion de la
germinacion en las primeras horas de la imbibicion mediante la eliminacion de mMRNAs
relacionados con la dormicion (Basbouss-Serhal et al., 2017). Por otro lado, cabe destacar
la presencia en este grupo de GID1a, uno de los receptores principales de GA que activa
la ruta de sefializacion de esta hormona (Hauvermale et al., 2015). Su presencia en este
grupo podria traducirse en el aumento de los niveles de este receptor que incrementaria
la sensibilidad a GAs coincidiendo con la disminucion de la sensibilidad a ABA
promoviendo, asi, la germinacion. Por ello decidimos analizar en detalle los niveles de
los transcritos de este gen en nuestras tres variedades. Como se puede observar en la
Figura 37, la cinética de BnaGID1a difiere significativamente entre las tres variedades
siendo la variedad C129 la unica variedad en la que hay una induccién clara de este gen
tras la imbibicion (6 h) para disminuir posteriormente. En las otras dos variedades, el
incremento en el numero de transcritos fue mas tardio y no tan abundante como en el
observado en C129, siendo C032 el que muestra el pico de expresion mas tardio. Estos
resultados sugieren que la variedad C129 podria ser mas sensible a la sefializacion por
GAs, lo que podria explicar por qué esta variedad germina mas rapido que el resto. Por
ultimo, se observo que PIL5, un regulador negativo de la germinacion (Oh et al., 2004)
también se encuentra incluido en este grupo lo que sugiere que la reduccion de su
expresion a partir de las 12 h podria participar en promover el proceso de germinacién
(Figura suplementaria 3).

En el resto de grupos, se encuadran todos aquellos procesos de activacion
transcripcional que ocurren durante la germinacion. Asi, el grupo 2 se compone de
aquellos genes cuya expresion se activa a las 12 h y que corresponde con genes
encargados de la sefializacion y metabolismo de GAs o0 con genes que participan en la
sefializacion y degradacion del ABA. Estos perfiles transcripcionales correlacionan con
los resultados obtenidos previamente en el anélisis de los perfiles hormonales (Figura 34).
Por tanto, una bajada en el balance de ABA/GAs durante la germinacidn se encontraria
precedido por un reajuste transcripcional de los genes encargados del metabolismo y la
sefializacion de estas dos hormonas (12 h). Entre estos genes, analizamos en profundidad
los perfiles de expresion de los genes GAL, RGL2 y ABI3 mediante RT-gPCR. Dado que
los tiempos analizados y las muestras utilizadas son diferentes entre el RNA-seq y las de
RT-gPCR, los patrones cinéticos no son exactamente los mismos. Nuestra serie temporal
es mas completa que la del RNA-seq, lo que permitié establecer unos patrones de
expresion mas precisos. GA1L es la enzima encargada del primer paso de la biosintesis de
GAs y asi las semillas de mutantes gal son incapaces de germinar sin la aplicacién
exogena de esta hormona (Sun and Kamiya, 1994; Ogawa et al., 2003). Cuando
analizamos la expresion de este gen en nuestras variedades de colza (Figura 38),
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observamos que el pico de maxima expresion de BnaGA1 es mas tardio en la variedad
gue germina mas lento, la variedad C032, lo que sugiere que una germinacion mas rapida
necesitaria de una activacion temprana de la biosintesis de GAs. Por otro lado, RGL2 y
ABI3 son dos de los principales reguladores negativos de la germinacion, y son capaces
de responder rdpidamente a cambios en los ratios de ABA/GAs (Piskurewicz et al., 2009).
Nuestros analisis de RT-qPCR para BnaRGL2 indican que, tras un incremento inicial de
su expresion, como también se ha descrito para su ortélogo en Arabidopsis (Piskurewicz
etal., 2008), sus niveles de mMRNA disminuyen rapidamente. Observamos que en nuestras
variedades dicha cinética se manifiesta antes (12 h) en la variedad C129 lo que
corresponderia con una activacion mas temprana de la germinacion en esta variedad. Por
su parte, BnaABI3 muestra un pico de expresion similar en todas las variedades a las 12
h (Figura 38) lo que parece indicar que este gen no tendria un papel tan destacado en el
control de la germinacion en B. napus como BnaRGL2.

Los grupos 3y 4 incluyen aquellos genes cuya activacion transcripcional se produce
de manera gradual o transitoria a las 36 h. En el grupo 4 podemos encontrar genes que
codifican para componentes de diferentes organulos, como la mitocondria, el aparato de
Golgi, el reticulo endoplasmatico y las vesiculas de transporte; asi como genes encargados
de la respiracién celular, la traduccion o los ribosomas. También se pueden encontrar
genes que codifican para enzimas clave en la beta-oxidacion de acidos grasos y en el ciclo
del glioxilato como la MLS (MALATE SYNTHASE) y la ICL (ISOCITRATE LYASE)
(Figura 35, Comai et al., 1989), en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, como la ACO3
(ACONITASE3) y la CSY3 (CITRATE SYNTHASE) (Pracharoenwattana et al., 2005;
Hooks et al., 2014), y la biosintesis de carbohidratos y la glicélisis, como la HXK1
(HEXOKINASE 1) (Aguilera-Alvarado et al., 2019). El pico de expresion tanto de
BnaMLS, BnalCL como de BnaHXK1 se da de manera anticipada en la variedad C129
con respecto a las variedades C033 y C032 (Figura 39 y Figura suplementaria 3). Este
resultado sugiere que las principales vias metabolicas empiezan a ser funcionales a partir
de las 36 h, movilizando las reservas de las semillas para suministrar la energia necesaria
al embridn durante el proceso de germinacion y el establecimiento de la plantula. EI grupo
3 reune genes relacionados con los componentes y la biogénesis de ribosomas, asi como
de union amRNA 'y procesos de traduccion. Esto sugiere que, una vez activado el proceso
de germinacidn, se aumenta la transcripcion de mRNA vy la sintesis de proteinas. En este
grupo también encontramos genes de la biosintesis y de respuesta a GAs muy relevantes,
como la ent-kaureno sintasa (KO1), requerida para la biosintesis de GAs (Nambara et al.,
1991; Rademacher, 2020), o como la CP1, la EXPA2 y la EXPAS8 (Figura suplementaria
3; Ogawa et al., 2003; Rombola-Caldentey et al., 2014; Sanchez-Montesino et al., 2019).
Dado que KO1 es un marcador muy util para estimar los niveles de GAs in planta,
decidimos analizar mediante RT-gPCR los niveles de este gen en nuestras tres variedades.
Asi observamos que los niveles de expresion de este gen empiezan a aumentar a partir de
las 12 h y alcanzan un nivel maximo a las 24 h en la variedad C129 y C033, pero a las 36
h en la variedad C032 (Figura 37). Este patron coincide con las cinéticas de germinacion
gue observamos en estas tres variedades (Figura 23), asi como con los niveles de
acumulacion de la GA bioactiva GA4 (Figura 32). La reduccion rapida de transcritos tras
el pico de expresion maxima parece indicar que, de forma similar a lo que se ocurre en
Arabidopsis, la expresién de este gen se encuentra regulada por un mecanismo de
retroalimentacion negativa.
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Figura 39. Cuantificacion por RT-gPCR de los patrones de expresion de los genes
BnaMLS y BnalCL. ElI RNA se aislé de semillas secas (t = 0) y de semillas a diferentes
tiempos tras la imbibicion: 2, 6, 12, 24, 36, 48, 72 h de las variedades C129, C033y C032.
Los niveles de expresion de los genes se determinaron mediante RT-gPCR, y los niveles
de expresion relativos se obtuvieron mediante la normalizacion con respecto a los niveles
de expresion del rRNA Bnal8S (ENSRNAQ049478716-T1). Se muestran los promedios y
errores estandar de tres réplicas bioldgicas. Se usaron tres réplicas biolégicas para cada
punto de tiempo y accesion.

El grupo 5 que reune aquellos genes cuya expresion se induce a las 36 hy sus niveles
se mantienen hasta las 72 h, destacan genes relacionados con la organizacion y sintesis
de la pared celular, como XTH9 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE/
HYDROLASE 9) (Figura suplementaria 3; Shin et al., 2006; Sanchez-Montesino et al.,
2019), la biosintesis de acidos grasos, como FDH/KCS10 (FIDDLEHEAD) (Figura
suplementaria 3; Yephremov et al., 1999; Rombola-Caldentey et al., 2014), y la
organizacién de la heterocromatina y el ensamblaje del nucleosoma, principalmente
genes relacionados con histona 2. Ademas, en este cluster encontramos un
enriquecimiento en genes relacionados con la division y el ciclo celular, la sintesis de
microtubulos y la citocinesis. Por ejemplo, TCP14 (TEOSINTE BRANCHED,
CYCLOIDEA AND PCF 14), un factor de trascripcion que regula la germinacion
mediante su papel en la ruta de accion de giberelinas y en la expresion de las ciclinas, se
encuentra en este grupo (Figura suplementaria 3; Tatematsu et al., 2008; Resentini et al.,
2015). En ese contexto, se ha descrito anteriormente que una vez que la semilla ha
madurado y se ha secado, el proceso de division celular se mantiene silenciado incluso en
los primeros momentos de la germinacion, y no se reactiva hasta que no se produce la
elongacion de la radicula necesaria pare el establecimiento de la plantula (Vazquez-
Ramos and Sanchez, 2003; Barréco et al., 2005). Por lo tanto, el hecho de que los genes
relacionados con el ciclo y la division celular, asi como aquellos relacionados con la
remodelacion de la pared celular se encuentren en este grupo parece sugerir que el paso
de la geminacidn al establecimiento de plantula se produce alrededor de las 36 h tras la
imbibicidn de las semillas y coincidente con el maximo de expresion de este grupo.

Por ultimo, los grupos 6 y 7 incluyen los genes que presentan un pico de expresion a
las 72 h, aunque con dinamicas distintas, activandose el grupo 7 de forma muy rapida a
este tiempo. En ambos grupos podemos encontrar genes relacionados con la fotosintesis,
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como genes de los fotosistemas | y 1, genes relacionados con la respuesta a procesos de
estrés bidtico y abidtico, asi como genes relacionados con la percepcién de la luz y
sefializacion hormonal, principalmente ABA, auxinas, etileno y citoquininas. Todos estos
resultados sugieren que alrededor de las 72 h las plantulas empiezan el proceso de
programacién fotosintético completando finalmente el proceso de germinacion para dar
lugar a una plantula autosuficiente.

En resumen, todos estos resultados nos han permitido definir a nivel transcripcional
los cambios que sufren las semillas de B. napus durante el proceso de germinacion. De
forma simplificada, estos cambios comenzarian con un silenciamiento de aquellos genes
relacionados con la maduracion de la semilla y la dormicién, seguido de la activacion de
la maquinaria necesaria para la progresion del proceso germinativo y subsecuente
activacion de aquellos procesos relacionados con el establecimiento de la plantula adulta.
Los genes asociados a estos procesos podrian ser utilizados como marcadores genéticos
del proceso de germinacion en esta especie, asi como posibles dianas para la mejora del
rendimiento germinativo en estos cultivos.
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4. La velocidad de germinacion es un caracter clave en la variabilidad
de la germinacion de B. napus

La germinacién es uno de los principales componentes del vigor de la semilla, estando
relacionado directamente con la supervivencia de la planta y la productividad de los
cultivos. El andlisis de distintos caracteres germinativos en un panel de seis variedades
de B. napus con diferencias en el proceso de la germinacion nos ha ayudado a determinar
que la velocidad de este proceso es la causante mayoritaria de la variabilidad observada
entre estas variedades.

Asi, aunque las seis variedades sean similares entre si en términos de viabilidad,
entendida como el potencial germinativo de la semilla o el porcentaje de germinacién
final, obtuvimos diferencias en los valores de T50 que alcanzaban hasta las 15 h entre la
variedad mas rapida (C129) y la mas lenta (C032, Figura 23). De igual manera se observo
que la diferencia en el porcentaje de germinacién a tiempo medio del experimento (GR36)
era de un 30 % entre estas dos variedades lo que de nuevo indicaba que la velocidad de
este proceso es la causante mayoritaria de la variabilidad observada. Aunque la viabilidad
de la semilla es un aspecto clave del que depende el establecimiento y la supervivencia
de las plantulas, nuestros resultados apuntan a que en B. napus una alta viabilidad no
correlaciona necesariamente con una velocidad de germinacion mayor (Figura 25).
Ademas, nuestros resultados han mostrado que la germinacion de B. napus ocurre de
manera mas veloz que en la planta modelo Arabidopsis thaliana, lo que concuerda con
estudios previos en estas especies (Li et al., 2005; Hatzig et al., 2015; Kubala et al., 2015;
Wang et al., 2016b; Gu et al., 2019; Luo et al., 2019). Esta aceleracion de la germinacion
podria reflejar la presion selectiva realizada por la agricultura en este cultivo para
disminuir el tiempo de establecimiento de la plantula, aumentando asi los indices de
supervivencia y rendimiento frente a condiciones ambientales cambiantes y
potencialmente desfavorables. Por tanto, es un caracter que podria ayudar a estimar la
capacidad de este cultivo para establecerse en condiciones adversas. En la actualidad, los
agricultores necesitan semillas vigorosas que aseguren que sus cultivos puedan
establecerse y desarrollarse sin problemas bajo condiciones climaticas que seran poco
favorables (Finch-Savage and Bassel, 2016).
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5. La reactivacion del metabolismo en B. napus es similar a otras
especies, regulando el proceso de germinacion.

La formaciéon de reservas durante la maduracion de la semilla y su posterior
movilizacién durante la germinacion es clave para suministrar al embrion la energia y
materia prima necesaria para apoyar el crecimiento de la plantula (Weitbrecht et al., 2011;
Nonogaki, 2014; Paszkiewicz et al.,, 2017). Los datos obtenidos tras los analisis
metabolémicos a lo largo del proceso de germinacion de B. napus concuerdan con lo
observado en otras especies, donde al comienzo de la germinacién se acumulan
compuestos relacionados con el metabolismo de la pared celular (mio-inositol y
galactinol; Howell et al., 2009; Gu et al., 2016). Posteriormente, en los Ultimos momentos
de la germinacidn, se produce una acumulacion de azlcares simples (fructosa, glucosa y
maltosa) y de carbohidratos relacionados con la reactivacion del metabolismo (rafinosa,
sorbitol y xilosa, Figura 26). Los perfiles metabolicos observados en colza indicarian la
necesidad de reactivar el metabolismo para obtener la energia necesaria para llevar a cabo
la germinacion.

Durante la germinacion, los lipidos almacenados en formas de triacilgliceroles se
convierten en sacarosa para ser usada como fuente de energia (Penfield et al., 2004). En
nuestros analisis hemos podido observar que los niveles de sacarosa se elevan en los
primeros momentos, para mas adelante decaer coincidiendo con la acumulacion de la
glucosa y la fructosa. Asi, los lipidos suponen una manera eficiente de acumular los
esqueletos de carbono necesarios para la obtencién de energia mediante la maquinaria
metabolica (la glicdlisis, el ciclo de Krebs, la fosforilacion oxidativa y el transporte
mitocondrial de electrones) a partir de los aztcares producidos por el ciclo del glioxilato.
El malato, un metabolito importante que da lugar al oxalacetato y esta implicado en la
gluconeogénesis, se produce a partir de este ciclo del glioxilato, que se da en los
glioxisomas, y del ciclo de Krebs en las mitocondrias (Eastmond and Graham, 2001).
Sorprendentemente, en nuestros andlisis, la variedad que muestra una mayor velocidad
de germinacion (C129) muestra unos niveles bajos de malato en todos los tiempos
analizados (Figura 28). Este resultado podria indicar que C129 es capaz de utilizar el
malato de manera mas rapida y eficiente que el resto de variedades, mostrando por tanto
menos niveles de este metabolito. Asi, un metabolismo mas rapido y eficiente aumentaria
la cantidad de energia generada para la germinacién, provocando la aceleracidn observada
en esta variedad. EI malato, que forma parte del TCA, puede desviarse mediante el
oxalacetato hacia la sintesis del aspartato lo que coincidiria con el pico de acumulacion
de aspartato a las 36 h en la variedad C129, pero no en las otras variedades (C033 y C032).
En plantas, la via de la familia del aspartato es una ruta metabdlica a partir de la cual se
sintetizan algunos de los aminoacidos esenciales como la lisina, treonina, metionina e
isoleucina (Jander and Joshi, 2009; Galili, 2011), que son metabolitos donantes para el
ciclo del TCA (Weitbrecht et al., 2011). Por lo tanto, los niveles mas elevados de aspartato
en la variedad C129 (Figura 29) podrian reflejar, una mayor cantidad de carbono
disponible para la germinacion y una mayor facilidad para la obtencién de energia, lo que
concuerda con los datos de acumulacion de azicares mencionados anteriormente. Por lo
general los niveles de aminoacidos son muy similares a los observado en la planta modelo
Arabidopsis (Fait et al., 2006).
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Todos estos resultados sugieren que los procesos metabdlicos que se suceden durante
la germinacion de B. napus son semejantes a los que se dan en otras especies. Empezando
por una movilizacién de las sustancias de reserva y un debilitamiento de las paredes
celulares. Los compuestos resultantes de las sustancias de reserva se utilizan para la
reactivacion de la maquinaria celular encargada de obtener energia y metabolitos
necesarios para el desarrollo del embrién y el establecimiento de la plantula. Ademas, tras
las comparaciones entre nuestras 3 variedades, hemos visto que las diferencias en la
reactivacion del metabolismo se relacionan con la variabilidad de la germinacion.
Adicionalmente, nuestros resultados indican que el malato y el aspartato podrian ser
buenos marcadores para la monitorizacion de la capacidad germinativa de las semillas de
colza y ademas ser dianas de mejora de la germinacion en este cultivo.

6. El balance entre ABA y GAs es determinante en el desarrollo de la
germinacion de B. napus

Las hormonas juegan un papel clave en el proceso de germinacién integrando las
sefiales internas y externas mediante la regulacion de la expresion génica. Tanto en
Arabidopsis como en especies de cultivo se ha observado que el ABA se acumula durante
el desarrollo del embrién y el secado de la semilla, pero que sus niveles descienden
enormemente una vez que las semillas han comenzado la germinacion entre las 6-24 h
(Ali-Rachedi et al., 2004; Ye et al., 2012). Aunque los niveles de ABA en semilla seca
variaban entre las variedades, observamos que existe un patrén comuan de disminucion de
ABA durante la germinacion (Figura 31). Ademas, la variedad C129 presentaba los
niveles mas bajos de esta hormona en semilla seca y en los primeros momentos de la
germinacion, lo que sugeria que la mayor velocidad de germinacion de esta variedad
puede deberse a niveles mas bajos de esta hormona. No obstante, en el anélisis de PCA
en el que se combina la cinética de germinacion de las variedades con sus respectivos
niveles hormonales (Figura 34a), los niveles de ABA no parecen ser un contribuidor
principal en la variabilidad observada entre las variedades de B. napus. Consistente con
esta conclusion, los niveles de RNA de genes claves en el metabolismo y sefializacion del
ABA como ABAl y ABI5 (Figura suplementaria 3) son similares entre las diferentes
variedades para cada tiempo de germinacion, y a su vez, son parecidos a los observados
en los genes ortdlogos de Arabidopsis. Aunque no hemos determinado que los niveles de
ABA expliquen la variabilidad observada de la germinacion, nuestros datos sugieren que
es el balance ABA/GAs (Figura 34b) asi como la sensibilidad a cada una de las dos
hormonas lo que parece tener un papel principal en el control de la germinacion (Finch-
Savage and Footitt, 2017).

Por lo general, las GAs bioactivas se acumulan en el embrién durante la germinacion
momentos antes de la protrusion de la radicula (Ogawa et al., 2003; Kucera et al., 2005).
En nuestros analisis fuimos capaces de detectar una de las formas bioactivas de la GAs,
la GA4, en las tres variedades, aunque el perfil de acumulacion de esta hormona estaba
mas retrasado en la variedad mas lenta, C032, lo que explicaria el retraso germinativo de
esta variedad y reflejaria la importancia del papel de esta hormona en el proceso de
germinacion en esta especie (Figura 32). Por otro lado, al analizar la cinética de los

175



DISCUSION

MRNA de BnaGAl y BnaKO1 (Figura 38), dos genes que codifican para enzimas que
participan en la biosintesis de GAs, observamos que su expresion en C032 esté retrasada
con respecto a las variedades C129 y C033. Mas aun, C129 tiene niveles bajos de ABA
y medios de GAs, C033 tiene niveles medios de ABA, pero altos de GAs y C032 niveles
altos de ABA y una acumulacion retrasada y baja de GAs. Por lo tanto, parece que el
balance ABA/GAs podria explicar las diferencias observadas en germinacion. Como ya
se ha mencionado, la germinacion no solo estéa controlada por el balance ABA/GAs, sino
que también la sensibilidad a estas hormonas juega un papel en la regulacion de este
proceso (Nakajima et al., 2006). En Arabidopsis, los principales receptores de GAs
durante la germinacion son GIDl1a y GID1c (Cao et al., 2006; Griffiths et al., 2006;
Voegele et al., 2011; Hauvermale et al., 2015). En nuestras variedades observamos un
aumento de los niveles de transcritos de BnaGID1a (Figura 38) en la variedad C129, y
una caida en la acumulacion de estos transcritos previa a la acumulacion de GAs lo que
sefialaria a BnaGID1a como el principal receptor de GAs durante la germinacion de B.
napus. En conclusion, proponemos que el balance ABA/GAs y la sensibilidad a esta
ultima hormona son claves para explicar la variabilidad observada en la velocidad de
germinacién en las seis variedades de invierno de B. napus. Sorprendentemente, al
analizar las GAs presentes en nuestras muestras, observamos que el contenido de GAs era
mas alto en la variedad C129 que en C033 y C032 (Figura 32). La GAses un catabolito
inactivo fruto de la 13-hidroxilacion de la GA:1 bioactiva (Hedden and Phillips, 2000; Sun,
2008). Este resultado sugiere que, aunque no detectemos GA1 en nuestras muestras,
podria tener un papel relevante en los primeros momentos de la germinacién de B. napus
junto con la forma GAas. En otras especies, en general, GAs es mucho mas abundante que
GA:1y es la forma bioactiva mas importante (Talon et al., 1990; Derkx et al., 1994;
Hedden and Kamiya, 1997; Ogawa et al., 2003; Yamauchi et al., 2004).

Durante la germinacion, las auxinas se han descrito como promotoras del ABA (Liu
et al., 2007; Nguyen et al., 2016). En ese contexto, hemos observado que las variedades
C032 y C033 acumulan mayores niveles de la auxina mas relevante, el &cido indolacético,
en los primeros tiempos de la germinacion y, por lo tanto, podrian actuar retrasando la
germinacion en estas variedades. Adicionalmente, en la variedad C033 encontramos
niveles méas altos de la auxina inactiva IAA-Asp, sugiriendo que esta variedad podria
superar el efecto inhibitorio de esta hormona activando las vias de degradacion del acido
indolacético (Ljung, 2013).

176



DISCUSION

7. Los cambios transcripcionales a las 12h son cruciales en el desarrollo
de la germinacién en B. napus

Los andlisis transcriptdmicos nos ayudan a analizar los procesos biologicos que
subyacen a cualquier proceso del desarrollo, asi como los principales genes y rutas
moleculares que lo regulan. Por ello, obtuvimos los analisis de los perfiles
trasncriptdbmicos de las distintas variedades con un comportamiento germinativo
diferencial. Los andlisis de correspondencia entre los DEGs y las diferentes variedades a
lo largo de la germinacion nos permitieron comprobar que los cambios transcripcionales
a lo largo del proceso de germinacion son muy similares entre las variedades estudiadas
(89 %, Figura 36a). De hecho, la mayoria de las cinéticas de RNAs de genes involucrados
en el metabolismo o sefializacion del ABA y las GAs, analizadas tanto por RNASeq como
por RT-qPCR, presentan patrones similares entre las variedades. Asi mismo, las
interacciones proteina-proteina claves en el control de su sefializacién y de la integracién
de sefiales ambientales durante la germinacién descubiertas en otras especies se
mantienen conservadas entre las proteinas ortélogas de B. napus (Figura 35; Gallego-
Bartolomé et al., 2010; Park et al., 2011; Liu et al., 2016; Xu et al., 2017; Sanchez-
Montesino et al., 2019). En conjunto, estos resultados sugieren que hay un grupo de
mecanismos moleculares basicos controlando la germinacion que no solo se mantienen
entre todas las variedades, sino que, ademas, son similares a los observados en otras
especies. Dichos mecanismos se resumen en la Figura 80.
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Figura 80. Mecanismos moleculares béasicos posiblemente involucrados en la
germinacion de B. napus. En esta tesis hemos comprobado que ciertos mecanismos claves
de la regulacién de la germinacion, relacionados con la sefializacién por ABA o GAs,
existentes en otras especies se mantienen en B. napus. Las lineas rojas indican inactivacion,
las flechas verdes indican activacion y las flechas negras ambidireccionales interaccion.

No obstante, hemos observado que existen diferencias en los niveles transcripcionales
a las 12 h, que se corresponde al tiempo en el que las variedades C129, C033 y C032 no
se agrupan en el andlisis de correspondencia (Figura 36¢). Cuando analizamos este
comportamiento en detalle encontramos que en ese tiempo se inducen varios genes cuya
dindmica de expresion entre variedades podrian explicar las diferencias en la velocidad
de germinacion. En general, en la variedad C129 estas diferencias se relacionan con una
activacion temprana de redes génicas previamente asociadas con la germinacion,
especialmente las relacionadas con la biosintesis o sefializacién del ABA y las GAs
(Figura 36d, 37 y 38), como ABI3, GA1, KO1, RGL2 o SOM. Ademas, algunos de estos
genes podrian contribuir directamente a las diferencias observadas en alguno de los
caracteres de la semilla o la germinacion. Por ejemplo, BnaTPC1y BnaGDSL1 son genes
asociados previamente a la germinacion (Figura suplementaria 3; Hatzig et al., 2018;
Ding et al., 2019) que muestran una cinética de expresion diferencial entre nuestras
variedades. BnaGDSL1 se induce fuertemente durante la germinacion y es similar a
BnaLIP1, cuyo ortélogo en Arabidopsis es un marcador de la germinacién inducido por
GAs en la epidermis del embrion, afectando positivamente a este proceso (Rombola-
Caldentey et al., 2014). La germinacion requiere de la sefializacion de las GAs en la
epidermis, proceso mediado por las proteinas DELLAs y HD-ZIP 1V, que controlan la
expresion de los genes encargados del control del crecimiento del eje embrionario
(Rombola-Caldentey et al., 2014). Uno de estos genes es la EXPA8, una importante
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enzima de remodelacion de pared durante el crecimiento en la que convergen diferentes
vias de sefializacion (de Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008; Stavang et al., 2009; Bai et
al., 2012; Gallego-Bartolomé et al., 2012; Park et al., 2013). Este gen se expresa mas en
la variedad C129 que en las variedades C032 y C033 (Figura suplementaria 3), lo que
sugiere que una mayor velocidad de germinacién podria estar mediada por un mecanismo
que implique la activacién de las rutas de la remodelacion de la pared dependiente de
GAs. Por otro lado, en los analisis de los caracteres de germinacion entre variedades
observamos una correlacion positiva entre la velocidad de elongacion de la raiz y los
parametros de velocidad de germinacion (Figura 24). Como la elongacion de la raiz
depende entre otros procesos celulares, de la expansion celular y esté regulada por GAs,
es posible que este proceso pueda explicar las diferencias en las cinéticas de germinacién
(Gallego-Bartolome et al., 2012; Locascio et al., 2013; Bassel et al., 2014; Stamm et al.,
2017; Sanchez-Montesino et al., 2019).

En conclusion, estos resultados junto con los anélisis fenotipicos, metabolicos y
hormonales proporcionan un marco integral para el estudio de la regulacion de la
germinacién en B. napus. Este marco nos permitira identificar tanto genes como procesos
moleculares reguladores que puedan ser dianas para la mejora de la germinacion en este
cultivo. En ese contexto, hemos identificado varios posibles candidatos que estan
directamente relacionados con el desempefio de la germinacién de colza en nuestros
estudios: desde metabolitos como el aspartato y el malato, o el balance de hormonas como
el ABA/GAs o IAA/IAA-Asp, a genes reguladores clave como BnaGAl, BnaKO1,
BnaGID1la o BnaEXPAS8. Finalmente, este andlisis detallado de la germinacion sera la
base que nos permita identificar los cambios mayoritarios que se producen en la
germinacion en respuesta a estreses ambientales, en concreto, al aumento de temperatura.
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4)

5)
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CONCLUSIONES

La variabilidad observada en la germinacion de variedades de invierno y
primavera de B. napus viene dada por la velocidad de germinacion.

El metabolismo de las semillas durante la germinacion de B. napus es similar al
descrito en otras especies. EI malato y el aspartato podrian ser buenos
marcadores para monitorizar la capacidad germinativa de semillas de esta
especie.

Al igual que en otras especies, el balance ABA/GAs gobierna el proceso de
germinacién en B. napus. Adicionalmente, niveles més bajos de auxinas
correlacionan con un mejor rendimiento germinativo.

El principal cambio en la dinamica transcripcional de la germinacion de B.
napus se da a las 12 h. En este punto se silencian genes relacionados con la
maduracion y la dormicién, mientras que se activan genes promotores de la
germinacion y de la reactivacion metabdlica.
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ANEXO II

Tabla_Suplementaria_3: Datos del ensayo de germinacion realizado con las 6
variedades de invierno de B. napus.

Tabla_Suplementaria_4: Cuantificacion de los rasgos de germinacion, niveles
de metabolitos y niveles hormonales de las 6 variedades de invierno de B. napus.
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