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Il.- RESUMEN Y CONCLUSIONES

Con el fin de contribuir a la diseccion genética del desarrollo foliar en las plantas,
hemos estudiado en esta Tesis mutaciones que perturban localmente el crecimiento de
los tejidos internos de las hojas de Arabidopsis thaliana. En los mutantes incurvata (icu) el
limbo foliar se recurva hacia al haz; este rasgo fenotipico sugiere una alteracién en la
polaridad dorsoventral de las hojas, mas concretamente en el crecimiento de los tejidos
adaxiales o abaxiales, o en su coordinacion. En los mutantes reticulata (re) la
proliferacién y la diferenciacion de las células vasculares y de la vaina es aparentemente
normal, pero los tejidos intervenales no completan su desarrollo; esta observacion
sugiere que la proteina RE es necesaria para el correcto desarrollo del mesdfilo
intervenal, pero no para el de las venas y el mesoéfilo perivascular.

Hemos demostrado en esta Tesis que el mutante icul3 es portador de un nuevo
alelo del gen AUXIN RESISTANT6 (AXR6), que codifica la proteina CULLIN1 (CUL1), un
componente del complejo ligasa de ubiquitina SCF (Skpl-Cull-Fbox). Al igual que otros
alelos de AXRS6, icul3 es insensible a la auxina. Este mutante presenta una venacion
foliar mas simple que la silvestre, como consecuencia de la reduccion en la expresion de
genes necesarios para el desarrollo vascular, la percepcion y el transporte de la auxina.
Hemos visualizado los patrones de expresion espacial y temporal del gen AXR6 y su
producto proteico. Su expresion en el embridn, los meristemos, los tejidos vasculares y
los hidatodos sugiere que su funcién es esencial en varios programas de desarrollo
dependientes de la auxina.

Con el fin de establecer el papel de AXR6 en el desarrollo de la hoja y la formacion
de su patron de venacion, hemos obtenido combinaciones dobles mutantes de icul3 y
mutaciones en genes que codifican otros componentes de la ruta de sefalizacion de la
auxina en la que participa el complejo SCF. Resultaron sinérgicas las interacciones con
mutaciones en genes que codifican enzimas implicadas en la modificacion covalente de
CUL1 por RELATED TO UBIQUITIN (RUB). Resultaron aditivas las interacciones con
mutaciones de ganancia de funcién en genes Aux/IAA (Auxin/Indole-3-Acetic Acid), cuyos
productos son dianas de la ubiquitinacion mediada por la auxina, excepto en los dobles
mutantes de icul3 con bodenlos (bdl) cuyo fenotipo es sinérgico. Ademas, los dobles
mutantes de icul3 con monopteros (mp), un alelo del gen MP, que codifica un ARF
(AUXIN RESPONSE FACTOR) que es inhibido por BDL, son sinérgicos y letales
embrionarios. Hemos demostrado que el fenotipo de icul3 se debe fundamentalmente a

la insuficiencia de funcion de MP causada por la estabilizacion de BDL, su represor
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directo. Apoyan esta hipétesis la acumulacion de la proteina de fusién BDL:GFP en icul3,
el rescate del fenotipo de icul3 en plantas transgénicas en las que se expresa MP
constitutivamente, y la supresiéon del fenotipo de icul3 por iaal2-1, un alelo nulo de BDL.
Nuestros resultados indican que el moédulo BDL-MP es necesario ademas para que la
hoja de Arabidopsis alcance la forma plana que la caracteriza.

Hemos clonado posicionalmente en esta Tesis el gen ICU1l, que codifica una
oxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato y Fe**. El mutante icull presenta floracion
temprana y desrepresion ectépica de genes de identidad floral en sus hojas, e
interacciona sinérgicamente con alelos mutantes de los genes ICUl (también
denominado CURLY LEAF) e ICU2, que han sido estudiados anteriormente en el
laboratorio de J.L. Micol y estan relacionados con la memoria celular mediada por la
cromatina. Se ha descrito en Arabidopsis y otras especies que oxigenasas similares a
ICU11 hidroxilan el grupo metilo de algunos residuos de lisina y arginina de la region
aminoterminal de las histonas H3 y H4. En consecuencia, consideramos verosimil que
ICU11 participe directa o indirectamente en la desmetilacion de histonas.

En las hojas de los mutantes reticulados la venacion se distingue claramente por
su coloracién verde, que destaca sobre un limbo palido. Este rasgo fenotipico ha sido
utilizado anteriormente en el laboratorio de J.L. Micol como indicador externo de la
existencia de alteraciones en la proliferacion de los tejidos intervenales internos. Hemos
estudiado en esta Tesis varios alelos del gen RE y otros miembros de su familia, a la que
hemos denominado RETICULATA-RELATED (RER). Hemos establecido que la familia se
subdivide en varios clados, cuyos miembros son funcionalmente redundantes. Por otra
parte, los fenotipos de las combinaciones dobles mutantes de alelos de genes de la
familia RER sugieren la existencia de funciones especificas de cada clado.

En esta Tesis se ha contribuido también a otra linea de investigacion del
laboratorio de J.L. Micol, cuyo objetivo es identificar los genes responsables de la
variabilidad natural en el tamafio de la hoja de Arabidopsis. Hemos identificado un QTL
que modula el tamafio de la planta en su conjunto y de la hoja en particular, y estamos

obteniendo lineas casi isogénicas con el propésito de mendelizarlo.



