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V.- DISCUSION

V.1.- Aislamiento y caracterizaciéon fenotipica del mutante rug2-1

El mutante rug2-1 de Arabidopsis thaliana se aisl6 en el laboratorio de J.L. Micol en
el transcurso de una busqueda de mutantes, efectuada con el objetivo de identificar genes
implicados en el control de la morfogénesis foliar (Berna, 1997; Berna et al., 1999).
Recientemente, el gen nuclear RUG2 ha sido clonado en el laboratorio de J.L. Micol
(Quesada, Hricova, Pérez-Marcos y Micol, resultados sin publicar) y su producto proteico
presenta homologia con los factores de terminacion de la transcripcion de la mitocondria.

En este trabajo se ha avanzado en la caracterizaciéon del mutante rug2-1, cuyo
rasgo fenotipico més distintivo es la alternancia de sectores verdes normales y de otros
mas palidos en sus hojas vegetativas, qgue ademas son mas redondeadas y pequefias que
las de la estirpe silvestre Ler. La estructura foliar interna esta alterada, ya que el mesdfilo
en empalizada presenta una disminucién en el nimero de células y en el tamafio de los
cloroplastos en las regiones menos pigmentadas.

En un estudio previo realizado en el laboratorio de J.L. Micol (Pérez-Marcos, 2005)
se determiné que el fenotipo de las plantas rug2-1/rug2-1 es termosensible, de manera que
su cultivo a 26°C le resultaba letal, mientras que a 16°C se suprimia completamente el
fenotipo mutante. Hemos encontrado que el fenotipo de los individuos rug2-1/rug2-1 es,
ademas, fotosensible. El cultivo de las plantas rug2-1/rug2-1 a 9000 Ix, una intensidad
luminica superior a la utilizada habitualmente para Arabidopsis thaliana en condiciones de
laboratorio (5000-6000 Ix) hace sustancialmente mas severo el fenotipo mutante,
incrementandose su despigmentacion corporal. Por el contrario, a 3200 Ix el fenotipo Rug2
se suprime parcialmente. En consonancia con estos resultados, hemos encontrado que las
plantas rug2-1/rug2-1 acumulan menos clorofilas y carotenoides que las silvestres cuando
son cultivadas a intensidades luminicas (5200 y 9000 Ix) a las que el fenotipo Rug2 se
manifiesta con mayor severidad. Efectos similares del incremento de la intensidad luminica
de cultivo sobre el fenotipo se han descrito para mutantes de Arabidopsis thaliana
afectados en la morfologia foliar tales como im (Aluru et al., 2006), varl (Sakamoto, 2002),
thfl (Wang et al., 2004; Karen et al., 2005), y el mutante stm6 (state transition mutant 6) de
Chlamydomonas reinhardtii, afectado en el gen MOC1 (mterf-like gene of Chlamydomonas
1) cuyo producto presenta homologia con los factores de terminacion de la transcripcién
mitocondriales (Schonfeld et al., 2004). Ademas de rug2-1 y de stm6, no se han descrito
en el reino vegetal otros mutantes afectados en genes que codifiqguen factores de

terminacion de la transcripcion mitocondrial.
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Nuestros resultados sugieren que la temperatura y la intensidad luminica afectan a
la funcionalidad de la proteina mutante RUG2 del mutante rug2-1, quiz4 perturbando su
estabilidad. De este modo, el grado de funcionalidad del alelo rug2-1 seria mayor (quizéa al
ser mas estable su producto proteico) cuando las plantas son cultivadas a temperaturas e

intensidades luminicas bajas, y viceversa.

V.2.- Aislamiento y caracterizacion de dobles mutantes

Hemos iniciado un estudio de interacciones genéticas entre rug2-1 y otras
mutaciones que producen fenotipos morfolégicos similares, tales como rugl y sca3-1.
Nuestros resultados ponen de manifiesto que la mutacion rug2-1 en homocigosis es
epistatica sobre rugl, lo que sugiere que los productos proteicos de los genes RUG1 y
RUG2 participan en un mismo proceso biolégico, y que RUGL1 actia también en la
mitocondria y/o el cloroplasto. La clonacion del gen RUG1 permitird contrastar esta
hipotesis. Hemos considerado sinérgico el fenotipo de los individuos
rug2-1/rug2-1;sca3-1/sca3-1. Esto podria explicarse dado que SCA3 es una polimerasa de
ARN del cloroplasto que transcribe parte del genoma de este organulo, por lo que su
insuficiencia de funcién, unida a la de RUG2, que esta presuntamente implicado en la
terminacion de la transcripcién en la mitocondria, perturbaria la actividad transcripcional en

ambos organulos, alterando sustancialmente el desarrollo de los dobles mutantes.

V.3.- Andlisis de lineas portadoras de inserciones de ADN-T en genes
funcionalmente relacionados con RUG2

Hemos estudiado lineas portadoras de inserciones de ADN-T en genes con
funciones presuntamente relacionadas con la de RUG2. En primer lugar, hemos
identificado un alelo nulo para el gen At1g68990, cuyo producto es la polimerasa de ARN
mitocondrial (RpoTm), pero no hemos encontrado individuos homocigéticos para la
insercion, lo que indica que la ausencia de funcién de este gen es letal. Aunque se ha
descrito en Arabidopsis thaliana otra polimerasa de ARN codificada por un gen nuclear y
presuntamente implicada en la transcripcion mitocondrial (RpoTmp; Baba et al., 2004)
nuestros resultados sugieren que RpoTm desempenfaria el papel principal, al menos en las
etapas mas tempranas del desarrollo.

Hemos analizado 7 lineas presuntamente portadoras de inserciones de ADN-T en
tres genes paralogos de RUG2 (At2g21710, At4g38160 y At2g44020), que identificamos

en una busqueda de secuencias relacionadas con la de la proteina RUG2 en bases de
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datos publicas. No encontramos ningun individuo de fenotipo mutante en las cuatro lineas
estudiadas correspondientes al gen At2g21710.

En cuatro de las ocho familias T4 analizadas de la linea N586466, portadora de una
insercion en el gen At2g44020 identificamos plantas enanas, intensamente pigmentadas
de verde y de roseta compacta. El estudio de las familias Ts obtenidas a partir de estos
individuos permitira determinar la heredabilidad de su fenotipo mutante. En el caso del gen
At4g38160, no encontramos ninguna planta con fenotipo mutante en la linea N598510. Por
el contrario, en la restante linea estudiada (N616335) encontramos individuos con
caracteristicas morfolégicas netamente distintas a las del tipo silvestre y similares a las de
las plantas rug2-1/rug2-1: despigmentacion acusada en los cotiledones, hojas, tallos,
sépalos y silicuas, un retraso en el crecimiento y una disminucion en la densidad de células
del mesofilo foliar y en el tamafio y nimero de sus cloroplastos. Estos rasgos se
transmitieron segin un modo de herencia monogénico y recesivo. Hemos denominado
rug3 a esta linea. Nuestros resultados sugieren que RUG3 desempenfiaria un papel similar
al de RUG2 en la morfogénesis foliar, por lo que sus funciones se solaparian, y ponen de
manifiesto la importancia de los factores que controlan la transcripcién mitocondrial en el
desarrollo de Arabidopsis thaliana.

La caracterizacion genética y molecular detallada del mutante rug3 excede los
objetivos de este trabajo y se estéa llevando a cabo en la actualidad en el laboratorio de J.L.

Micol.





