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La ruta FUL-AP2 y la longevidad de los meristemos en Arabidopsis thaliana.
Bases moleculares y potencial biotecnoldgico.

RESUMEN

El desarrollo de todos los drganos de la planta depende de la actividad de los meristemos y
regiones adyacentes. Las plantas monocdrpicas presentan un Unico ciclo reproductivo antes de su
senescencia y muerte. La senescencia y muerte de estas plantas estd precedida por una parada
global de la proliferacidn de sus meristemos (GPA). De este modo, el nimero de flores/frutos que
producen durante su vida depende de la actividad proliferativa de los meristemos apicales de las
ramas y de cuando se produzca el GPA. El estudio de los mecanismos que controlan el GPA, asi
como un mayor conocimiento de los genes implicados en el mantenimiento de las células
meristematicas durante este proceso, proporcionaria herramientas muy utiles en los programas
de mejora de cultivos para la obtencidn de variedades mas productivas.

EL GPA es un fendmeno descrito hace mas de un siglo para varias plantas monocadrpicas, y se han
planteado diferentes hipdtesis sobre los factores que lo desencadenan. Entre los factores
propuestos se encuentran la existencia de relaciones fuente-sumidero o la regulacidon de la
actividad meristemdtica por parte de los drganos reproductivos en desarrollo. Respecto al papel
de los 6rganos reproductivos esta bien definido un papel sefalizador de las semillas en desarrollo,
va que la esterilidad de la planta o la poda de los frutos retrasan considerablemente el GPA. Por
otro lado, en nuestro grupo se ha desvelado recientemente la que es probablemente la primera
ruta genética propuesta de regulacion de la longevidad del meristemo en plantas monocdrpicas, y
que incluye a los factores transcripcionales FRUITFULL (FUL) y APETALA2 (AP2) en el control
temporal de este proceso en Arabidopsis thaliana. Esta ruta propone que con la edad los niveles
de expresion del miR172 y de FUL aumentan como consecuencia de la reduccion del miR156 y
aumento de los factores de transcripcion SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPLs),
qgue regulan la expresién de FUL. El aumento de la expresion de FUL y del miR172 produce la
reduccion de los niveles de AP2, que ocasiona la progresiva disminucion de la expresién del gen
de mantenimiento meristematico WUSCHEL (WUS), y por tanto, el cese de la actividad
meristematica y apariciéon del GPA.

En el capitulo 1 de esta tesis doctoral se ha pretendido profundizar en el estudio del control de la
longevidad de los meristemos mediante la ruta FUL-AP2, identificando dianas moleculares o
interactores de AP2.

En el capitulo 2 hemos llevado a cabo el rastreo de diferentes poblaciones mutagenizadas
buscando mutantes que a pesar de ser estériles tuvieran un GPA temprano, como punto de
partida a la identificacion de factores implicados en la via de sefalizacion entre semillas en
desarrollo y meristemo apical, otra de las posibles rutas de regulacion del GPA.



En el capitulo 3 hemos desarrollado una serie de estrategias biotecnoldgicas que permiten
aumentar la produccién de frutos y semillas en Arabidopsis thaliana. Estas estrategias tratan de
aplicar el conocimiento sobre la ruta FUL-AP2 de mantenimiento de la actividad meristematica
para retrasar el GPA. Todas las estrategias convergen en elevar el nivel de expresién de AP2
Unicamente en el SAM. Para ello, se han empleado promotores especificos de este tejido,
dirigiendo el silenciamiento de FUL o la desregulacién de la actividad del miR172. Mediante estas
estrategias hemos conseguido incrementar la produccién de frutos en la inflorescencia principal
de Arabidopsis hasta en un 40%.

Por dltimo en el capitulo 4 hemos analizado la conservacién funcional de FUL en Pisum sativum.
Tras la caracterizacion de los mutantes fula y fulb, observamos como en el mutante fulb se retrasa
el GPA, incrementando la produccién de nudos reproductivos, y por tanto de vainas sin que estas
muestren defectos en su desarrollo. Los resultados obtenidos indican una clara conservacién del
papel de FUL en el GPA entre brasicas y leguminosas. El papel conservado de FUL en el control del
GPA de las leguminosas proporciona un valioso recurso genético para incrementar la produccion
de estos cultivos.



La ruta FUL-AP2 i la longevitat dels meristemes en Arabidopsis thaliana.
Bases moleculars i potencial biotecnologic.

RESUM

El desenvolupament de tots els organs de la planta depén de I'activitat dels meristems i regions
adjacents. Les plantes monocarpiques presenten un unic cicle reproductiu abans de la seua
senescencia i mort. La senescéncia i mort d'aquestes plantes esta precedida per una parada global
de la proliferacié dels seus meristems (GPA). D'aquesta manera, el nombre de flors/fruits que
produeixen durant la seua vida depén de l'activitat proliferativa del meristem apical de la tija i de
guan es produeix el GPA. L'estudi dels mecanismes que controlen el GPA, aixi com un major
coneixement dels gens implicats al manteniment de les cel-lules meristematiques durant aquest
procés, proporcionaria eines molt utils en els programes de millora de cultius per a I'obtencid de
varietats més productives.

EL GPA és un fenomen descrit fa més d'un segle per a diverses plantes monocarpiques, i s'han
plantejat diferents hipotesis sobre els factors que el desencadenen. Entre els factors proposats es
troben l'existencia de relacions font-sumider o la regulacié de I'activitat meristematica per part
dels organs reproductius en desenvolupament. Pel que fa al paper dels organs reproductius esta
ben definit un paper senyalitzador de les llavors en desenvolupament, ja que l'esterilitat de la
planta o la poda dels fruits retarda considerablement el GPA. D'altra banda, en el nostre
laboratori s'ha revelat recentment la que és probablement la primera ruta genética proposta de
regulacié de la longevitat del meristem en plantes monocarpiques, i que inclou els factors
transcripcionals FRUITFULL (FUL) i APETALA2 (AP2) en el control temporal d'aquest procés en
Arabidopsis thaliana. Aquesta ruta proposa que amb I'edat els nivells d'expressié del miR172 i de
FUL augmenten com a conseqiieéncia de la reduccié del miR156 i augment dels factors de
transcripci6 SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPLs), que regulen I'expressio de
FUL. L'augment de I'expressio de FUL i del miR172 produeix la reduccié dels nivells de AP2, que
ocasiona la progressiva disminucid de I'expressié del gen de manteniment meristematic WUSCHEL
(WUS), i per tant, el cessament de I'activitat meristematica i aparicié del GPA.

En el capitol 1 d'aquesta tesi doctoral s'ha pretés aprofundir en I'estudi del control de la
longevitat dels meristems mitjangant la ruta FUL-AP2, identificant dianes moleculars o interactors
de AP2.

En el capitol 2 hem dut a terme el rastreig de diferents poblacions mutageneizadas buscant
mutants que tot i ser esterils tingueren un GPA tempra, com a punt de partida a la identificacio de
factors implicats en la via de senyalitzacié entre llavors en desenvolupament i meristem apical,
una altra de les possibles rutes de regulacié del GPA.



En el capitol 3 hem desenvolupat una serie d'estratéegies biotecnologiques que permeten
augmentar la produccié de fruits i llavors en Arabidopsis thaliana. Aquestes estrategies intenten
aplicar el coneixement sobre la ruta FUL-AP2 de manteniment de I'activitat meristematica per
retardar el GPA. Totes les estratégies convergeixen en elevar el nivell d'expressio de AP2
Unicament en el SAM. Per aco, s'han emprat promotors especifics d'aquest teixit, dirigint el
silenciament de FUL o la desregulacié de I'activitat del miR172. Mitjancant aquestes estratégies
hem aconseguit incrementar la produccid de fruits en la inflorescencia principal d'Arabidopsis fins
un 40%.

Finalment en el capitol 4 hem analitzat la conservacié funcional de FUL en Pisum sativum. Després
de la caracteritzacié dels mutants fula i fulb, observarem com en el mutant fulb es retardava el
GPA, incrementant la produccié de nusos reproductius, i per tant de baines, sense que aquestes
mostraren defectes en el seu desenvolupament. Els resultats obtinguts indiquen una clara
conservacié del paper de FUL al GPA entre brasicas i lleguminoses. El paper conservat de FUL en el
control de GPA de les lleguminoses proporciona un valuds recurs genetic per incrementar la
produccié d'aquestos cultius.



The FUL-AP2 pathway and the longevity of the meristems in Arabidopsis
thaliana. Molecular bases and biotechnological potential.

ABSTRACT

The development of all organs of the plant depends on the activity of the meristems and adjacent
areas. Monocarpic plants show only one reproductive cycle before they senescence and die. The
senescence and death of these plants is preceded by a global proliferative arrest of meristems
(GPA). That way, the number of fruits/flowers that they produce during their lives depends on the
proliferative activity of apical meristems of the branches and on the time GPA occurs. The study
of the mechanisms that control GPA, as well as a better knowledge of genes involved in the
maintenance of merismatic cells during this process, can provide useful tools for crop breeding
programs in order to obtain more productive varieties.

The GPA is a phenomenon described more than a century ago for some monocarpic plants.
Different hypothesis have been set out about the factors that trigger it. Among the factors than
might be involved, the existence of source-sink relationships or the regulation of the meristem
activity by the reproductive organs in development have been proposed. Regarding reproductive
organs, a signalling role of developing seeds is well established, as in sterile plants or in plants
where fruits are continuously pruned the GPA is significantly delayed. In our group, it has been
recently described the first genetic pathway proposed to regulate the longevity of the meristem
in monocarpic plants. This pathway includes transcription factors such as FRUITFULL (FUL) and
APETALA2 (AP2) to control the temporal onset of this process in Arabidopsis thaliana. Our model
proposes that levels of expression of miR172 and FUL increase with the age of the plant as
consequence of the decrease of miR156 and the upregulation of SQUAMOSA PROMOTER
BINDING PROTEIN-LIKE (SPLs) transcription factors. The increase of the expression of FUL and
miR172 causes the downregulation of AP2, which causes the progressive decrease of WUSCHEL
(WUS) expression, and therefore, the cessation of meristematic activity and appearance of GPA.

In the first chapter of this PhD thesis, we have aimed to gain further knowledge in the study of
longevity control of the meristems by the FUL-AP2 pathway, identifying molecular targets or
interactors of AP2.

In the second chapter, we have screened different mutagenized populations for mutants that
show early GPA while been sterile, as a starting point to the identification of factors potentially
involved in the signalling mechanism between developing seeds and the apical meristem, one the
proposed pathways for GPA regulation.

In the third chapter, we have developed several biotechnological strategies to increase the
production of fruits and seeds in Arabidopsis thaliana. These strategies aim to apply the
knowledge we have gained about the FUL-AP2 pathway for the control of meristem activity to
delay GPA. All the strategies converge in increasing AP2 expression specifically in the SAM. For
this, specific promoters of this tissue have been used to either to silence FUL or to impair miR172
activity. Through these strategies, we have achieved to increase fruit production in Arabidopsis up
to 40%.



Finally, in the fourth chapter we have analysed the functional conservation of FUL in Pisum
sativum. After the characterization of the fula and fulb mutants, we have observed that in fulb
mutant, GPA is delayed, increasing the production of reproductive nodes and therefore of pods
without any additional developmental defects. Our results show the conservation of FUL role in
GPA regulation between brassica and legumes. This conserved role of FUL in GPA control in
legumes also provides a valuable genetic resource to increase production in these crops.
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia evolutiva, tanto animales como plantas han desarrollado diversos habitos
de vida para adaptarse al medio ambiente que les rodea y aportar descendencia suficiente para
permitir la supervivencia de la especie.

La duracion del ciclo de vida de los organismos superiores puede variar desde dias a cientos de
afios y puede incluir uno o mas eventos reproductivos. Una clasificacién general podria dividir a
las diferentes especies en dos estrategias: iteroparidad, cuando los individuos se reproducen
multiples veces a lo largo de su ciclo de vida y semelparidad, cuando tras un Unico evento
reproductivo el organismo completa su ciclo de vida y muere poco tiempo después de haber
dejado descendencia. En plantas estas estrategias de vida se conocen también como policarpia y
monocarpia respectivamente (Amasino, 2009; Bleecker and Patterson, 1997; Thomas, 2013).

Una de las diferencias entre ambos grupos radica en el momento en el que los meristemos
apicales adquieren la competencia para florecer. Mientras en las plantas monocarpicas todos los
meristemos apicales del tallo realizan la transicion floral a la vez, senescen y mueren tras la
floracién y produccién de semillas, en las plantas policdrpicas coexisten meristemos que
adquieren la competencia para florecer tras responder a sefales enddgenas y ambientales y
meristemos que permanecen en estado latente. La presencia de meristemos en diferente estado
de desarrollo es lo que les permite pasar de forma ciclica por periodos de desarrollo vegetativo y
reproductivo (Albani and Coupland, 2010; Amasino, 2009).

En el reino vegetal, hay ejemplos extremos de ambas estrategias. Podemos encontrar plantas
policarpicas que son capaces de vivir hasta varios cientos e incluso miles de afios, con cientos de
ciclos reproductivos, como por ejemplo algunas secuoyas. En cambio, existen plantas
monocarpicas, como Arabidopsis thaliana, que completan su ciclo de vida en unos pocos meses, y
una vez que produce un cierto numero de descendientes rapidamente senesce y muere, incluso
en condiciones éptimas de crecimiento (Amasino, 2009).

Origen del habito de vida monocarpico

Algunos estudios filogenéticos sugieren que las plantas monocdrpicas derivan de ancestros
perennes o con habito de vida policarpico y que el cambio de estrategia se ha producido en varias
ocasiones de forma independiente a lo largo de la evolucién de las angiospermas, por lo que la
senescencia monocarpica tiene un origen polifilético (Datson et al., 2008; Kelly et al., 1988;
Watkinson, 1992). Esta hipdtesis estaria soportada por el fenotipo presentado por la
descendencia hibrida del cruce entre especies monocdrpicas y policarpicas relacionadas, que por
lo general tiende hacia un fenotipo perenne. Estas observaciones sugieren que el origen de la
anualidad podria deberse a la pérdida de funcién de un habito perenne ancestral (Thomas et al.,
2000).

Se ha propuesto, mediante modelos tedricos asi como por datos empiricos, que la aparicién de
habitos de vida monocarpicos esta relacionada con la adaptacién a ambientes de crecimiento
desfavorables, en los que plantas perennes no son capaces de mantener su crecimiento
vegetativo de una generacidén a otra (Barbier et al., 1991; Bleecker and Patterson, 1997; Cruz-
Mazo et al., 2009; Friedman and Rubin, 2015).
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Independientemente del origen de los hdbitos de vida monocarpicos, se ha descrito que a lo
largo de la evolucién de las angiospermas se han producido transiciones entre ambos tipos de
habito de vida, al menos en especies herbaceas (Barrett et al., 1996; Bena et al., 1998; Tank and
Olmstead, 2008). Ademas, hay algunos ejemplos de mutantes en Arabidopsis thaliana donde la
pérdida de funciéon de unos pocos genes pueden mimetizar esta transicion, como por ejemplo el
doble mutante ful soc1, donde la pérdida de funcién de los genes SUPPRESSOR OF CONSTANS 1
(SOC1) y FRUITFULL (FUL) produce la reversién a un estado de crecimiento vegetativo en algunos
meristemos inflorescentes, mientras que otros no llegan a florecen, por lo que estas plantas no
senescen tras la floracién debido a que los SAMs vegetativos contindan creciendo (Melzer et al.,
2008).

Plantas monocarpicas

En el grupo de las plantas angiospermas se incluyen numerosos ejemplos de plantas
monocarpicas, tanto dicotileddoneas como monocotileddneas. Podemos destacar cultivos de gran
importancia en la economia mundial como la colza, leguminosas o cereales, asi como especies
modelo empleadas ampliamente en investigacién, como Arabidopsis thaliana o Medicago
truncatula.

Las plantas monocarpicas se pueden subdividir en funcion de la duracidn de su periodo vegetativo
en (Fig. I-1):

Anuales: Estas plantas tan solo viven una temporada durante la cual desarrollan un periodo de
crecimiento vegetativo corto, tras el que florecen y mueren. La mayoria germinan, pasan por el
estado vegetativo y florecen durante la primavera y verano y terminan de desarrollar las semillas
a finales de verano o en otoiio. Posteriormente la planta senesce, aunque ya se ha asegurado la
continuidad del préximo ciclo con la produccién de un gran nimero de semillas. Ejemplos de este
grupo son el cultivo de cereales, leguminosas, girasol, muchas plantas ornamentales, etc.

Bianuales: En estos casos el desarrollo vegetativo se prolonga durante toda una temporada y la
floracion se produce a la temporada siguiente, tras la cual la planta muere. Algunos ejemplos
podrian ser algunas variedades de Brassica oleracea, que durante el primer afio forman las hojas
de la roseta basal, que es la parte comestible y si no se arranca, durante la segunda temporada
desarrolla un tallo vertical y florece.

Perennes: El periodo de crecimiento vegetativo se extiende en el tiempo, llegando a pasar incluso
hasta 50 afios en los casos mas extremos antes de florecer. Sin embargo, tras la floracién y la
produccién de semillas se desencadenan los procesos de senescencia que llevan a la muerte de
toda la planta. Ejemplos de este grupo son yucas y agaves (Young and Augspurger, 1991) o
algunos bambus (Keeley and Bond, 1999).

En todos estos tipos de plantas, tras la floracidn se activan una serie de procesos que finalmente
desencadenan en la senescencia de toda la planta.
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Figura I-1: Tipos de habitos de vida. A) Plantas policarpicas (Prunus dulcis, Vitis vinifera). B) Plantas monocarpicas
anuales (Arabidopsis thaliana, Pisum sativum, Helianthus annus). C) Plantas monocarpicas bianuales (Brassica oleracea
var. capitata) D) Plantas monocarpicas perennes (Agave).

Parada global de la proliferacion o GPA

La senescencia monocarpica incluye tres procesos coordinados: cese de la actividad
meristematica; senescencia de los drganos somaticos y tejidos como las hojas; y la prevencion de
la reactivacién del crecimiento por la supresion de los meristemos axilares (Davies and Gan,
2012). En algunas especies la actividad meristematica cesa debido a que los meristemos
inflorescentes indeterminados se transforman en meristemos florales, consumiéndose las células
madres en la formacidn de una flor, mientras que en otras, simplemente se suprime la actividad
proliferativa, quedando el meristemo en un estado latente (Fig. I-2). Por otro lado la senescencia
de los tejidos somaticos es debida a un proceso de muerte celular programada, que conlleva la
movilizacién de reservas hacia los érganos reproductivos en desarrollo.

Figura I-2: Parada de la actividad meristematica. A) Inflorescencia
en desarrollo. B) Meristemo apical parado en estado latente. C)
Meristemo apical agotado en la formacidon de una flor terminal.
Imagen tomada de Balanza, 2011.

Si no se produjeran esos tres procesos, el crecimiento de la planta continuaria y esto pondria en
peligro el correcto desarrollo de las semillas, puesto que existiria competencia entre los diferentes
organos en crecimiento por los nutrientes disponibles (Davies and Gan, 2012).
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En Arabidopsis, se ha descrito que tras el cese de la actividad meristematica del meristemo apical
del tallo de la inflorescencia principal, también se detiene la proliferacién de todos los meristemos
presentes en la planta poco tiempo después. Este fendmeno fue denominado por primera vez
por Hensel y colaboradores como GPA, del inglés Global Proliferative Arrest (Hensel et al., 1994).

No se conoce muy bien cuales son los factores que desencadenan el GPA. Ya en trabajos de la
primera mitad del siglo XX se hipotetizaba que debia haber algln sistema de comunicacién entre
los frutos en desarrollo y los tejidos de la planta madre, porque la eliminacién de los frutos
retrasaba la senescencia de la planta (Hildebrand, 1881; Molisch, 1938; Murneek, 1926). Como
sistema de comunicacion entre frutos en desarrollo y meristemo apical se propusieron la
participacion de las hormonas conocidas (Woolhouse, 1983), una hormona de la muerte aun no
identificada (Engvild, 1989; Noodén, 1988) o relaciones fuente-sumidero (Kelly and Davies, 1988;
Molisch, 1938; Sinclair and de Wit, 1975). Woolhouse apuntaba que debido al posible origen
polifilético de la senescencia monocarpica, en cada grupo de plantas podria estar interviniendo un
mecanismo de control diferente (Woolhouse, 1983).

Regulacion de la actividad meristematica

Para explorar los mecanismos que podrian estar implicados en la parada de la actividad
meristematica y por tanto desencadenar la aparicion del GPA, primero es necesario conocer la
regulacién del meristemo apical del tallo (SAM), los cambios que sufre a lo largo de las diferentes
fases del desarrollo de la planta y las sefiales que promueven dichos cambios.

Durante la embriogénesis se establecen los meristemos apicales del tallo y de la raiz, que tras la
germinacidn se encargaran de generar todos los érganos de la planta. Para ello deben ser capaces
de mantener su estructura y funcién durante todo el ciclo de vida.

El SAM esta compuesto a nivel estructural por tres capas celulares (L1-L3). La capa epidérmica-L1
y subepidérmica-L2 estdn compuestas por una capa de células que se dividen de forma anticlinal.
El conjunto de capas celulares localizadas debajo de la capa L2 se consideran parte de la capa L3,
con division tanto anticlinal como periclinal. La capa L1, que dard lugar a la epidermis, junto a la
capa L2 o subepidérmica, que dard lugar al mesodermo, constituyen la tunica. La capa L3, de la
cual se originaran los tejidos vasculares, constituye el corpus (Barton, 2010; Bowman and Eshed,
2000; Fletcher, 2002; Hobe et al., 2001; Vernoux et al., 2010) (Fig. I-3).

A nivel funcional, el meristemo también se puede dividir en tres zonas: zona central, zona
periférica y zona medular. La zona central es la responsable del mantenimiento del meristemo.
Esta region estd compuesta por las células madre pluripotentes (aproximadamente nueve células,
tres por capa celular meristematica) y presenta una baja tasa de actividad mitdtica, para reducir la
posibilidad de introducir mutaciones asociadas a la replicacién del DNA (Furner | and Pumfrey,
1992; Irish and Sussex, 1992; Steeves, 1989; Vernoux et al., 2010). A ambos lados de la zona
central se encuentra la zona periférica, donde se inician los primordios de érganos laterales,
mientras que por debajo de ella se encuentra la zona medular, que dara lugar a tejido interno del
tallo (Steeves, 1989; Vernoux et al., 2010) (Fig. I-3). Tanto la zona periférica como la zona medular
presentan una alta tasa de divisién, que permite aportar el nimero de células necesario para la
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iniciacién de nuevos 6rganos (Bowman and Eshed, 2000; Fletcher, 2002; Hobe et al., 2001; Weigel
and Jurgens, 2002). Para mantener esta separacion funcional y por tanto la integridad del
meristemo, cada célula debe captar sefiales acerca de su posicidn exacta en cada momento en el
meristemo y asegurar una alta coordinacién entre diferenciacion y proliferacién (Barton, 2010).

Figura 1-3: Organizacion estructural y funcional del meristemo
apical del tallo. A nivel estructural el SAM esta compuesto por tres
capas celulares (L1-L3). Las células localizadas en las capas L1y L2 se
dividen de forma anticlinal. El resto de capas celulares inferiores se
incluyen dentro de la capa L3 y se dividen de forma anticlinal y
periclinal. A nivel funcional el SAM se divide en tres zonas: zona
central (azul), zona periférica (verde) y zona medular (amarillo). Las
células madre pluripotentes se localizan en la zona central y se
dividen lentamente. Las células de la zona periférica se dividen mas

rapidamente para generar el nimero de células necesario para la
formacion de los érganos laterales en flancos del meristemo. A partir
de la zona medular se inicia la diferenciacion de tejidos internos.
Imagen modificada a partir de Haecker and Laux, 2001 .

Numerosos estudios en Arabidopsis han mostrado que la actividad del SAM estd controlada por
complejas redes de regulacién en las que participan factores de transcripcion, miRNAs, pequeiios
péptidos, hormonas, enzimas y marcas epigenéticas (Bustamante et al., 2016).

WUSCHEL (WUS) (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998) y SHOOTMERISTEMLESS (STM) (Long et al.,
1996) son dos genes clave para la correcta actividad y mantenimiento de los meristemos, ya que
la pérdida de funcion de estos genes ocasiona la desaparicién de los meristemos (Laux et al.,
1996; Long et al., 1996). WUS es un factor de transcripcion con homeodominio perteneciente a la
familia WOX (WUSCHEL-like homeobox), especifico de plantas (Haecker et al., 2004; Kieffer et al.,
2006), mientras que STM es un factor de transcripcién también con homeodominio, pero de la
familia KNOX (Knotted1-like homeobox), y que presenta gran similitud con los factores de
transcripcién con homeodominio tipo TALE de animales (Hake et al., 1995).

WUS y STM actlan a través de rutas independientes y ejercen funciones complementarias en el
SAM (Lenhard et al., 2002). WUS se expresa en el centro organizador, un pequeiio dominio justo
por debajo de la poblacién de células madre, y es imprescindible para el mantenimiento de su
integridad, mientras que STM se expresa en una regién mas amplia, ocupando todo el meristemo,
y permite que las células de la zona periférica y zona medular se mantengan en un estado
desdiferenciado y proliferativo (Lenhard et al., 2002), para que se dividan el nimero de veces
necesario antes de iniciar la organogénesis en los primordios de érganos (Fig. I-3).

La expresion de WUS esta controlada principalmente por un bucle de autorregulacion en el que
participan los complejos CLAVATA (CLV) (Brand et al., 2000; Fletcher et al., 1999; Mayer et al.,
1998). Esta ruta mantiene la expresién espacial de WUS confinada al centro organizador,
controlando de esta manera el tamafio de la poblacién de células madre del meristemo. El factor
de transcripcion WUS se desplaza a través de plasmodesmos desde el centro organizador, donde
se sintetiza, hasta diferentes zonas del meristemo, estableciéndose un gradiente de proteina
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(Yadav et al., 2011). Segun si existen altos o bajos niveles de acumulacidn de proteina, WUS es
capaz de activar o reprimir la expresion del gen CLAVATA3 (CLV3). Cuando existen altos niveles de
acumulacién de proteina, WUS se une en forma de dimero a elementos reguladores de la
transcripcién en la secuencia gendmica de CLV3, reprimiendo su expresiéon, como ocurre en las
capas celulares cercanas al centro organizador (L3 y zona medular). Sin embargo, cuando el nivel
de acumulacién de WUS es bajo, en las capas celulares L1 y L2, se une a las secuencias
reguladoras de CLV3 en forma de mondmero, activando su expresion (Perales et al., 2016;
Rodriguez et al., 2016). CLV3 es un gen que codifica un pequefio glicopéptido extracelular que
producen las células madre meristematicas (Fletcher et al., 1999; Ohyama et al., 2009) y funciona
como una molécula de sefializacién. CLV3 difunde hacia las capas inferiores y es captado por
diferentes complejos receptores de membrana tipo LRRRK (Leucine Rich Repeat Receptor Kinase)
(Brand et al., 2000; Ogawa et al., 2008) formados por las proteinas CLV1 o CLV2/CORYNE (CRN)
(Clark et al., 1997; Guo et al., 2010; Jeong et al., 1999; Muller et al., 2008) localizados en las capas
celulares L2 y L3 del meristemo. Estos complejos, tras la percepcién de CLV3, inician la
transduccion de una seial que finaliza en la represién transcripcional de WUS. De esta forma se
establece una retroalimentacién entre la activacidon de CLV3 por WUS y la represidn de éste por la
ruta CLV que mantiene los niveles de WUS controlados espacialmente en el centro organizador
del meristemo (Fig. I-4).

Se han propuesto otros factores adicionales que median la regulacién de la ruta CLV. Como, por
ejemplo, el miR394, que se expresa en la capa L1, desde donde se desplaza hacia las capas
inferiores, donde promueve la expresion de WUS a través de la represién de la proteina F-box
LEAF CURLING RESPONSIVENESS (LCR) (Knauer et al., 2013); o factores de transcripcidon, como
HANABA TARANU (HAN) (Zhao et al., 2004), STIMPY (STIP) (Wu et al., 2005), ULTRAPETALA1
(ULT1) (Carles et al., 2005), SPLAYED (SYD) (Kwon et al., 2005) y APETALA2 (AP2) (Wurschum et
al., 2006).

AP2, pertenece a la subfamilia de factores de transcripcion de tipo AP2, junto a TARGET OF EAT1
(TOE1), TOE2, TOE3, SCHLAFMUTZE (SMZ) y SCHNARCHZAPFEN (SNZ). Todos ellos estan regulados
por el miR172, que actua sobre el RNA mensajero mediando su degradacién (Chen, 2004;
Kasschau et al., 2003) y/o impidiendo su traduccidén (Aukerman and Sakai, 2003). AP2 est3
implicado en multiples procesos, como el desarrollo floral (Bowman et al., 1991; Drews et al.,
1991), la formacién de las semillas (Jofuku et al., 1994; Jofuku et al., 2005), la regulacion del
tiempo de floracion (Aukerman and Sakai, 2003), o el mantenimiento de la actividad
meristematica (Wurschum et al., 2006). Su funcidn mds conocida es la de regulador del desarrollo
floral, donde junto a APETALA 1 (AP1) confiere la identidad de 6rganos florales externos, sépalos y
pétalos, y establece una relacién antagdnica con AGAMOUS (AG). Mientras que AP2 restringe la
expresion de AG a los dominios internos del meristemo floral, AG restringe la expresion de AP2 a
los dominios externos, permitiendo el correcto desarrollo de todos los 6rganos florales y la
determinacidn del meristemo floral con la formacién del carpelo (Bowman et al., 1991; Drews et
al., 1991). También se ha propuesto su funcion como regulador de la actividad del meristemo
inflorescente, tras la identificacién de un alelo mutante dominante negativo de AP2 (mutante /28)
gue mostraba la terminacién prematura de la actividad del SAM. Estudios genéticos indicaban
que el fenotipo de este mutante en cuanto a la terminacién del SAM dependian de la presencia de
CLV3, sugiriendo que AP2 podria estar regulando el ciclo de retroalimentacién entre WUS y CLV3,
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reprimiendo la sefalizacion de CLV y promoviendo de esta manera la expresion de WUS
(Wurschum et al., 2006).

Diferentes hormonas vegetales, como citoquininas (CKs), giberelinas (GAs) y auxinas (Aux),
también son claves en la regulacién meristematica. WUS y los genes KNOX | mantienen elevados
los niveles de CKs en el SAM, promoviendo la proliferaciéon celular, mientras que el
establecimiento de maximos de Aux y GAs promueven la iniciacion de drganos laterales vy
diferenciacion celular (Shani et al., 2006).
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Figura 1-4: Regulacion de la actividad meristematica. WUS se expresa en la base de la zona central e interactta con la
via de receptor quinasa CLAVATA para establecer un ciclo de retroalimentacion que regula el tamafio del meristemo.
Existen otros factores que intervienen en la regulacion de la ruta CLV, como por ejemplo AP2, que reprime la regulacién
negativa de CLV3 sobre WUS, manteniendo de esta menera su expresion. WUS genera una zona de alta respuesta o
sensibilidad a CKs, al reprimir la expresiéon de ARR7 y ARR15, reguladores negativos de la seializacién de CKs, mientras
que los genes KNOX, mantienen elevados niveles de CKs. Todo ello permite que las células de la zona periférica se
mantengan en un estado desdiferenciado y se dividan el nimero de veces adecuado como para aportar las suficientes
células requeridas para la iniciacion de los érganos laterales. Los genes KNOXs estan reprimidos en los primordios de
drganos para permitir la diferenciacion celular a través de la accidn de las Auxinas.

Las CKs promueven la proliferacion e inhiben la diferenciacién de las células madre en el SAM
(Kurakawa et al., 2007; Riou-Khamlichi et al., 1999). Existe una sefial de retroalimentacion entre
WUS vy la sefializacion de CKs. WUS promueve la sintesis y respuesta a CKs y las CKs activan la
expresion de WUS: WUS por un lado genera una zona de alta respuesta o sensibilidad a CKs, al
reprimir la expresion de ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR de tipo A (ARR) 7 y ARR15,
reguladores negativos de la sefializacién de CKs (Leibfried et al., 2005; Zhao et al., 2010); por otro,
promueve la expresion de STM, el cual activa la expresion de ISOPENTENYLTRANSFERASE 7 (IPT7),
un enzima implicado en la ruta de biosintesis de CKs (Kyozuka, 2007). A su vez, las CKs activan la
expresion de WUS a través de mecanismos tanto dependiente como independientes de CLV
(Chickarmane et al., 2012; Gordon et al., 2009).

Las auxinas, gracias a la accién de STM, se acumulan en los primordios de érganos laterales y
promueven la diferenciacion celular (Barkoulas et al., 2008; Heisler et al., 2005; Reinhardt et al.,
2003). También las Aux reprimen a STM (Barkoulas et al., 2008; Byrne et al., 2000) y a reguladores
negativos de la sefalizacion de CKs como ARR7, ARR15 o  ARABIDOPSIS HISTIDINE
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PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6 (AHP6), permitiendo establecer los limites entre la zona periférica
y los primordios (Besnard et al., 2014; Bhatia et al.; Zhao et al., 2010).

Las GAs promueven la elongacion celular, un rasgo caracteristico de células diferenciadas, (Shani
et al., 2006). Se acumulan en los primordios de dérganos y presentan muy bajos niveles en el
meristemo, debido en parte a la acciéon de STM, que reprime la expresién de la GIBBERELLIN 20-
OXIDASE (GA200x) un gen implicado en la biosintesis de GAs activas (Jasinski et al., 2005). Las Aux
también incrementan los niveles de GAs (Jasinski et al., 2005; Yanai et al., 2005) permitiendo la
diferenciacién celular para generar los diferentes tejidos de los érganos laterales en formacion.

Regulacion de los cambios de fase a lo largo del desarrollo de la planta

Durante el ciclo de vida de las angiospermas se distinguen diferentes cambios de fase que
delimitan los estadios del desarrollo de la planta: adquisicion de la competencia para florecer,
transicion floral, iniciacién floral, desarrollo de los érganos florales (Weigel and Nilsson, 1995) v,
para las plantas monocadrpicas en particular, senescencia de la planta entera.

A lo largo de la vida de la planta se van a desarrollar distintos tipos de 6rganos a partir de las
células pluripotentes del SAM. Durante la fase vegetativa, que se puede dividir en una fase juvenil
y una fase adulta (Hackett, 1985; Poethig, 1990), tan solo se forman hojas. El cambio de una fase a
otra estd marcado por la adquisicién de la competencia para florecer, ya que las plantas en
estadio juvenil no son capaces de florecer, aunque crezcan bajo condiciones inductivas de la
floraciéon. Cuando las plantas han alcanzado la fase vegetativa adulta cuentan con las
caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas necesarias para responder a sefiales inductoras de la
floracién que desencadenaran la transicion floral. En este cambio de fase el meristemo vegetativo
se transforma en un meristemo inflorescente, y comienza a generar en sus flancos meristemos
florales, a partir de los cuales se desarrollardn los diferentes érganos florales (Amasino, 2009;
Bergonzi and Albani, 2011).

Para que la planta se desarrolle con normalidad y se adapte al medio en el que crece, el SAM debe
ser capaz de captar sefiales endégenas y exdgenas. Todas estas sefiales activaran una compleja
red de regulacion génica.

La edad de la planta es una de los principales condicionantes enddgenos que regulan los cambios
de fase durante su ciclo vital, y su efecto esta mediado en gran medida por la accion de diferentes
microRNAs, que, al menos en la transiciéon de fase vegetativa a fase reproductiva, parece estar
conservada en las angiospermas (Bergonzi et al., 2013; Bhogale et al., 2014; Eviatar-Ribak et al.,
2013; Wang, 2014; Zhou et al., 2013). En concreto, se ha comprobado que en diferentes especies
alejadas filogenéticamete, dos microRNAs, el miR156 y miR172, actuan de forma antagdnica en el
control de la transicion de estado vegetativo a reproductivo, regulando la expresién de diferentes
familias de factores de transcripcion (Wu et al., 2009).

En estudios realizados con Arabidopsis se ha comprobado que durante el crecimiento vegetativo
los niveles del miR156 son altos, reprimiendo la actividad de los factores de transcripcion
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL) (Wu and Poethig, 2006). Sin embargo,
conforme avanza la edad de la planta, la expresion del miR156 se reduce paulatinamente,
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permitiendo la accién de las proteinas SPL, que median el cambio de fase de juvenil a adulto y la
transicién floral, al activar la expresién del miR172 y de otros factores de transcripcién que
promueven dicha transicion, como FRUITFULL (FUL) (Gandikota et al., 2007; Schwarz et al., 2008;
Usami et al., 2009; Wang et al., 2008; Wu and Poethig, 2006; Zhu and Helliwell, 2011). Esto
permite que el miR172, que se expresa a bajos niveles en la etapa inicial de la vida de Arabidopsis,
aumente paulatinamente con la edad de la planta (Sung et al., 2006; Wood et al., 2006),
reprimiendo con mayor eficiencia la actividad de los factores de transcripcién tipo AP2-like (Mylne
et al., 2006; Schmid et al., 2003; Schubert et al., 2005; Sung et al., 2006; Wood et al., 2006). En
etapas tempranas de desarrollo, los altos niveles de expresién de los factores de transcripcion
AP2-like evitan la transicién floral a través de la represidn directa de FLOWERING LOCUS T (FT) y
S0C1, genes clave para la transicién floral que integran sefales procedentes de multiples rutas
genéticas (Mathieu et al., 2009; Mylne et al., 2006; Schmid et al., 2003; Schubert et al., 2005;
Sung et al., 2006; Wood et al., 2006; Yant et al., 2010). Con el paso del tiempo, al aumentar los
niveles del miR172, se reduce la expresion de los genes AP2-like, lo que unido al aumento de
expresiéon de los genes SPL, que ya no son reprimidos por el miR156, permite el
desencadenamiento de la transicidn floral mediando la activacidn directa de SOC1 y FUL entre
otras proteinas (Fornara and Coupland, 2009; Mathieu et al., 2007; Wu et al., 2009; Yamaguchi et
al., 2009) (Fig. I-5).

Transicion
juvenil-adulto
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Figura I-5: El miR156 y miR172 regulan el cambio de fase de estado vegetativo a estado reproductivo mediante la ruta
de la edad. Los niveles del miR156 son altos en estadio juvenil pero significativamente reducidos en los adultos. Como
resultado el nivel de expresidn de SPLs se eleva, lo que conduce a la activacién de miR172 y por lo tanto, a la reduccion
de los genes AP2-like. En la fase juvenil, las proteinas AP2-like, reprimen la floracion a través de la represion de FT en
hojas. Imagen modificada a partir de Zhu and Helliwell, 2011 y Wang, 2014 .

Esta ruta ademds estd finamente regulada a varios niveles. Por ejemplo, en Arabidopsis, los
mMiR156A y miR156C son reprimidos transcripcionalmente mediante remodelacidn de la cromatina
mediada por SWINGER y PICKLE, que se unen directamente a los genes precursores del miR156 y
contribuyen a la acumulaciéon de H3K27me3 (Xu et al., 2015). También se ha sugerido que los
azlcares, como la trehalosa-6-fosfato, median la represién del miR156 regulando su expresion a
nivel transcripcional y postranscripcional, especificamente el de miR156A y miR156C (Wahl et al.,
2013; Yang et al., 2013; Yu et al., 2013).
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Regulacion del GPA

El GPA podria considerarse otro cambio de fase en el desarrollo de la planta. Representa el paso
de un crecimiento activo de la inflorescencia a la parada de la actividad de las células
meristematicas, que pasan a un estado latente mientras los érganos vegetativos de la planta
senescen y se produce una redistribucidon de los nutrientes, que se movilizan hacia los érganos
reproductivos para que completen correctamente su desarrollo. Al igual que para florecer, las
plantas deben alcanzar la competencia para detectar las sefiales que activan el programa de
senescencia (Thomas, 2013).

Aunque este cambio de fase tiene importantes consecuencias en el rendimiento de la planta, ya
gue representa el final de la etapa productiva y de la vida de las plantas monocdrpicas, no se
conoce con certeza cudl es la naturaleza de la sefial que lo desencadena ni las redes genéticas que
puedan estar regulando su aparicién.

Existen principalmente dos hipétesis que han recibido mayor atencion: la existencia de relaciones
fuente-sumidero con la redistribucién de nutrientes desde los tejidos somaticos hacia los tejidos
reproductivos (Hildebrand, 1881; Kelly et al., 1988; Molisch, 1938) y la existencia de sefiales
desencadenadas por la formacién de frutos y semillas que llevan a parar el crecimiento de la
planta (Alvarez et al., 1992; Hensel et al., 1994; Shannon and Meeks-Wagner, 1991; Wuest et al.,
2016). Ambas hipdtesis estan relacionadas, puesto que el control del crecimiento de la planta por
parte de los tejidos reproductivos en las plantas monocdrpicas, permitiria evitar el empleo de
recursos en la formacién de nuevas estructuras vegetativas e invertirlos en el buen desarrollo de
las semillas en formacién, aportando asi semillas de calidad con las que comenzar un nuevo ciclo
de vida.

Relaciones fuente sumidero

Se ha observado que en las plantas monocarpicas se induce la senescencia en respuesta a la
relocalizacién de nutrientes. Sin embargo, no se conoce con precisién cudl es la comunicacién
entre los érganos fuente y los érganos sumidero que llevan a esta respuesta (Davies and Gan,
2012).

Existen evidencias de que los azucares influyen en la senescencia de las hojas (Rolland et al., 2006;
Wingler and Roitsch, 2008). Estudios realizados hace ya varias décadas en soja indicaban una
transferencia significativa de azicar desde las hojas a las semillas en desarrollo a través del
floema (Bennett et al., 1984). Trabajos mas recientes confirman que existen cambios en la
proporcién de sacarosa y hexosas que desencadenan diferentes rutas de transduccion de sefiales
gue terminan induciendo o reprimiendo la senescencia (Smeekens et al., 2010). Algunos de los
integrantes de estas rutas de sefalizacion son SUC-NON-FERMENTING-1-RELATED KINASE1
(SnRK1) (Baena-Gonzalez et al., 2007), distintas hexoquinasas (HXKs) o TARGET OF RAPAMYCIN
(TOR) (Aguilera-Alvarado and Sanchez-Nieto, 2017; Moore et al., 2003; Smeekens et al., 2010;
Xiong and Sheen, 2012). SnRK1 se activa cuando los niveles de energia son bajos, reprimiendo los
procesos biosintéticos que consumen recursos y estimulando los procesos catabdlicos
productores de energia. SnRK1 se induce, entre otros factores, por altas concentraciones celulares
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de sacarosa y/o baja glucosa, condiciones asociadas con la induccién de la senescencia y también
se ha reportado que interactia con las HXKs, que actian como sensores de glucosa (Thomas,
2013). Las HXKs son las Unicas proteinas capaces de fosforilar a la glucosa en plantas, por lo que
su actividad catalitica tiene un profundo impacto en el metabolismo celular y otras vias de
sefalizacion del azlucar que dependen de hexosas fosforiladas y productos glicoliticos
intermedios. Ademas pueden reprimir la expresion de algunos genes implicados en la fotosintesis,
en respuesta a altas concentraciones internas de glucosa (Aguilera-Alvarado and Sanchez-Nieto,
2017). Se ha observado que plantas con menor expresion de SnRK1 presentan diferentes
irregularidades en el desarrollo, entre ellas una senescencia prematura, y que en el mutante hxk1,
que es insensible a la glucosa, se retrasa la floracidn y la senescencia (Fig. 1-6). Por su parte TOR,
otra quinasa, parece ser un punto de convergencia en una red reguladora que coordina el estado
energético, el contenido de azlcar, la disponibilidad de N, el destino celular y la longevidad en la
planta (Thomas, 2013).
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Figura 1-6: Rutas de transduccion de sefiales dependientes de la degradacion de azucares que controlan la
senescencia. Imagen tomada de Thomas, 2013.

Regulacion por parte de las semillas en desarrollo y posible control hormonal del GPA

Se ha comprobado en diferentes estudios realizados en Arabidopsis, soja, guisante y otras plantas,
que la inflorescencia primaria produce un numero predecible de flores antes de detener su
actividad (Alvarez et al., 1992; Hensel et al., 1994; Shannon and Meeks-Wagner, 1991; Wuest et
al., 2016), y que la eliminacién de las vainas (Noodén and Murray, 1982) o la restriccion fisica de
su crecimiento mediante la colocacidn de estructuras rigidas alrededor de las vainas en desarrollo
(Miceli et al., 1995) previene la senescencia foliar y prolonga la fase productiva. Cuando se ha
alcanzado un numero de frutos determinado, dependiente de cada especie y de la variedad
estudiada, el meristemo no senesce, sino que adquiere un estado quiescente, del cual puede
reactivar su actividad proliferativa si se dan las condiciones adecuadas, como por ejemplo, si se
eliminan los frutos que se estaban desarrollando (Bleecker and Patterson, 1997; Hensel et al.,
1994; Wuest et al., 2016) (Fig. I-7).
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A mutante estéril
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Figura I-7: Parada global de la proliferacion (GPA). A) El GPA se produce tras el desarrollo de un nimero concreto de
frutos y la eliminacién de los frutos o la esterilidad de los mismos prolonga la etapa productiva y retrasa su aparicién.
Modificado a partir de Hensel et al., 1994 . B) Con la aparicion del GPA, el meristemo pasa a un estado quiescente del
que puede reiniciar su actividad si se eliminan todos o la mayoria de los frutos. Tomado de Wuest et al., 2016 .

Se han propuesto diferentes explicaciones a este proceso. El agotamiento de un nutriente clave es
una posibilidad, pero no se puede descartar la produccién de una sefal inhibitoria ligada al
desarrollo de los frutos. Las sefales que se han propuesto han sido de tipo hormonal, bien las
hormonas conocidas (Noodén, 1988) o tal vez alguna hormona “de la muerte” no identificada
(Engvild, 1989; Wilson, 1997). Segun la hipétesis de la hormona de la muerte, se propone que los
drganos sumideros en desarrollo exportan un factor que desencadena la senescencia en las hojas
para conseguir la removilizacién de nutrientes y el GPA (Engvild, 1989; Wilson, 1997).

Aunque en trabajos antiguos se detecté que los niveles de hormonas como GAs y auxinas se
mostraban afectados durante la senescencia monocarpica en guisante (Leopold et al., 1959;
Lindoo and Noodén, 1977; Zhu and Davies, 1997), en el trabajo realizado por Hensel et al. (1994),
donde se estudié el efecto sobre el GPA de diversos mutantes deficientes o insensibles a éstas y
otras hormonas (Aux, GAs, Etileno y ABA), no se observé ningun efecto claro de los mutantes con
alteraciones hormonales sobre el momento de aparicion del GPA, a excepcion del mutante auxin
resistant 2 (axr2), que codifica un miembro de la familia INDOLE-3-ACETIC ACID (IAA7) cuya
mutacion lo hace resistente a la degradacion mediada por auxinas (Timpte et al., 1994) y
ga requiring 1-2 (gal-2), deficiente en la biosintesis de GAs (Sun et al., 1992). Sin embargo,
aunque axr2 y gal-2 mostraron una reduccién del 30% en la produccién de frutos en la
inflorescencia principal, estas plantas también mostraban una serie de aberraciones morfoldgicas
tales como tamafio reducido y aumento de ramificacion que pueden haber influido
indirectamente en la capacidad proliferativa de la inflorescencia. Por tanto, el andlisis de los
mutantes hormonales no proporcioné evidencias convincentes de un papel directo de las Auxinas,
GAs, ABA o etileno en la regulacion del GPA. Sin embargo, otros trabajos han aportado evidencias
de que las CKs podrian retrasar la senescencia regulando las relaciones fuente sumidero (Davies
and Gan, 2012; Moore et al., 2003). En algunos casos, la aplicacion de CKs es suficiente para
retrasar casi indefinidamente la expresiéon completa del sindrome de senescencia (Grbi¢ and
Bleecker, 1995; Noodén, 1988; Woolhouse, 1983). Mutantes que son deficientes en la
degradacion de CKs incrementan la produccidn de flores y frutos, pero este efecto no parece ser
debido a un retraso en el momento en el que se produce el GPA, sino a que se aumenta el tamafio
del meristemo vy la iniciacidon de las flores tiene lugar a un ritmo mas alto (Bartrina et al., 2011).

14



INTRODUCCION

Sin embargo, recientemente se han descrito mutantes de ganancia de funcién en dos de los
receptores de CKs, ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 2 (AHK2) y AHK3, que afectan a la longevidad
de la planta. Estos mutantes (rock2 y rock3) presentan floracién temprana; menor desarrollo
radicular al elongar menos la raiz principal e inhibirse la formacién de raices laterales; mayor
tamanfio de los dérganos (hojas, érganos florales, tallo, etc.) asociado a una mayor proliferacion
celular; retraso en la senescencia de las hojas; y una fase reproductiva de mayor duracién, que
permite la produccién de mads frutos, con lo cual el rendimiento en semillas de la planta se
incrementa (Bartrina et al., 2017). Los autores de este trabajo sugieren que las CKs podrian
impedir el GPA manteniendo la divisidn celular en el SAM: en condiciones normales, se requeriria
una caida en la actividad de las CKs para que se detenga la actividad meristematica durante el
GPA; sin embargo, en los mutantes rock2 y rock3, donde estd activada de forma constitutiva la
sefalizacion de CKs, el GPA se retrasa. No obstante, muchos aspectos de esta hipdtesis no estan
demostrados y siguen sin conocerse los mecanismos moleculares que estarian mediando esta
respuesta (Bartrina et al., 2017).

Para ayudar a desentrafiar las bases moleculares del GPA, Wuest y colaboradores realizaron un
estudio comparativo del transcriptoma en el SAM de Arabidopsis de plantas en crecimiento,
plantas en GPA y plantas donde se habia inducido la reactivacién del SAM eliminando todos los
frutos producidos. Mediante hibridacién de micromatrices y secuenciacion de RNAs analizaron el
perfil de expresidn génica en apices de inflorescencias de plantas en crecimiento, plantas en GPA
y plantas con meristemos parados a las 6, 24 y 48 horas de haber eliminado todos los frutos. Tras
la comparacién de los resultados de las diferentes muestras observaron que las inflorescencias
paradas mostraban un perfil transcriptomico diferente a las inflorescencias en crecimiento,
mientras que la eliminacién de los frutos hacia que el perfil transcriptémico volviera a ser similar
al de las inflorescencias en crecimiento. En general, la expresidon de genes del ciclo celular se
detectaba a bajos niveles en inflorescencias detenidas, a niveles ligeramente elevados a las 6
horas después de la eliminacién de los frutos y a niveles altos a las 24 y 48 horas. En conjunto,
estos resultados sugerian que el GPA conduce a un estado de latencia en la actividad mitdtica mas
gue a la senescencia de los meristemos, ya que son totalmente reversibles a meristemos en
crecimiento al eliminar los frutos. Para examinar con mayor precision la expresién en el
meristemo, aislaron las células del SAM de plantas en desarrollo, plantas en GPA y plantas
reactivadas a las 48 horas de haber eliminado los frutos mediante microdiseccidn asistida por
laser (LAM), y analizaron los transcriptomas correspondientes mediante RNA-seq. El analisis de los
resultados del RNA-seq comparando los transcriptomas del SAM de plantas en crecimiento frente
a plantas en GPA o de plantas en GPA frente a SAMs reactivados mostraba que el GPA estd
asociado a la acumulacién en el SAM de factores propios de la respuesta a estrés y de respuesta al
acido abscisico (ABA), asi como que los componentes celulares necesarios para la actividad
mitdtica estan reprimidos, pero no aporta mas evidencias sobre la naturaleza de la posible sefial
implicada o de sus reguladores clave (Wuest et al., 2016).
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Control genético

Ademas de la sefial procedente de los frutos en desarrollo, se ha propuesto que el momento de
aparicion del GPA estd genéticamente controlado por una ruta dependiente de la edad, ya que,
por ejemplo, en los trabajos realizados en Arabidopsis, el momento en el que acaece la parada de
la actividad meristematica es dependiente del ecotipo estudiado (Hensel et al., 1994).

Balanza, en su tesis doctoral, realizada en el mismo laboratorio que este trabajo, propuso una
ruta genética de regulacion del GPA en Arabidopsis, la ruta FUL-AP2 (Balanza, 2011). Esta ruta
estaria regulada por sefiales dependientes de la edad y actuaria en paralelo con factores
dependientes de la produccion de semillas para regular el tiempo de vida de la planta y por tanto
la produccion de frutos.

FRUITFULL (FUL), un factor de transcripcion de tipo MADS-box, ademas de estar implicado en el
control del tiempo de floracién y el desarrollo del fruto, podria estar promoviendo la parada de la
actividad meristematica en estadios tardios del desarrollo de la inflorescencia, ya que se observo
que en los mutantes ful se retrasa la aparicion del GPA (Balanza, 2011). El retraso no es debido a
una menor tasa de produccidon de semillas, puesto que los mutantes ful tan solo reducen el
nimero de semillas producidas a un 70% respecto a las plantas silvestres, mientras que los
efectos descritos de la esterilidad sobre el GPA aparecerian cuando se reduce la produccion de
semillas a valores del 30-40% (Hensel et al., 1994). Ademas, otros mutantes con una tasa de
produccién de semillas similar a ful, como hecate3 (hec3) o feronia (fer), no presentan ningln
efecto en el GPA. Por otro lado, cuando a plantas silvestres y plantas mutantes ful se les eliminan
todas las flores, se retrasa la aparicion del GPA en ambas, pero en los mutantes ful éste sigue
produciéndose mas tarde que en el silvestre, lo que indica que el aumento del nimero de flores
en el mutante ful estd especificamente relacionada con pérdida de funcién de este gen y no a los
defectos de fertilidad (Balanza, 2011) (Fig. I-8).
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Figura 1-8: En el mutante ful se retrasa el GPA. A-B) ful produce muchos mas frutos que el silvestre debido a que se
prolonga la actividad del SAM en el tiempo. C) El retraso del GPA en el mutante ful no es debido a problemas de
fertilidad. D) ful responde a la ausencia de semillas, retrasando mas aun la aparicidon del GPA. Imagen modificada a
partir de Balanza, 2011y Balanza et al., 2017 .
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Analizando la expresiéon de WUS en el meristemo inflorescente mediante el empleo de una linea
reportera WUS::GUS, se observd que en plantas silvestres la expresion de WUS, localizada en el
centro organizador del SAM, disminuia con la edad de los meristemos, dejando de detectarse una
vez que se producia el GPA, aunque seguia estando presente en los 6vulos de las flores en
desarrollo de esas plantas. En los mutantes ful, la expresiéon de WUS fue similar a la del silvestre
en los primeros estadios de desarrollo de la inflorescencia, aunque, sin embargo, se mantuvo
durante mas tiempo, lo cual correlacionaba con la fase extendida de produccion de flores en ful.
Mientras que en las plantas silvestres el GPA se producia unas cuatro semanas después del alzado
de la inlforescencia, momento en el cual ya no se observaba sefial GUS, en las plantas mutantes
ful de la misma edad, la actividad GUS seguia detectdndose, lo cual correlacionaba bien con el
hecho de que en estas plantas la actividad meristematica continuara activa y siguieran
produciendo flores (Fig. 1-9). Esto sugeria que FUL controlaria el GPA a través de la represion
temporal de WUS en el SAM. Esta regulacidon no parecia ser directa, puesto que mediante un
experimento de inmunoprecipitacion de la cromatina acoplado a secuenciacion (ChlIP-Seq)
realizado con inflorescencias de plantas FUL::FUL:GFP para identificar las dianas directas de FUL,
no se detectd unién de FUL al promotor de WUS (Balanza, 2011), lo que sugeria que la regulacién
ejercida por FUL sobre la expresion de WUS debia estar probablemente mediada por otros
factores.

WUS:GUS Figura 1-9: La expresion de WUS se mantiene durante mas tiempo en
el SAM del mutante ful. Se muestra la expresidén de una linea delatora
WUS::GUS en plantas silvestres y mutantes ful al inicio de la transicidon

/4
. ‘ floral y a las tres y cinco semanas de iniciarse el desarrollo de la

inflorescencia. En el momento que se inicia el GPA en las plantas
0 semanas tras el alzado silvestres la expresion de WUS desaparece del SAM. La expresion de
WUS sigue detectandose en el SAM de las plantas ful que han crecido
durante el mismo tiempo que las silvestres. Imagen tomada de
Balanza, 2011.

s b -

3 semanas tras el alzado
e

GOST N
T _,,5 semanas tras el alzado
WT ful-2

APETALA2 (AP2) es un factor de transcripcion homeotico de tipo AP2-like, que esta regulado,
junto al resto de miembros de esta familia, por el miR172. Ademas de participar en multiples
procesos del desarrollo de la planta, como la determinacion de la identidad de los sépalos y
pétalos, el tiempo de floracién y el desarrollo de la semilla, AP2 también se ha relacionado con el
mantenimiento de la actividad meristematica (Drews et al., 1991; Jofuku et al., 1994; Jofuku et al.,
2005; Wurschum et al., 2006). La identificacién de una mutacion dominante negativa en AP2 que
mostraba defectos en el mantenimiento del SAM, llevd a proponer que este factor de

17



INTRODUCCION

transcripcién podria participar en el control de los niveles de WUS en el mismo, posiblemente a

través de la regulacion del ciclo de retroalimentacion entre WUS y CLV3, favoreciendo la
expresion de WUS (Wurschum et al., 2006).

A partir de una mutagénesis de EMS sobre el fondo genético ful-1 se identificd una mutacién que
generaba una fuerte indeterminaciéon del meristemo floral, concretamente a partir de la zona
interna del gineceo, que desarrollaba una proliferacion extensa de érganos florales en su interior
y afectaba fuertemente el desarrollo del fruto, asi como un notable retraso en el GPA, mucho mas
severa que en plantas estériles. Esta mutaciéon afectaba al gen AP2, en la posicién +2037 (respecto
al coddn de inicio de la traduccién) y coincidiendo con la regidn de reconocimiento del miR172, a
la vez que generaba un cambio de base de guanina a adenina, que ademas producia el cambio de
glicina a glutamico (G398E) en la proteina traducida. Este mutante se nombré como ap2-170 (Fig.

I-10). Cuando esta mutacion se segregd del fondo genético ful-1, se comprobd que seguia

retrasando el GPA, aunque este efecto era mucho menos marcado que en el doble mutante
ap2-170 ful-1, y no presentaba defectos severos en el desarrollo de los frutos ni en la produccion

de semillas, por lo que la prolongacién de la vida de la planta no dependia de problemas con la
fertilidad (Fig. 1-10).
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Figura 1-10: El mutante ap2-170. A) El mutante ap2-170 presenta un Unico cambio de base en el gen AP2, en la region
de reconocimiento del miR172, que ademas introduce un cambio de aminoacido en la proteina (G a E). B) El doble
mutante ful-1 ap2-170 muestra una fuerte indeterminacién en el desarrollo del fruto que no aparece en los mutantes
simples ful-1 o ap2-170. C) El doble mutante ful-1 ap2-170 presenta un dramatico retraso del GPA, produciendo mas de
100 flores y normalmente acaba muriendo por diferentes causas antes de alcanzar el GPA, probablemente debido a que
se suma la regulaciéon genética por parte de la ruta FUL-AP2 y la regulacidn por parte de la fertilidad de la planta. Los

mutantes simples ful y ap2-170, que no presentan defectos severos en la fertilidad también retrasan significativamente
el GPA. Imagen modificada a partir de Balanza, 2011y Balanza et al., 2017 .
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Este efecto posiblemente sea debido a que la mutacidon proporciona resistencia parcial a la
represion por parte del miR172, permitiendo que los niveles de expresién de AP2 se mantengan
mas elevados en este mutante que en el silvestre, y asi, posiblemente, que la expresion de WUS
permanezca activa durante mads tiempo y retrase la parada de la actividad meristematica
(Balanza, 2011). Dado que el dramatico retraso en el GPA y el fuerte fenotipo de indeterminacién
floral solo se observaba en fondo genético ful, era posible hipotetizar que FUL afectaba a la
actividad de AP2. Experimentos adicionales de ChIP y ChIP-seq mostraron que FUL se unia a las
regiones promotoras de AP2 (Balanza, 2011).

Tanto FUL como AP2 estan implicados en la ruta de la edad regulada por los miR156/miR172. AP2
es reprimido por el miR172 y FUL es activado por proteinas SPLs, que son dianas del miR156. En
los estadios iniciales de desarrollo los niveles del miR156 son elevados, mientras que los del
miR172 son muy bajos, pero conforme avanza la edad de la planta, al menos hasta la transicidén
floral, este balance se invierte progresivamente. La regulacion entre estos microRNAs y sus dianas
es compleja, ya que existen ciclos de retroalimentacion entre ellos. De acuerdo con el modo de
accion de esta ruta enddgena de la edad los niveles de expresidon de FUL, AP2 y el miR172 irdn
cambiando paulatinamente con el paso del tiempo, sugiriendo que su efecto en el GPA pudiera
depender de unos valores de expresidon determinados o la proporcién existente entre ellos.

Por tanto, la ruta FUL-AP2 propone que cuando la planta estd llegando al final de su ciclo
aumentan los niveles de expresién del miR172 y de FUL, como consecuencia de la reduccion del
miR156 y aumento de los SPLs. El aumento de la expresion de FUL y del miR172 produciria la
reduccion de los niveles de AP2, y por tanto los de WUS, posiblemente también bajo el control de
las posibles sefiales procedentes de las semillas en desarrollo, vy, asi, el cese de la actividad
meristematica, apareciendo el GPA (Fig. I-11).
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Figura I-11: La Ruta FUL-AP2: un posible modelo. Cuando la planta esta llegando al final de su ciclo vital aumentan los
niveles de expresién del miR172 y de FUL como consecuencia de la reducciéon del miR156 y aumento de la expresion de
los SPLs. El aumento de la expresidon de FUL y del miR172 producira la reduccién de los niveles de AP2, lo cual
ocasionaria un descenso de los niveles de WUS y por tanto el cese de la actividad meristematica, apareciendo el GPA.
Imagen tomada de Balanza et al., 2017 .
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Importancia del control del GPA a nivel agronémico

A lo largo de la historia de la humanidad, el aumento en la demanda de productos agricolas se
logré inicialmente con la domesticacion de especies silvestres y posteriormente con la
intensificacidn agricola y la mejora genética vegetal (Meyer et al., 2012). A pesar de los avances
realizados y el aumento de la productividad de los cultivos, la agricultura sigue estando bajo
presién. Cada vez existe una mayor demanda de productos agricolas ocasionada por el
crecimiento de la poblacién mundial, cambios en los hdbitos alimenticios y un mayor
requerimiento de biomasa para la produccién de energia. Por otro lado, el empleo de practicas
agricolas intensivas que llevan a la consecucién de un alto rendimiento en los cultivos tiene
consecuencias ambientales negativas como la degradacién de los suelos, sobreexplotacién de los
recursos hidricos o empobrecimiento de los ecosistemas al fomentar el monocultivo. Todo ello
plantea la cuestion de cdmo incrementar la produccion reduciendo a su vez el impacto
medioambiental (Godfray et al., 2010).

Diversos trabajos han mostrado una posible relacidn entre la senescencia de las hojas o la planta
entera y la productividad de los cultivos (Gregersen et al., 2013). Se ha observado que diferentes
cultivares, mutantes y lineas transgénicas con caracteristicas de senescencia retardada de las
hojas, presentan una mayor produccién, como, por ejemplo, mutantes que presentan
alteraciones en el catabolismo de la clorofila (Hortensteiner, 2006; Thomas and Smart, 1993;
Thomas et al., 2000).

Actualmente, la agricultura intensiva se basa en el empleo de cultivos anuales altamente
productivos (Meyer et al., 2012; Raun and Johnson, 1999). Conseguir prolongar la fase
reproductiva en estos cultivos mediante el retraso del GPA y por tanto la senescencia de los
meristemos, podria significar un considerable aumento de su productividad.
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OBIJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es obtener una mejor comprension de las rutas genéticas
que controlan el GPA en Arabidopsis thaliana, asi como su posible aplicacidon para aumentar la
produccién en los cultivos monocarpicos.

Para ello se establecieron una serie de objetivos especificos:

v" Profundizar en el estudio de la ruta FUL-AP2 de control de la parada de la actividad
meristemadtica en Arabidopsis thaliana y busqueda de nuevos genes candidatos a estar
implicados en ella.

v |dentificacién de factores implicados en la sefial de parada del SAM procedente de las
semillas mediante diferentes abordajes.

v" Desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas para incrementar la produccién en Arabidopsis

basados en el conocimiento adquirido sobre la ruta FUL-AP2 de control de la parada de la
actividad meristematica.

v Aplicacién en cultivos de importancia agronémica. Estudio de la conservacién funcional
de FUL en guisante (Pisum sativum).
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CAPITULO 1:

LA RUTA FUL-AP2 DE MANTENIMIENTO DE LA
ACTIVIDAD MERISTEMATICA






RESULTADOS

Antecedentes

ful ha sido probablemente el primer mutante descrito en Arabidopsis que, sin presentar defectos
severos en la fertilidad, retrasa el GPA (Balanza, 2011), lo cual apoya la hipdtesis de la existencia
de un control genético del desencadenamiento de este fendmeno, relacionado o no con la
sefializacion hormonal e independiente del posible efecto fuente-sumidero entre los érganos
vegetativos y los frutos.

Como ya se ha descrito en el apartado de introduccién, el estudio del papel de FUL en el control
de la actividad meristematica, llevado a cabo por Vicente Balanza en su trabajo de tesis doctoral,
desveld su relacién con AP2 y WUS y llevd a proponer un modelo de control del mantenimiento
meristematico mediado por una ruta genética que incluia estos factores y que denominé FUL-
AP2. Se habia observado que la expresiéon de WUS, cuya funcién es mantener las células madre
del meristemo, iba disminuyendo con el desarrollo de la inflorescencia y acababa desapareciendo
en plantas que habian sufrido el GPA (Balanza, 2011; Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998).
También habia trabajos que indicaban que AP2 podria estar regulando positivamente la expresion
de WUS en el meristemo apical, participando de esta manera en el mantenimiento de los
meristemos (Wurschum et al., 2006). El control temporal de la accién de la ruta genética AP2-
WUS podria estar mediado por FUL y el miR172, ambos reguladores negativos de la expresidon de
AP2. De esta manera, conforme avanza la edad de la planta, el nivel de expresion de AP2 se veria
reducido a causa de la represidn creciente que ejercerian FUL y el miR172, cuyos niveles se van
incrementando con el tiempo (Wang et al., 2009; Wu et al., 2009) impidiendo de esta manera
mantener la activacion de WUS en estadios finales del desarrollo y causando finalmente el cese
de la actividad meristematica y el desencadenamiento del GPA (Fig. 1-1) (Balanza, 2011).

Figura 1-1: La ruta FUL-AP2, modelo de control del
miR172 FUL mantenimiento merisfemético: La expresiéon de
WUS en el SAM podria estar regulada, de forma

\ \/ directa o indirecta, por AP2. Conforme avanza la

~ edad de la planta los niveles de expresién de AP2

Flores/Semillas AP2 disminuyen a causa del aumento de expresién de
: dos de sus represores, FUL y el miR172.

: Simultdaneamente la produccidn de semillas por

v parte de la planta desencadenaria una sefial movil

WuUS que viajaria hasta el SAM donde ayudaria al
/ Actividad meristematica apagado de WUS. Imagen modificada a partir de

Balanza, 2011.

Este modelo estaba sustentado en la observacidon de que tanto el mutante ful como el ap2-170,
alelo de AP2 parcialmente resistente a la represidon del miR172, tardaban mas tiempo en realizar
el GPA y este retraso no se debia a problemas de fertilidad. Mientras que no se tienen datos sobre
el posible mecanismo de acciéon de AP2 sobre WUS, el modelo propone que la represién de FUL
sobre AP2 seria directa, ya que, entre otras evidencias, se observé que FUL se unia al promotor de
AP2 mediante un experimento de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Ademads, el modelo
explicaba bien los fenotipos observados en los mutantes estudiados, ya que, al eliminar la
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represién de FUL (en mutantes ful) o disminuir la del miR172 (en los mutantes ap2-170), la
expresién de AP2 se mantendria mas tiempo y consecuentemente la de WUS, permitiendo que
los meristemos también se mantuvieran activos durante mas tiempo, y asi las plantas mutantes
continuarian generando mas flores cuando las plantas silvestres ya habrian realizado el GPA.

Sin embargo, aunque respaldado por distintas evidencias, algunos aspectos del modelo no se
habian validado experimentalmente. Por ejemplo, aunque se habia detectado la expresién de AP2
en el SAM inflorescente (Wurschum et al., 2006), nunca se habia llegado a determinar si ésta se
mantenia en estadios tardios del desarrollo de la inflorescencia. Por otro lado, datos genéticos
apuntaban que la regulacion de FUL sobre el mantenimiento del meristemo no era
exclusivamente a través de AP2, ya que el doble mutante ap2 ful también mostraba un GPA
tardio, sugiriendo que también podrian estar implicados otros factores, como por ejemplo, el
resto de miembros de la familia de factores de transcripcidn AP2-like regulados por el miR172
(Aukerman and Sakai, 2003; Schmid et al., 2003; Yant et al., 2010; Zumajo-Cardona and Pabdn-
Mora, 2016).

Por todo ello, propusimos como objetivo principal del primer capitulo de esta tesis doctoral la
profundizacion en el estudio de la ruta FUL-AP2 de control de la parada de la actividad
meristemadtica mediante una caracterizacién mas detallada de la regulacién de AP2 por FUL, asi
como del posible papel de los factores de transcripcion AP2-like en este proceso. También nos
planteamos buscar otros genes implicados en la regulacion del GPA a través de esta ruta o de
otras rutas paralelas.

FUL regula la expresion de AP2 en el SAM

Aunque disponiamos de resultados de ChIP que indicaban que FUL era capaz de unirse a las
regiones promotoras del gen AP2, faltaban andlisis de expresion que mostraran que,
efectivamente, FUL regulaba la expresién de AP2 en el SAM. Una de las herramientas que se han
empleado tradicionalmente para estudios de expresidn es el andlisis de lineas reporteras. Por ello,
nos propusimos observar el cambio de expresiéon de AP2 mediante el uso de una linea reportera
comparando su comportamiento en fondo silvestre, en un fondo ful mutante o en lineas
transgénicas que portaban un alelo artificial de FUL, pFUL::FUL:VP16 (FUL:VP16), donde la
proteina quimérica FUL:VP16 estaria expresandose en su dominio natural pero se comportaria
como un activador transcripcional dominante (Balanza, 2011; Balanza et al., 2017; Bemer et al.,
2017). La accién de FUL como activador transcripcional dominante en las lineas FUL:VP16
producia diferentes alteraciones en el desarrollo de la planta: un ligero adelanto de la floracién;
formacién de hojas caulinares mucho mas largas y estrechas que las generadas por la linea
silvestre; menor elongacidn de los entrenudos, aportando un aspecto compacto a la
inflorescencia; transformacion del SAM, tras la generacidn de unas pocas flores, en un meristemo
floral indeterminado, que en lugar de generar nuevas flores, inicia el desarrollo de estambres y
posteriormente de estructuras carpelares con filotaxis espiral de forma indeterminada; reduccién
de la elongacion de los frutos y ensanchamiento de la parte apical de las valvas, confiriéndole un
aspecto acorazonado al fruto; y cierta indeterminacion del meristemo floral que causa la
formacién de valvas extra en el fruto (Balanza, 2011).
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Como los niveles de mRNA de AP2 estan regulados por el miR172 y también por los propios
niveles de la proteina AP2 (Aukerman and Sakai, 2003; Schmid et al., 2003; Schwab et al., 2005),
podia ser dificil evaluar el efecto de FUL sobre el promotor de AP2 en un contexto regulatorio tan
complejo. Para minimizar este problema y conseguir visualizar cambios de expresidon en AP2
relativos a la accién de FUL sobre su promotor, empleamos una linea de la coleccién gene trap
(FGT) que contiene la secuencia del marcador GUS insertada en la region 5° UTR de AP2
(GT.100845) (Sundaresan et al., 1995). En esta linea la expresidn del marcador GUS esta
controlada por las regiones reguladoras del promotor de AP2, pero es independiente de la
regulacién postranscripcional ejercida por el miR172. Ademas, la insercidn del elemento portador
del GUS causa la inactivacién del gen AP2 y las plantas homocigdticas son mutantes nulos para
este gen.

Generamos las combinaciones ful-2 GT.100845/+ y FUL:VP16/+ GT.100845/+ para comparar la
actividad GUS en estas lineas con la de las plantas GT.100845/+. En todas las lineas que
generamos mantuvimos en heterocigosis el marcador GUS para evitar los fenotipos de pérdida de
funcién de AP2 que causa la insercidn del elemento transponible. También mantuvimos la linea
FUL:VP16 en heterocigosis para retrasar la transformacion del SAM en un meristemo floral
indeterminado, que en homocigosis se produce en estadios tempranos del desarrollo de la
inflorescencia.

La actividad del marcador GUS en las plantas GT.100845/+ (Fig. 1-2 A y B) no reproducia el patrén
de expresién descrito para AP2, un resultado esperable ya que, entre otros posibles elementos
regulatorios, estad ausente la regulacion postranscripcional del miR172. Cuando se compard esta
actividad en los fondos mutantes analizados, se observé que la actividad GUS se incrementd en la
inflorescencia cuando FUL actuaba como un activador transcripcional (FUL:VP16) (Fig. 1-2 A) o
cuando FUL no estaba presente (mutante ful) (Fig. 1-2 B), indicando que FUL era capaz de regular
la actividad del promotor de AP2.

Para confirmar estos resultados, cuantificamos el nivel de expresion de GUS mediante Q-RT-PCR
(Fig. 1-2 C). Para este ensayo decidimos tomar muestras solo de inflorescencias silvestres e
inflorescencias ful puesto que las FUL:VP16/+ tenian una morfologia tan diferente que podia
resultar artefactual. Las muestras se recogieron a las dos semanas tras el alzado de la
inflorescencia, cuando ambas lineas se encontraban en la fase lineal de produccién de flores,
comprobdndose que el nivel de expresién del gen GUS era mayor en el mutante ful.

Estos resultados apoyarian la hipdtesis propuesta de que FUL estaria actuando como un
regulador negativo de la actividad del promotor de AP2.
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Figura 1-2: AP2 presenta mayor nivel de expresion en ausencia de FUL o cuando FUL actia como un activador
transcripcional. A y B) Expresion GUS de la linea de gene trap GT.100845/+, que contiene la insercién del gen marcador
R-glucuronidasa en la regién 5’ UTR del gen AP2 en heterocigosis, para evitar los defectos fenotipicos producidos por la
pérdida de funcion de AP2 que genera la insercion del elemento transponible. En A se compara la actividad del
reportero GUS en fondo Col y FUL-VP16/+ y en B se comparan el fondo Col y ful-2. Los experimentos reflejados en los
paneles A y B se realizaron independientemenete. Las muestras se recolectaron tras dos semanas del alzado de la
inflorescencia. El SAM aparece marcado con *. Barras de escala: 100 um. C) Cuantificacion del nivel de expresion del
gen de la R-glucuronidasa mediante Q-RT-PCR en apices de plantas silvestres y mutantes ful-2 a las 2 semanas tras el
alzado de la inflorescencia. Se muestra el valor de expresidn del gen R-glucuronidasa normalizado frente a la expresion
del gen constitutivo TIP41-like. Los resultados mostrados corresponden a una réplica bioldgica.

Como ya se ha indicado, la linea reportera GT.100845 no reproduce el patrédn de expresion
descrito para AP2, aunque si nos permitié determinar que FUL ejercia un efecto regulador sobre
el promotor de AP2. Para estudiar si, ademas, FUL era importante para regular la actividad de AP2
en el SAM, decidimos emplear otra linea reportera que reprodujera mas fielmente el patrén
espacial de acumulacién de AP2, en concreto, la linea pAP2::AP2:YFP descrita en Wollmann et al.
(2010), que porta una fusién traduccional de dos copias de la YFP a AP2 en un vector TAC (de
Transformation-competent Artificial Chromosome) con aproximadamente 32 kb de la secuencia
gendmica del gen AP2 y que complementa el fenotipo del mutante ap2-2 (Wollmann et al., 2010).
Para ello, introdujimos esta linea en los fondos genéticos empleados anteriormente, ful-1 y
FUL:VP16, y, ademads, en la linea transgénica 35S::FUL. Esta linea expresa ectépicamente FUL, y
presenta una serie de alteraciones relacionadas con los procesos biolégicos en los que FUL
participa como regulador transcripcional: un fuerte adelanto de la floracién; en condiciones de
crecimiento de dia largo formacién de una flor terminal tras haber producido tan solo unas pocas
flores; y frutos indehiscentes (Balanza, 2011; Balanza et al., 2014; Ferrandiz et al., 2000b). Con
estas combinaciones prentendiams estudiar cual era la respuesta del marcador pAP2::AP2:YFP en
el SAM en ausencia o ganancia de funcion de FUL o cuando se cambiaba el tipo de regulacién
ejercida, pasando a ser un activador transcripcional dominante.

En plantas silvestres no detectamos sefial AP2:YFP en el SAM durante el desarrollo de la
inflorescencia (Fig. 1-3 panel superior izquierda), ni cuando las plantas ya habian experimentado
el GPA (Fig. 1-3 panel superior derecha), aunque si en los primordios florales. Tampoco
observamos sefial en el SAM de las plantas 35S::FUL, que detienen la actividad meristematica
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prematuramente. Sin embargo en la linea FUL:VP16/+ detectamos sefial fluorescente en nucleos
de algunas células del SAM, en una regidn anular, antes de que éste se transformara en un
meristemo floral indeterminado. También detectamos la expresion de la proteina AP2 en el SAM
del mutante ful en estadios equivalentes a los de plantas silvestres que habian alcanzado el GPA
(Fig. 1-3). Por tanto, en nuestras condiciones, solo detectamos la expresion de la proteina AP2 en
el SAM cuando no estaba presente la represion de FUL.

Este resultado corroboraria el papel represor de FUL sobre AP2, ya que mostraba que los niveles
de AP2 en el SAM eran mas altos cuando FUL no podia reprimirlo, es decir, tanto en los mutantes
ful como en las lineas FUL:VP16.

¢

03°

FUL:\P16/+

Figura 1-3: La expresion de AP2 solo se detecta en el SAM en ausencia de FUL o cuando FUL actiia como un activador
transcripcional. Patrén de expresion de pAP2::AP2:YFP (sefial YFP en verde) en dpices de plantas: A) silvestres ecotipo
Ler aproximadamente tres semanas tras el alzado de la inflorescencia, y B) en GPA, cuatro semanas tras el alzado de la
inflorescencia; C) 35S::FUL, aproximadamente a las dos semanas tras el alzado de la inflorescencia, antes de formar la
flor terminal; D) FUL:VP16/+ y E) ful-1 a las cuatro semanas tras el alzado de la inflorescencia. El SAM aparece marcado
con *. Barras de escala: 20 um.

Aunque los resultados con las lineas reporteras mostraban que la expresion de AP2 en el SAM
estaba controlada por la presencia de FUL, el control del mantenimiento meristematico mediante
la ruta FUL-AP2 no debia depender Unicamente de estos factores, puesto que la mutacidn ap2 no
suprimia por completo el GPA tardio provocado por la mutacion ful, generando las plantas ful ap2
un numero intermedio de flores en la inflorescencia principal entre los de las plantas ap2-12 y ful
(Figura 1-4 C). Esto llevo a proponer que la expresién de WUS en el SAM no solo estaria regulada
por AP2, sino que posiblemente también estarian participando el resto de miembros de la familia
de factores de transcripcion AP2 regulados por el miR172: TOE1, TOE2, TOE3, SMZ y SNZ
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(Balanza, 2011). Esta hipétesis se vio reforzada cuando se comprobaron los resultados de un
experimento de ChlIP-seq en plantas pFUL::FUL:GFP que mostraban que FUL se unia a las regiones
reguladoras de AP2, TOE1, TOE3 y SNZ (GEO accession number GSE79554) (Bemer et al., 2017).

Si esta hipdtesis fuera correcta, cabria esperar que las mutaciones en otros genes pertenecientes
a esta subfamilia también tuvieran efecto sobre el GPA. Por ello, nos propusimos estudiar el
fenotipo presentado por plantas 35S::miR172a (Werner et al., 2010; Yant et al., 2010), que al
sobreexpresar el mRNA del miR172 produce una reduccion de los niveles de expresién de todos
los miembros de la familia AP2 mencionados, generando un fenotipo similar al observado en el
séxtuple mutante ap2 smz snz toel toe2 toe3 (a partir de ahora denominado como ap2-like)
(Fig. 1-4 A). Tras generar la linea ful-2 35S::miR172 realizamos la caracterizacion fenotipica del
momento de aparicion del GPA, a través del recuento del nimero de flores producidas en la
inflorescencia principal (Figura 1-4 B).
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Figura 1-4: FUL controla el GPA a través de la represion de la familia de factores de transcripcion AP2. A) La linea
35S::miR172 presenta fenotipos similares a los mostrados por el séxtuple mutante ap2-like. B) Nimero de flores
producidas en la inflorescencia principal. ap2-12 no es epistatico sobre ful-2 en cuanto al nimero de flores producidas
antes del GPA, mientras que reduciendo los niveles de todos los genes ap2-like con la linea 35S::miR172, la presencia o
ausencia de FUL no altera el momento en el que se produce el GPA, y tanto 35S::miR172 como ful-2 35S::miR172
producen el mismo numero de flores. Se muestra la media + SD (n= 10). Las columnas con la misma letra no muestran
diferencias significativas con p<0.05, test LSD. En la parte inferior de la grafica se muestra la media £ SD de
semillas/fruto en diez frutos de cinco plantas. Las plantas 355::miR172 y ful-2 35S::miR172 son casi estériles, al igual que
ap2-12 vy ful-2 ap2-12; sin embargo, a pesar de su esterilidad, realizan el GPA antes que plantas fértiles silvestres.

En las plantas ap2 y 355:miR172, que presentaban esterilidad parcial al producir un niumero de
semillas muy reducido en comparacién al silvestre (Fig. 1-4 B parte inferior), el SAM se determiné
en la estructura terminal de cardcter carpelar tipica de mutantes estériles (Fig. 1-6C y D). Sin
embargo, la formacion de la flor terminal en estas lineas ocurrid tras la formacidon de un nidmero
de flores similar o inferior al nimero de flores producidas por Col antes de alcanzar el GPA
(Col: 4445 flores, ap2-12: 42+5 flores y 355:miR172: 3544 flores). Hensel y colaboradores (1994),
tras analizar numerosos mutantes estériles, propusieron un umbral de entre 30 y 40% de
produccién de semillas a partir del cual el efecto de la esterilidad se veia reflejado en el retraso de
la parada de la actividad meristemdtica. Los mutantes ap2 o las lineas 355::miR172 presentaban
una tasa de produccidn de semillas muy inferior a ese umbral (Fig. 1-4 B) y sin embargo el GPA no
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se retrasaba. Estos datos apoyaban la hipdtesis de que el resto de factores AP2s-like podrian estar
contribuyendo también al control temporal del GPA.

Por otro lado las lineas ful-2 355::miR172 y 35S::miR172 produjeron un nimero similar de flores
en la inflorescencia principa. Por tanto, la inactivacidn de todos los genes AP2-like conseguia
suprimir el retraso del GPA causado por la mutacidn ful (Fig. 1-4B). Este resultado apoyaria la
hipdtesis propuesta de que FUL podria estar promoviendo el cese de la actividad meristematica
en el SAM mediante la represién de miembros de la familia de factores de transcripcion tipo AP2,
probablemente a través de la regulacion de WUS.

Sin embargo, quedaba por comprobar si todos los factores de transcripcion AP2-like, o al menos
los que hasta el momento se conocia que eran regulados por FUL, participaban de igual forma en
el control del mantenimiento meristematico o si alguno de ellos ejercia un papel mas
preponderante que el resto.

Para tratar de responder a estas cuestiones nos propusimos estudiar el cambio de expresion a lo
largo del desarrollo de la planta de los genes AP2-like regulados transcripcionalmente por FUL.
Recogimos apices de plantas silvestres y mutantes ful, a los que eliminamos manualmente en la
medida de lo posible las yemas florales, en tres momentos diferentes del desarrollo (semana 1:
desarrollo vegetativo; semana 3: desarrollo de la inflorescencia; semana 5: GPA en las plantas
silvestres) y cuantificamos el nivel de expresién de AP2, TOE1, TOE3 y SNZ, los genes para los que
se detectaba unién de FUL a sus promotores, mediante Q-RT-PCR (Fig. 1-5).
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Figura 1-5: Serie temporal de expresion de los factores de transcripcion de tipo AP2 regulados por FUL. Las plantas
fueron germinadas y mantenidas durante los primeros 20 dias de desarrollo bajo condiciones de dia corto, para igualar
los estadios de desarrollo de todas las plantas de ambos genotipos, y posteriormente se transfirieron a condiciones de
dia largo, donde se comenzé a tomar muestras una, tres y cinco semanas después del cambio de condiciones de
crecimiento. Los momentos de recogida de muestras equivalen a diferentes estadios de desarrollo de la planta:
vegetativo (S1), desarrollo de la inflorescencia (S3) y GPA en plantas silvestres (S5). Se muestra el nivel de expresidn de
cada gen normalizado frente al nivel de expresién del gen constitutivo TIP41-like de tres réplicas bioldgicas
pertenecientes a experimentos independientes. Las barras de error corresponden a la SD de la media. * diferencias
significativas entre Col y ful con p<0,05 (test T-Student).
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Se observo que, a lo largo del desarrollo de la planta, desde estadios vegetativos hasta que las
plantas silvestres habian realizado el GPA, el nivel de expresion de los diferentes genes AP2-like
fue variando. Segun los resultados obtenidos tanto en las plantas silvestres como en los mutantes
ful, AP2 y TOE1 fueron los genes que mayor nivel de expresidn mostraron a lo largo del tiempo
(Fig. 1-5 Ay D), seguidos por SNZ (Fig. 1-5 E), mientras que el nivel de expresion de TOE3 (Fig. 1-5
B) era mucho menor, en comparacidon con los genes anteriores (Fig. 1-5B). En cuanto a su
evolucidon temporal, AP2 y TOE3 presentaban la misma tendencia. En plantas silvestres, sus
niveles de expresion no diferian notablemente entre los tres estadios estudiados, mientras que en
mutantes ful, los niveles a semana 1 y 3 eran similares a los de las plantas silvestres pero en
semana 5 su nivel de expresién aumentaba significativamente (Figura 1-7 C). Para TOE1 y SNZ la
tendencia que obtuvimos fue distinta. Para ambos genotipos, en estadios iniciales del desarrollo
de la planta el nivel de expresidn era elevado, mientras que en estadios posteriores la expresidon
de TOE1 y SNZ se reducia drdsticamente. Solo observamos diferencias significativas entre ambos
genotipos durante el desarrollo vegetativo, donde la expresién de TOE1 en el mutante ful era
mayor que en las plantas silvestres, y a semana 3, donde ambos genes se expresaban mas en el
mutante ful que en el silvestre, aunque las diferencias no eran muy elevadas. Estos resultados
sugerian que FUL estaria regulando unicamente a AP2 y TOE3 en el SAM en estadios tardios de su
desarrollo y que serian estos dos genes los que jugaran un papel principal en el control del GPA.
Sin embargo, las muestras utilizadas en estos experimentos, aunque diseccionadas para eliminar
en la medida de lo posible tejidos distintos al SAM, incluyen una cierta cantidad de meristemos
florales que podrian estar enmascarando los resultados de las cuantificaciones.

Por ello, seria necesario estudiar la expresidon de los genes AP2-like tan solo en el meristemo
apical, por ejemplo utilizando métodos de microdiseccién mads precisos. Por otro lado, también
seria de interés contar con estudios genéticos que mostraran el efecto fenotipico sobre el GPA de
la ausencia de los diferentes factores AP2-like en presencia y ausencia de FUL. Para ello
generamos combinaciones multiples de mutantes dobles, triples y cuadruples entre los diferentes
mutantes ap2-like y ful, que en futuros trabajos seran caracterizadas fenotipicamente para
evaluar el momento de aparicion del GPA. El estudio de estas lineas nos permitird comprobar qué
combinacion de mutantes consigue revertir el retraso de GPA observado en los mutantes ful, si
todos los AP2-like contribuyen a esta funcion, o por el contrario tan solo algunos de ellos
participan en el control del proceso.

Regulacion del mantenimiento de la indeterminacion del SAM

El SAM de Arabidopsis presenta un crecimiento indeterminado hasta que cesa la actividad
meristematica y los primordios florales en formacién detienen su desarrollo (Fig. 1-6 A). Sin
embargo, como ya se ha comentado anteriormente, se ha descrito que en mutantes con
problemas de fertilidad (tasa de produccién de semillas inferior al 30-40%) o en plantas silvestres
a las que se les eliminan las flores, el SAM se determina con la formacidon de una estructura
terminal de cardcter carpelar (Hensel et al., 1994), como ocurre por ejemplo en el mutante
ap2-12 (Fig. 1-6 C). En su tesis doctoral, V. Balanza (Balanza, 2011) comprobd que la formacién de
la flor terminal se correlacionaba con la expresidén ectdpica de AG en el SAM. Empleando una
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linea reportera AG::GUS (Busch et al., 1999), se observd que AG no se expresaba en el SAM de
plantas silvestres, mientras que cuando se eliminaban todas las flores de la planta a medida que
se iban generando, el GPA no llegaba a producirse y el desarrollo de flores cesaba cuando AG
empezaba a detectarse el SAM, que finalmente formaba una flor terminal. Ademads, describié que
en los mutantes ful a los que se les impedia la formacion de semillas mediante la eliminacion de
las flores no se formaba la flor terminal tipica de los mutantes estériles, sino un GPA tardio, y que,
ademas, en el doble mutante ful ap2, solo ocasionalmente se formaba la flor terminal observada
en los mutantes ap2 (Fig. 1-6 F y G) (Balanza, 2011). Por otro lado, durante la caracterizacion
fenotipica de las lineas 35S:miR172 y 35S::miR172 ful descrita en el apartado anterior,
observamos unos fenotipos similares en cuanto al modo de terminacién del crecimiento de la
inflorescencia. La linea 35S::miR172, con defectos severos en la fertilidad, producia la flor
terminal tipica de los mutantes estériles (Fig. 1-6 D) mientras que las lineas 355::miR172 ful se
observé que solo en algunas ocasiones se producia la formacién de la flor terminal (Fig. 1-6 H e I),
al igual que ocurria en el doble mutante ful ap2.

Estas observaciones sugerian que FUL y los genes AP2-like podrian estar participando de forma
conjunta no solo en el control del GPA, sino también en la regulacidon del mantenimiento de la
indeterminacion del SAM de Arabidopsis. Puesto que se ha descrito que tanto AP2 como FUL son
reguladores de AG (Balanza, 2011; Drews et al., 1991), también sugerian que podrian ejercer este
papel mediante el control de la expresién de AG en el SAM.

Figura 1-6: Tipos de parada meristematica observados en los mutantes caracterizados. A) Col, B) ful-2, C) ap2-12,
D) 35S::MIR172, E) ful-2 ap2-12 con GPA (se muestra una ampliaciéon del apice donde se aprecia el SAM),
F) ful-2 ap2-12 con flor terminal, G) 35S::MIR172 ful-2 con GPA y H) 35S::MIR172 ful-2 con flor terminal.
Barras de escala: 2 mm.
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Para profundizar en el estudio de cémo se produce la expresién ectdpica de AG en el SAM y de
gué manera FUL y AP2 podrian estar participando en su regulacién, estudiamos la expresién de
AG a lo largo del tiempo en diferentes fondos genéticos relevantes. Para ello comparamos el
patrén de expresion de la linea delatora AG::GUS en fondo silvestre y en los fondos mutantes ful
(ful AG::GUS) y ap2 (ap2 AG::GUS), asi como en plantas silvestres y plantas ful a las que les
habiamos eliminado todas las flores y coflorescencias a medida que se iban formando, para
simular el efecto de la esterilidad en estos fondos genéticos (Fig. 1-7). Las plantas silvestres no
mostraron expresion de AG en el SAM en ningin momento durante el desarrollo de la
inflorescencia, pero en plantas a las que se les eliminaron las flores, la actividad GUS empezé a
detectarse en la periferia del SAM, posteriormente ocupando todo el domo del meristemo hasta
gue finalmente se formaba la flor terminal. En las plantas ap2, con defectos severos de la
fertilidad, observamos el mismo patrén que en las plantas silvestres en las que se eliminaron las
flores, aunque el momento de la formacién de la flor terminal fue mas prematuro. Sin embargo,
en el mutante ful no se detectd la presencia de AG en el SAM en ninguna de las condiciones
testadas (con o sin flores/semillas) (Fig. 1-7). Los resultados obtenidos indicaban que la formacion
de la flor terminal en el SAM de plantas estériles estaba correlacionada con la expresidn ectépica
en el mismo de AG. Asi mismo, todo ello sugeria que AP2 podia ser un represor de AG en el SAM,
al igual que lo es en las flores (Bowman et al., 1991; Drews et al., 1991), mientras que FUL podria
ser necesario para la activacion de AG en el SAM en estadios tardios, ya que, en mutantes ful,
incluso en condiciones de esterilidad inducida, esta activacién no se producia.

La sobreexpresion de AP2 en el SAM es capaz de revertir el GPA

En Arabidopsis, cuando cesa la actividad meristematica en el SAM de todas las inflorescencias,
produciéndose el GPA, el meristemo no degenera inmediatamente, sino que pasa a un estado
quiescente, desde el cual puede volver a activarse y generar nuevas estructuras (Hensel et al.,
1994; Wuest et al., 2016). Se ha descrito que las plantas silvestres son capaces de revertir el GPA
en determinadas ocasiones, como, por ejemplo, cuando se eliminan manualmente las flores y los
frutos una vez que el GPA ya se ha producido (Wuest et al., 2016). En ocasiones, la reversion
también puede ser espontanea, y ya Hensel y colaboradores (1994) describieron que, en sus
condiciones de crecimiento, sin aplicar ningun tipo de tratamiento, tras dos semanas después de
haberse dado el GPA, el 10-30% de las plantas volvian a producir nuevas yemas florales.

Segin el modelo que habiamos propuesto, AP2 seria capaz de mantener la actividad
meristematica del SAM evitando que se produjera el GPA; la expresion de AP2 en el SAM a lo
largo del desarrollo de la inflorescencia iria disminuyendo, y con ella la de WUS, hasta la parada
de la proliferacién del meristemo. Aunque el modelo no asume que si se incrementaran los
niveles de AP2 en plantas que han experimentado el GPA se produzca una reactivacién de la
actividad meristematica, si podria esperarse que los niveles de AP2 estuvieran implicados en este
fenémeno.
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Figura 1-7: AG se expresa ectépicamente en el SAM antes de formarse la flor terminal. Se muestra la expresién
temporal de AG en plantas silvestres, ful-2 y ap2-12. En la parte superior de la figura aparecen plantas con flores y en la
parte inferior plantas a las que se les ha eliminado todas las flores a medida que se iban formando. Los nimeros indican
semanas tras el alzado de la inflorescencia. Las flechas moradas marcan la expresidon ectépica de AG en el SAM,
mientras que los asteriscos rojos (*) marcan la posicién del SAM. Barras de escala: 100 um.
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Para estudiar esta posibilidad nos propusimos utilizar un sistema de expresion inducible que nos
permitiera sobreexpresar controladamente a AP2 en distintos momentos del desarrollo de Ia
inflorescencia y asi comprobar el efecto de esta induccién en la actividad de los meristemos.

Generamos las construcciones pOpON:APZ170

y pOpON:AP2m3, que contenian una unidad
transcripcional compuesta por el factor de transcripcién quimérico LhGR, cuya translocacién al
nucleo es inducible por dexametasona, bajo el control del promotor constitutivo 35S del CaMV y
otra unidad transcripcional doble compuesta por el dominio de unién del factor de transcripciéon
LhGR, pOp6, unido a dos secuencias minimas del promotor 35S que dirigen la expresién de AP2"°
o AP2m3 (alelos parcial o totalmente resistentes a la represidon del miR172) y la expresion del gen
marcador B-glucuronidasa (Fig. 1-8). En estas lineas transgénicas el factor de transcripcion LhGR
se estaria expresando de forma constitutiva, pero interaccionaria con complejos citosélicos que
contienen proteinas de choque térmico 90 (HSP90) impidiendo su translocacion al nucleo celular.
Tras el tratamiento con dexametasona, la interaccion LhGR-HSP90 se disociaria, permitiendo que
el factor de transcripcion LhGR entrara al nucleo donde se uniria al promotor pOp6, activando de
esta forma la expresion del gen de interés y del gen marcador R-glucuronidasa (Craft et al., 2005).

170

Elegimos los alelos AP2""" y AP2m3 para evitar la degradacién de los transcritos correspondientes

mediada por el miR172.

Promotor minimo
CaMV 35S Potenciador de la

Sefial Poly-A traduccxon TMV omega

T 555 | 35 ST RN 2 vml&ua@@p

170

Figura 1-8: Esquema de las construcciones pOpON:AP2""" y pOpON:AP2m3. Esta construccién contiene una unidad

transcripcional compuesta por el factor de transcripcion quimérico LhGR, cuya translocacion al nucleo es inducible por
dexametasona, bajo control del promotor constitutivo 35S del CaMV y otra unidad transcripcional doble compuesta por

el dominio de unién al factor de transcripcion LhGR, pOp6, unido a dos secuencias minimas del promotor 35S que

170

dirigen la expresion de AP2""° 6 AP2m3 y la expresion del gen marcador B-glucuronidasa. Imagen modificada a partir de

Gohetal., 2012 .

Para ambas construcciones seleccionamos al menos 50 lineas T1 independientes. Para comprobar
que los tratamientos con dexametasona inducian los genes controlados por las secuencias pOp6 y
descartar aquellas lineas transgénicas que no tuvieran el comportamiento esperado, se impregnd
una hoja de roseta de cada planta T1 con dexametasona, a la que posteriormente se le realizo la
deteccion histoquimica de la actividad GUS. El 96% de las lineas pOpON:AP2m3 vy el 85% de las
lineas pOpON:AP2'° presentaron sefial GUS, indicando la eficacia del sistema inducible empleado.

Adicionalmente, para comprobar que también se estaban expresando correctamente los alelos
AP2'Y° 4 AP2m3 en dichas lineas, aplicamos el tratamiento con dexametasona en las
inflorescencias laterales de las plantas T1 para las que se habia detectado sefial GUS en el
experimento anterior. Realizamos dos tratamientos con una separacién de cinco dias entre ambos
y observamos el efecto sobre el desarrollo de las inflorescencias una semana después del ultimo
tratamiento. Los efectos fenotipicos observados fueron similares para las plantas transformadas
con cualquiera de las dos construcciones. En general, la induccion producia inflorescencias mas
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grandes, con mayor nimero de yemas florales; flores donde los érganos florales no senescian
incluso cuando estaba finalizando el desarrollo del fruto; frutos con valvas de superficie irregular;
o flores indeterminadas similares a las de las lineas 35S::AP2m3(Chen, 2004) (Fig. 1-9). Sin
embargo, la severidad de dichos fenotipos variaba entre las diferentes lineas. Clasificamos las
lineas T1 pOpON:AP2'7° y pOpON:AP2m3 en tres grupos segun la severidad de las alteraciones
fenotipicas observadas: sin alteraciones, fenotipo débil y fenotipo fuerte. El 36% de las lineas
pOpON:AP2'7° presentaron fenotipos fuertes, el 25% fenotipos débiles y el 39% no presentaron
alteraciones evidentes, mientras que el 47% de las lineas pOpON:AP2m3 presentaron fenotipos
fuertes, 23% fenotipos débiles y 30% no mostraron alteraciones.

Segun los resultados obtenidos, aunque ambos tipos de lineas transgénicas generaban el mismo
tipo de alteraciones morfoldgicas tras la induccién de la sobreexpresion de AP2, con
pOpON:AP2m3 conseguimos mayor numero de lineas con defectos fenotipicos fuertes.

F pOpPON:AP2170

pOpON:AP2m3

N2 lineas T1

55

60

Lineas con
fenotipo fuerte

36%

47%

Lineas con
fenotipo débil

25%

23%

Lineas sin
fenotipo

39%

30%

Figura 1-9: Fenotipos observados en las plantas pOpON:APZ170 y pOpON:AP2m3 tras tratar las inflorescencias

laterales con dexametasona. A) Col. B-E) pOpON:APZ170 y pOpON:AP2m3: B) Inflorescencias con mayor nimero de
flores en antesis, C) 6rganos florales que no senescen, D) Desarrollo irregular de la superficie de las valvas del fruto, E)
flores similares a las de la linea 35S::AP2m3. F) Agrupacion de las lineas transgénicas en funcidn de la severidad de los
defectos en el desarrollo de la inflorescencia y los frutos indicados previamente. Se indica el porcentaje de lineas con
defectos severos (fenotipo fuerte), con ligeros defectos (fenotipo débil) o sin alteraciones.
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CAPITULO 1

Como estudio preliminar del efecto de la sobreexpresiéon de AP2 sobre la reactivacién del SAM,
decidimos inducir la expresidon del transgén en la inflorescencia principal de cada una de las lineas
T1 para observar si se producia algin cambio en el GPA. Para ello dividimos las lineas T1
pOpON:AP2'° y pOpON:AP2m3 en dos grupos, independientemente de la severidad del fenotipo
gue habian mostrado en las inflorescencias secundarias. Uno de los grupos fue tratado con
dexametasona para inducir la expresién del transgén y el otro grupo fue tratado con una solucién
control. Comenzamos a aplicar el tratamiento en las inflorescencias principales a las 4 semanas
tras el alzado de la inflorescencia, momento en el cual, en nuestras condiciones, las plantas
estaban llegando al final de su ciclo reproductivo y debian estar desarrollando el GPA, repitiendo
el tratamiento siete dias después. Tras una semana de la aplicaciéon del ultimo tratamiento
observamos los efectos causados sobre el desarrollo de los apices del tallo principal. Todas las
plantas mostraban un cierto nimero de yemas florales que no habian completado su desarrollo y
gue se mostraban agrupadas sin apenas elongacién entre sus entrenudos, con la apariencia tipica
de la parte apical de las inflorescencias en GPA. Ninguna de las plantas tratadas con la solucién
control presentaba indicios de actividad en el SAM (Fig. 1-10 A), mientras que varias de las lineas
inducidas mostraban una reversién de la parada meristemdtica y volvieron a generar nuevas
yemas florales que continuaron su desarrollo, independientemente del transgén (AP2'7° 6 AP2m3)
que portaban (Fig. 1-10 B-F). Estos resultados indicaban que la induccién de AP2 era suficiente
para producir la reactivacion de la actividad meristematica incluso después de que las plantas
hubieran experimentado el GPA y proporcionaba evidencias adicionales sobre el papel de AP2
sobre el control del proceso.

Figura 1-10: La sobreexpresion de AP2 es capaz de revertir el GPA. A) Plantas T1 control en GPA, donde no se ha
inducido la expresion del transgén (tratadas con mock). B-F) Plantas T1 que han revertido el estado de GPA tras inducir
la expresion de AP2m3 (By C) 6 Ap2'7° (D-F) con el tratamiento de dexametasona en el apice del tallo principal. Las
flechas bancas indican meristemos indeterminados y las flechas amarillas meristemos apicales determinados en una flor
terminal.
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Busqueda de nuevos genes implicados en la regulacion del mantenimiento
de la actividad meristematica

Con el objetivo de ampliar el conocimiento sobre las rutas genéticas que controlan la parada de la
actividad meristematica en el meristemo apical del tallo, nos propusimos buscar otros genes que
pudieran estar implicados en estos procesos. Para ello seguimos varias estrategias, como la
busqueda de interactores de AP2, la identificacidon de dianas moleculares de AP2 en el SAM, o el
estudio de otros genes candidatos descritos en la bibliografia con una posible funcion de
regulacién meristematica.

Identificacion de dianas moleculares de AP2 en el SAM

Nuestro trabajo previo sugeria que AP2 estaba involucrado en la regulacién del mantenimiento de
la actividad meristematica y su induccién era capaz de revertir el estado quiescente del SAM
cuando la planta habia realizado el GPA. La identificacion de dianas moleculares de AP2 nos
podria aportar mas informacién sobre el control del mantenimiento meristematico y nos
permitiria afiadir nuevos elementos a la red genética regulatoria que proponemos. Con este fin,
nos propusimos estudiar el efecto sobre el transcriptoma de la induccion de AP2 en
inflorescencias préximas a desarrollar el GPA mediante RNA-seq, empleando las lineas de
expresion inducible pOpON:AP2m3 que habiamos generado anteriormente.

De todas las lineas pOpON:AP2m3 disponibles, para realizar estos experimentos, seleccionamos la
linea 9. Esta linea mostraba una Unica insercién del T-DNA, presentaba una buena expresiéon GUS
y una respuesta fenotipica fuerte a la induccién del alelo AP2m3. Por ello procedimos a la
seleccidn de plantas homocigdticas en la generacidn T2 de las que recogimos semillas para
realizar el experimento.

El procedimiento seguido para la induccidn de la expresion del AP2m3, la recoleccion de las
muestras y la realizacién del RNA-seq se muestra en la figura 1-11 y en el apartado de materiales
y métodos. Brevemente, dejamos crecer las plantas T3 homocigéticas hasta que habian
transcurrido tres semanas tras el alzado de la inflorescencia, aproximadamente una semana antes
de que se desencadene el GPA, cuando las plantas han comenzado a disminuir notablemente el
ritmo de produccién de flores (Fig. 1-8) y realizamos la induccién de la expresién de AP2m3
mediante la aplicaciéon de un tratamiento con dexametasona 5 uM (DEXA) o un tratamiento
control (MOCK). A las seis horas del tratamiento DEXA/MOCK recogimos los apices de las
inflorescencias a los que se les habia eliminado el mayor nimero posible de yemas florales, hasta
obtener tres replicas bioldgicas del tratamiento MOCK y otras tres réplicas del tratamiento DEXA,
de las que se extrajo el RNA.

41



CAPITULO 1

Figura 1-11: Esquema de trabajo en el
Tratamiento a las 3 semanas tras el alzado de la inflorescencia .
experimento de RNA-seq.

pPOPON:AP2m3  L.9 Se trataron plantas homocigéticas de la linea 9
mock dexametasona MOCK DEXA pOpON:AP2m3 con una solucién de
(5 um) L.

dexametasona 5 puM y una solucidn control. A las
= =

seis horas del tratamiento se recogieron apices
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v MOCK DEXA los resultados.

Extraccion de RNA

\4

RNAS-seq

Posteriormente se realizé una secuenciacién masiva de extremos sencillos (100 pb) mediante la
plataforma Illumina. En el apartado de materiales y métodos se describe el procedimiento
seguido para la obtencion de las librerias de cDNA y la secuenciacidn de las muestras. Las
secuencias obtenidas fueron preprocesadas y analizadas por el Servicio de Bioinformatica del
IBMCP utilizando los métodos y software indicado a continuacidn.

Para el preprocesado de las secuencias (eliminacion de adaptadores y extremos de baja calidad)
se usé el software 'cutadapt' (http://cutadapt.readthedocs.io). Las secuencias asi preprocesadas
fueron alineadas al transcriptoma de referencia TAIR10 de Arabidopsis thaliana, disponible en la
base de datos TAIR (https://www.arabidopsis.org; Lamesch et al., 2012) usando Bowtie2
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22388286, Langmead and Salzberg, 2012).

La estimacion de la abundancia de transcritos se realizd mediante el paquete RSEM (Li and
Dewey, 2011) y la expresion diferencial de transcritos (valores logFC, logCPM, p-value y FDR) fue
estimada usando el paquete edgeR (Robinson et al., 2010).

Para identificar los genes diferencialmente expresados se calculé la tasa de cambio o Fold Change
(FC), dividiendo los valores de Fragmentos por millén de kilobases (FPKM) de la muestra tratada
con dexametasona entre los de la muestra tratada con mock. Para poder interpretar con mayor
facilidad la expresion diferencial de los diferentes genes, los valores de FC fueron transformados a
una escala log2, donde un FC de £1 equivale al doble de expresién de una muestra frente a la
otra. También se aplicaron los test estadisticos correspondientes al p-value y al “False Discovery
Rate” (FDR) para seleccionar los datos significativos.

Para la seleccién de genes diferencialmente expresados aplicamos como pardmetros de seleccién
un FC>0,75 y <-0,75, p-value<0,05 y FDR<0,05. Adicionalmente, como solo queriamos estudiar los
genes que respondian a la sobreexpresion de AP2 en el SAM, de la lista de genes resultantes
seleccionamos Unicamente aquellos para los que se habia descrito que se expresaban en el
meristemo apical del tallo, aprovechando datos de expresion de un experimento de
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microdiseccion laser del SAM publicados recientemente (Wuest et al., 2016). Tras aplicar todos
los filtros establecidos, encontramos 1112 genes con expresion diferencial en el SAM; de ellos,
674 genes se mostraron reprimidos y 438 activados por la induccién de AP2m3. Todos ellos
podrian ser potenciales dianas moleculares en el SAM, directas o indirectas, de AP2.

Para estudiar el significado bioldgico de los genes seleccionados realizamos el analisis de
enriquecimiento de categorias de ontologia génica (GO) mediante la aplicaciéon AgriGO (Du et al.,
2010), empleando el Andlisis de Enriquecimiento Singular (SEA) y comparando frente a la base de
datos de Arabidopsis (TAIR10). Analizamos por separado los genes que se habian mostrado
reprimidos o activados sobre términos GO de Procesos Bioldgicos. Los genes reprimidos vy
activados se agruparon principalmente en 327 y 68 procesos bioldgicos respectivamente. Algunos
ejemplos de los términos GO significativos que obtuvimos fueron “respuesta a estimulos bidticos
y abidticos”, “regulacién de procesos bioldgicos”, “regulacién de la respuesta inmune”,
“regulacién de procesos celulares y procesos metabdlicos”, “fotosintesis”, “ritmo circadiano” o
procesos del desarrollo como “edad” y “senescencia”. En la figura 1-12 tan solo se muestra una

seleccion de los términos GO que podrian estar relacionados con el GPA.

Dentro de la seleccién de categorias GO que pudieran estar relacionadas con el GPA para los
genes activados por AP2, las categorias con mayor enriquecimiento fue la de “Respuesta a
estimulos” (G0O:0050896), con 160 genes, y “Regulaciéon de procesos bioldgicos” (GO:0050789)
con 118 genes, apareciendo también, pero con menor representacién, “Procesos celulares”
(GO:0009987) vy, dentro de ésta, “Replicaciéon del DNA” (GO:0006260). Para los genes reprimidos
por AP2 en el SAM destacaban las categorias de “Procesos metabdlicos” (GO:0008152) con 417
genes, “Respuesta a estimulos” (GO:0050896) con 251 genes, “Procesos celulares” (GO:0009987)
con 124 genes y “Procesos del desarrollo” (GO:0032502) con 124 genes. Dentro de los procesos
metabdlicos se incluian “Metabolismo de hormonas” (G0:0042445), “Metabolismo de pequefias
moléculas” (G0:0044281) y “Metabolismo de compuestos nitrogenados” (GO:0006807). En la
categoria “Respuesta a estimulos” se incluian “Estimulos bidticos”, “Estimulos abidticos” y
“Estimulos enddgenos”. Incluidos en la categoria de “Procesos del desarrollo” aparecian genes
relacionados con la “Edad” (GO:0007568), “Senescencia” (G0:0010149) y “Muerte celular”
(G0O:0008219). Como se puede ver, con los genes reprimidos por AP2 obtuvimos mayor nimero
de categorias que con los genes activados. Esto seria indicativo de que el papel de AP2 como
regulador de GPA podia ser mayoritariamente mediante la represidon de genes que se acumulan
durante la senescencia del meristemo.

De todas las categorias GO que resultaron enriquecidas, nos centramos en aquellas relacionadas
con la edad, la senescencia o el control hormonal. Adicionalmente seleccionamos otros genes que
se ha descrito estan relacionados con el mantenimiento meristematico o el metabolismo de
trehalosa. En la tabla 1-1 se indican una serie de genes que podrian estar implicados en la
regulacion del GPA y para los que pudiera ser interesante profundizar en su estudio.
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bioldgicos. A) Genes reprimidos. B) Genes activados. El codigo de colores indica el grado de significatividad en funcion
de la intensidad, desde el blanco (no significativo) al rojo (alto grado de enriquecimiento).

Figura 1-12: GO Procesos Biolégicos: Resultado del andlisis de categorias funcionales enriquecidas en base a procesos
Tabla 1-1: Seleccion de genes candidatos a regular el GPA.
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AGI NOMBRE SimBOLO PROCESO BIOLOGICO
GENES REPRIMIDOS
AT3G45600 TETRASPANIN3 TET3
AT4G27700 - -
EDAD
AT4G30270 SENESCENCE 4 SEN4
AT4G35770 SENESCENCE 1 SEN1
AT1G66330 - -
AT1G69490 NAC-LIKE ACTIVATED by AP3/PI NAP
AT2G39730 RUBISCO ACTIVASE RCA
AT2G42530 COLD REGULATED 15B COR15B
AT2G42540 COLD-REGULATED 15A COR15A EDAD, SENESCENCIA DE ORGANOS
AT3G52430 PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 PAD4
AT5G51720 NEET GROUP PROTEIN NEET
AT5G52310 COLD REGULATED 78 COR78
AT5G62165 AGAMOUS-LIKE 42 AGL42
AT5G21482 CYTOKININ OXIDASE 7 CKX7
AT1G15670 KISS ME DEADLY 2 KMD2
AT1G80440 KISS ME DEADLY 1 KMD1
AT3G59940 KISS ME DEADLY 4 KmMD4
AT1G13930 - -
AT1G32060 PHOSPHORIBULOKINASE PRK
PHOTOSYSTEM | LIGHT HARVESTING
AT1G61520 COMPLEX GENE 3 LHCA3
AT1G68360 GLABROUS INFLORESCENCE STEMS 3 GIS3
AT1G79040 PHOTOSYSTEM Il SUBUNIT R PSBR REGULACION DE LA SENALIZACION DE
LIGHT HARVESTING COMPLEX CITOQUININAS
AT3G08940 PHOTOSYSTEM I LHCB4.2
AT3G09260 - PYK10
AT3G54050 HIGH CYCLIC ELECTRON FLOW 1 HCEF1
AT3G57040 RESPONSE REGULATOR 9 ARR9
AT3G61630 CYTOKININ RESPONSE FACTOR 6 CRF6
AT4G27950 CYTOKININ RESPONSE FACTOR 4 CRF4
PEROXISOMAL NAD-MALATE
AT5G09660 DEHYDROGENASE 2 PMDH2
AT5G58070 TEMPERATURE-INDUCED LIPOCALIN TIL
AT1G68020 - ATTPS6
AT2G18700 TREHALOSE PHOSPHATASE/SYNTHASE 11 TPS11
AT1G60140 TREHALOSE PHOSPHATE SYNTHASE TPS10 METABOLISMO DE TREHALOSA
AT1G70290 TREHALOSE-6-PHOSPHATASE SYNTHASE S8 TPS8
AT4G39770 TREHALOSE-6-PHOSPHATE PHOSPHATASE H TPPH
AT1G23870 TREHALOSE-PHOSPHATASE/SYNTHASE 9 TPS9
AT5G60910 FRUITFULL FUL
AT1G69120 APETALA1 AP1
AT5G61850 LEAFY LFY MANTENIMIENTO DE LA IDENTIDAD
AT2G31160 LIGHT SENSITIVE HYPOCOTYLS 3 LSH3 DEL MERISTEMO
AT2G03710 SEPALLATA 4 SEP4
AT1G24260 SEPALLATA3 SEP3
GENES ACTIVADOS
AT4G17460 JAIBA JAB
AT4G36920 APETALA 2 AP2
AT3G24770 CLAVATA3/ESR-RELATED 41 CLE41
AT1G03170 FANTASTIC FOUR 2 FAF2 MANTENIMIENTO DE LA IDENTIDAD
AT1G56010 NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 1 NAC1 DEL MERISTEMO
AT2G35350 POLTERGEIST LIKE 1 PLL1
AT5G27030 TOPLESS-RELATED 3 TPR3
AT1G20700 WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 14 WOX14
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Identificacion de interactores de AP2

En el modelo de control de la actividad meristematica que proponemos, los genes de la familia
AP2 son clave para mantener la expresiéon de WUS. Puesto que generalmente los factores
transcripcionales ejercen sus funciones formando parte de complejos con otros factores de
transcripcién, nos propusimos identificar algunos de los posibles interactores de AP2 que
pudieran estar implicados en la regulacién del SAM y que pudiéramos incluir en nuestro modelo.
Una de las técnicas disponibles para la deteccidn de interacciones proteina-proteina es el ensayo
de doble hibrido en levadura. Por ello decidimos realizar un escrutinio mediante el sistema de
doble hibrido GAL4 en levadura (Invitrogen) utilizando como cebo AP2 frente a una genoteca de
factores de transcripcidn disponible en el laboratorio del doctor Stefan de Folter (Fig. 1-16 C).
Generamos la construccion BD:AP2, clonando la secuencia codificante de AP2 en el vector
pDEST32 que contiene el dominio de unidon a DNA de GAL4 y la transformamos en la cepa de
levadura PJ69-4q, deficiente en la sintesis de Histidina y Adenina.

Para determinar si la secuencia de AP2 contenia dominios de activacién intrinsecos capaces de
activar la expresion de los genes reporteros presentes en la levadura, realizamos ensayos de
autoactivacidn. Observamos el crecimiento de la levadura transformada con el vector BD vacio o
con el vector BD:AP2 en un medio deficiente en Histidina o en Adenina. Mientras que las
levaduras transformadas con el vector BD no fueron capaces de crecer en los medios deficientes
en dichos aminodacidos, las levaduras transformadas con BD:AP2 si crecieron, por lo que la
secuencia de AP2 contenia un dominio de activacién capaz de activar por si mismo la expresion de
los genes reporteros de auxotrofia a Histidina y Adenina (Fig. 1-16 A arriba).

Una de las estrategias que se suele emplear para impedir el efecto de autoactivacion es la adiciéon
al medio de crecimiento de 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT), un inhibidor competitivo de la sintesis de
Histidina. Para seleccionar la concentracion de 3-AT necesaria para impedir el crecimiento de la
levadura en ausencia de interaccion realizamos diferentes pruebas, afadiendo al medio de
crecimiento concentraciones crecientes de 3-AT, de 1 a 250 mM (Fig. 1-16 abajo). Segun los
resultados obtenidos, fue necesaria una concentracion de 250 mM de 3-AT para evitar el
crecimiento de las levaduras debida a la autoactivacién de AP2.

Realizamos el escrutinio de la genoteca de factores de transcripcién mediante el apareamiento de
las levaduras y seleccién de las interacciones positivas en medio selectivo sin histidina (SD/-L/-W/-
H) suplementado con 250 mM de 3-AT, obteniendo como resultado tan solo un clon positivo,
correspondiente a la interaccién AP2-BREVIPEDICELLUS (BP) (Fig. 1-16 B).

La concentracidon de 3-AT que empleamos para eliminar los falsos positivos es anormalmente
elevada para este tipo de ensayos, por lo que es probable que tan solo nos hubiera permitido
detectar interacciones muy fuertes.
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A So/L SOLLH SD/L/A B AD-genoteca + BD AD-genoteca + BD-AP2
(SD/-L/-W/-H/+250mM 3AT) (SD/-L/-W/-H/+250mM 3AT)

—pr———

SD/-L SD/-L/-H
i S |

SD/-L/-H
+1mM3AT  +10 mM 3AT  +15 mM 3AT +20mM3A‘T +30 mM 3AT

'

+40 mM 3AT  +50 mM 3AT + 100 mM 3AT +200 mM 3AT +250 mM 3AT
N B -

| D) )

- @

C SCR cuci cucz HEC1 Wus YABI CRC BP
NGA1 BEL1 RPL STY1 STY2 ARF19 JAIBA KNAT6
AS1 AG ARF18 ARF4 ARF8 ETT NGA3
ARF1 PNF ANT bzIP70 SHP2 STK AG SHP1
NTT bzIP30 DRNL CYP78Ag IAA27 SPT ARR14 LEP
ST™M KNAT2 IAA27 PHB bHLH14 PAN NGA2 KAN1
HEC2 ARF17 AGL14 FUL SEP3 AGL63 PUCHI WIPS

Figura 1-16: El rastreo de doble hibrido con una genoteca de factores de transcripcion muestra la interaccion
proteina-proteina entre AP2 y BP. A) Ensayo de autoactivacion. En cada recuadro aparece el crecimiento de la levadura
transformada con el vector BD vacio (izquierda) y con el vector BD:AP2 (derecha). AP2 posee regiones activadoras, que
son capaces de activar la sintesis de Adenina e Histidina, por lo que es necesario afiadir una elevada concentracién de
3-AT para impedir la autoactivacién. En este ensayo fue necesario adicionar al medio de cultivo hasta 250 mM de 3-AT.
B) Resultados del rastreo de la genoteca de factores de transcripcion con AP2. Se empleé como medio selectivo
-L - W -His +250 mM 3-AT y se recogieron los resultados tras 3 dias de crecimiento. C) Factores de transcripcidon
incluidos en la genoteca de Stefan de Folter. La posicidon de cada factor de transcripcidn indica su localizacidn en la
placa.

Para comprobar que la interaccién entre AP2-BP detectada en levadura también se producia in
vivo, decidimos realizar un ensayo de complementacion bimolecular de la fluorescencia (BiFC).
Para ello clonamos la secuencia codificante de BP en el vector YFN43, que contiene extremo
N-terminal de la YFP, y la secuencia codificante de AP2 en el vector YFC43, con el extremo
C-terminal de la YFP. Posteriormente coinfiltramos ambas construcciones, asi como los controles
positivos y negativos del ensayo, en hojas de Nicotiana benthamiana y observamos con un
microscopio confocal si se reconstituia la YFP, emitiendo fluorescencia.

Al igual que con el ensayo de doble hibrido en levadura, mediante BiFC también observamos la
interaccion entre BP y AP2, localizandose el dimero resultante en el nicleo (Fig.1-17). También
observamos seiial fluorescente en agregados citoplasmaticos, aunque esta sefial no fue especifica
de la interaccion AP2-BP, apareciendo también en el control positivo y podrian deberse a la
presencia de granulos de estrés (Krapp et al., 2017; Li et al., 2015a; Weber et al., 2008) debido a
problemas en el crecimiento de las plantas, asi como sefial autoflorescente en estomas.
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YFP Clorofila Campo claro Superposicion

FUL-YFN

PI-YFC

Control negativo
+*

AP3-YFN

PI-YFC

Control positivo
+

BP-YFN
+
AP2-YFC

Figura 1-17: AP2 y BP interaccionan proteina-proteina y el dimero se localiza en el nticleo. Experimento de BiFC
realizado con la proteina BP fusionada al extremo N-terminal de la YFP y la proteina AP2 fusionada al extremo
C-terminal de la proteina YFP. Como control positivo se testé la interaccion AP3-Pl y como control negativo FUL-PI. La
primera columna corresponde al canal de emision de la YFP, la segunda columna al canal de la clorofila, la tercera
imagen es el campo claro y la cuarta la superposicion de las tres imagenes, donde se aprecia como la YFP reconstituida
se localiza en el nucleo de las células. También aparece sefial en granulos de estrés y autoflorescencia en células
estomaticas.

BP (también denominado KNAT1), pertenece a la clase | de la familia Homeobox de factores de
transcripcién KNOX, junto a STM, KNAT2 y KNAT6 (Scofield and Murray, 2006). BP se expresa
durante el desarrollo de la inflorescencia en el meristemo apical del tallo y la base de los
meristemos florales, ademas de en el tallo, los pedicelos, gineceo vy fruto
(http://travadb.org; Douglas et al., 2002; Lincoln et al., 1994). BP estd implicado en la regulacién
de diferentes aspectos del crecimiento y la diferenciacion celular en el SAM, los pedicelos y el
gineceo de Arabidopsis (Alonso-Cantabrana et al., 2007; Venglat et al., 2002) e interviene en el
establecimiento de la polaridad adaxial-abaxial de los drganos (Smith and Hake, 2003). KNAT1,
KNAT2 y KNAT6, se expresan en la zona periférica del meristemo y funcionan de forma
parcialmente redundante con STM para restringir la expresidon de los genes ASI y AS2 a los
primordios de los érganos manteniendo de esta forma el estado desdiferenciado de las células
meristematicas (Byrne et al., 2002; Semiarti et al., 2001). La pérdida de funcion de KNAT1 en el
mutante nulo brevipedicellus (bp) no produce alteraciones evidentes en el SAM debido a la
redundancia con los otros genes KNOX I, pero afecta a la arquitectura de la planta, presentando
entrenudos mas cortos y flores y frutos inclinados hacia abajo (Venglat et al., 2002).

Tras observar la interaccidn proteica entre AP2 y BP en el nucleo celular, nos preguntamos si la
regulacion que podria estar ejerciendo AP2 sobre el mantenimiento de la actividad meristematica
podria estar mediada, al menos en parte, por BP y por tanto la interaccién de ambas proteinas
pudiera ser relevante para la regulacion de la actividad meristematica y el retraso del GPA. Si esta
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hipétesis fuera correcta, la pérdida de funcién de BP llevaria a un adelanto del cese de la actividad
meristematica del SAM y por tanto la aparicién prematura del GPA.

Para comprobarlo, estudiamos el momento de aparicion del GPA en el mutante nulo bp-1
mediante el recuento de flores producidas en la inflorescencia principal. Mientras que las plantas
silvestres generaron 33,5 + 2,3 flores en la inflorescencia principal, el mutante bp-1 produjo
27,75 + 1,9 flores (Fig.1-18 A y B). Por tanto, la ausencia de BP causaba el adelanto del GPA. Estos
resultados apoyaban nuestra hipdtesis, aunque también eran compatibles con que BP estuviera
regulando la actividad meristematica a través de una ruta independiente a AP2.

Para descartar esta posibilidad nos propusimos comprobar si el mutante bp era capaz de suprimir
el fenotipo de retraso de GPA de la sobreexpresion de AP2 en el SAM.

170 170

Generamos la linea pTFL1::AP2°"", que Unicamente expresa el alelo AP2°"" en el SAM, dirigido por

las regiones promotoras de TFL1, por lo que la sobreexpresién de AP2 solo afecta a los
meristemos de la inflorescencia y no genera ningun efecto colateral en el desarrollo de la planta
(esta linea esta descrita en detalle en el capitulo 3). Cruzamos esta linea (ecotipo Col) con el
mutante bp-1 (ecotipo Ler). Adicionalmente, como ibamos a obtener un hibrido entre diferentes

7% por el silvestre Ler, para poder contar

170

fondos genéticos también cruzamos la linea pTFL1::AP2
con un control del efecto de la expresién del alelo AP2°"" en un fondo genético hibrido. Tras
obtener plantas homocigdticas para pTFL1::AP2'° y bp realizamos el recuento de las flores
producidas en la inflorescencia principal de plantas que mostraban fenotipo erecta. Mientras que
las plantas pTFL1::AP2'° produjeron 42+2,9 flores, las plantas bp-1 pTFL1::AP2'° produjeron
30+4,9 flores, revirtiendo el retraso del GPA ocasionado por la sobreexpresion de AP2 en el SAM y
produciendo un numero de flores similar al mutante bp (Fig. 1-18 B). Aunque faltaria estudiar este
tipo de interaccidn en un fondo genético homogéneo para evitar la interferencia de la variabilidad
genética, los resultados que obtuvimos indicaban que la presencia de BP seria necesaria para la

regulacién de AP2 sobre el mantenimiento meristematico.

Figura 1-18: Efecto de la pérdida de funcion
de BP sobre el GPA. A) En el mutante bp-1 el
60 GPA se adelanta respecto a las plantas
silvestres. B) bp revierte el retraso del GPA

en el SAM. Se muestra la produccién de flores

a
b promovido por la expresién del alelo ap2-170
C Cc
producidas en la inflorescencia principal por
55 plantas  silvestres  ecotipo Ler, bp-1,
pTFL1:AP2'° y pTFL1::AP2"® bp-1. Se muestra
10 la media £ SD (n= 10). Las columnas con la
0
Ler bp-1

- S misma letra no muestran diferencias
TFL1:AP2'70 TFL1:AP

x Ler x bp-1

N2 flores
w
o

significativas con p<0,05, test LSD.
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Todos los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que BP puede unirse a AP2 para
posiblemente activar o reprimir dianas comunes, asi como que ambos genes parecen tener un
papel regulador en el mantenimiento de la actividad meristematica. Sin embargo, seria necesario
realizar mas pruebas para llegar a desentrafiar si esa regulacidon se establece a través de la
interaccion entre ambas proteinas.

Busqueda bibliografica de genes candidatos relacionados con la regulacidn del cese de
la actividad meristematica

El tercer abordaje que empleamos, para la identificacion de nuevos genes candidatos a ser
incluidos en el modelo de control del cese de la actividad meristematica, fue la busqueda en la
literatura de genes que pudieran estar relacionados, directa o indirectamente, con la regulacién
de WUS y ademas que presentaran algun tipo de conexién con alguno de los genes que
previamente habiamos identificado como reguladores del GPA.

Tras revisar diversos trabajos, elegimos como genes candidatos para profundizar en su papel
sobre la regulacién del GPA los genes ERECTA y ETTIN.

ERECTA

La subfamilia ERECTA de receptores quinasa de tipo Repeticiones Ricas en Leucina (LRR, de
Leucine Rich Repeats) estda compuesta en Arabidopsis por tres genes: ERECTA (ER), ERECTA-LIKE 1
(ERL1) y ERL2 (Shpak et al., 2004; Torii et al., 1996). Todos ellos se expresan en el SAM, hojas en
desarrollo y primordios florales (http://travadb.org; Chen et al., 2013; Shpak et al., 2004; Uchida
et al., 2013). Inicialmente se relaciond a ER con la regulacién de la arquitectura de la planta y el
desarrollo de los drganos laterales, ya que su pérdida de funcién produce inflorescencias mas
compactas con entrenudos y érganos laterales mds cortos, siendo mayoritariamente responsable
de la morfologia tipica de la accesion Landsberg erecta (Ler), ampliamente utilizada en el trabajo
con Arabidopsis (Shpak et al., 2004; Torii et al., 1996). Las caracteristicas fenotipicas mostradas
por el mutante er se potencian con la pérdida de funcion de los otros dos pardlogos, ERL1 y ERL2,
presentando el triple mutante una roseta de hojas pequefias y redondeadas que carecen de
elongacion del peciolo, un tallo de la inflorescencia principal con severos defectos en la
elongacion, y pérdida de la dominancia apical, lo que resulta en un enanismo severo (Shpak et al.,
2004). Ademas de los aspectos ya mencionados, los receptores ERs regulan también el desarrollo
de los estomas, el desarrollo de los érganos reproductivos (el triple mutante muestra esterilidad
masculina y femenina) o la respuesta a estrés abidtico o bidtico (Patel et al., 2013; Sanchez-
Rodriguez et al., 2009; Shpak, 2013; Shpak et al., 2004; Torii, 2012; Uchida et al., 2012)

En el contexto del estudio del GPA, cabe destacar que estos receptores actian de forma
redundante en la regulacion de la actividad meristematica y es necesaria la pérdida de funcion de
los tres para observar efectos fenotipicos en el SAM, presentando el triple mutante er erl1 erl2
meristemos de mayor tamafio que los de las plantas silvestres (Chen et al., 2013; Uchida et al.,
2013). Se ha sugerido en varios trabajos que ER podria regular el tamafio del meristemo apical del
tallo a través de la regulacidn de la expresion de WUS mediante una ruta independiente a la ruta
CLV (Bemis et al., 2013; Chen et al., 2013; Mandel et al., 2014). Recientemente se ha propuesto
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gue podrian existir diferentes rutas que regulan la expresién espacial de WUS en diferentes ejes
para conseguir restringirla al centro organizador del meristemo, asi CLV3 restringiria la expresion
de WUS en el meristemo a lo largo del eje apical-basal, mientras que la ruta ER restringiria su
expansion lateral (Mandel et al., 2016).

Por otro lado, la funcién de ER podria estar relacionada con BP, al menos en lo referente a la
arquitectura de la inflorescencia y la vasculatura del tallo, puesto que los defectos fenotipicos del
mutante nulo bp-1 se incrementan en presencia de la mutacidon er (Douglas et al., 2002). Del
mismo modo, también podria estar relacionado de alguna manera con AP2 a través de su
interaccion con factores de transcripcion de tipo HD-ZIP de tipo lll: El mutante jabba-1-D (jba-1D),
gue tiene meristemos de mds tamano, expresa de forma ectdpica el miR166g, cuyas dianas son
estos factores de transcripcidn, y se ha descrito que en el doble mutante jba-1D/+ er-20 la
expresion de AP2 estd aumentada respecto al mutante simple jba-1D/+ (Mandel et al., 2014).

Como ER se expresa en el SAM, donde contribuye a restringir la expresion de WUS al centro
organizador; existen indicios de una posible relacidon con BP y AP2, y las plantas Ler hacen el GPA
antes que otros ecotipos como Col, que no portan la mutacidn er, pensamos que este gen seria un
buen candidato a participar en la regulacién del GPA.

En primer lugar, nos propusimos caracterizar la parada de la actividad meristematica en un
mutante er en el ecotipo Col, en concreto el alelo nulo er-105 (Torii et al., 1996). Tras caracterizar
la produccién de flores en la inflorescencia principal, observamos que en el mutante er-105, al
igual que en el ecotipo Ler, el GPA aparecid antes que en Col, tras haber producido 35,29 + 4y
41,13 + 4 flores respectivamente, en comparacion a las 51,22 + 2 flores de Col (Fig. 1-19).

60 Figura 1-19: Los mutantes er adelantan el GPA. Flores producidas en la
5 inflorescencia principal del mutante er-105 (ecotipo Col) y Ler er
comparando con Col. Se muestre la media de al menos 10 plantas + SD.
40 e — Los asteriscos marcan diferencias significativas respecto a Col p=0,05.

T-Student.
30 —

Ne flores

20

Col-0 er-105 Lerer

Estos resultados podian parecer de alguna manera contradictorios, porque, segun los datos
publicados, ER participaria en la represidn de WUS, por lo que en el mutante er, donde los
meristemos son mas grandes y la expresion de WUS mas expandida, podriamos esperar que el
meristemo fuera mas activo y el GPA tardio. Sin embargo, tanto Ler como el mutante er-105 en
fondo Col detuvieron la actividad meristematica antes que Col silvestre.

Estas dos observaciones no son faciles de reconciliar, pero podrian deberse a la evolucién
temporal de la expresién de ER en el meristemo, que no se ha estudiado, o de otros factores
desconocidos que requieren un estudio mds profundo. No obstante, estos resultados sugieren
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que ER, ademds de participar en la regulacidn espacial de WUS, también estaria interviniendo en
su control temporal.

ETTIN

El gen ETTIN (ETT) o AUXIN RESPONSE FACTOR 3 (ARF3) y su homdlogo ARF4, perteneciente a la
familia de factores de transcripciéon Auxin Response Factor (ARF), participan en la especificacion
de la polaridad adaxial-abaxial en la hoja (Pekker et al., 2005) y el desarrollo del gineceo (Sessions
et al., 1997). Recientemente se ha descrito que, ademas de estas funciones, ETT participa en el
control de la determinacion del meristemo floral (Liu et al., 2014) y que lo hace reprimiendo de
forma directa o indirecta a WUS y a la vez estando regulado por AP2. Asi, parece que la
determinacidn del meristemo floral podria estar controlada por una ruta genética AP2-ETT-WUS.
ETT, ademas de en el meristemo floral, también se expresa en el SAM aunque a menor nivel, (Fig.
1-20) (Liu et al., 2014), por lo que también podria estar participando en la regulacién del GPA,
quiza formando parte de la misma ruta FUL-AP2-(ETT)WUS en el SAM.

Figura 1-20: La proteina ARF3 se localiza en el SAM y en los meristemo florales (FMs). Visualizacion de GFP en el
meristemo inflorescente de una linea pARF3::ARF3:GFP. A) Visidn semi-lateral del SAM. ARF3 se localiza en el nicleo de
las capas internas del SAM (marcado con una flecha). B-C) Vista desde arriba del SAM. En nuestras condiciones de
estudio ARF3 parece expresarse en todo el SAM (en C se aprecia a mayor magnificacién que aparecen nucleos con sefial
GFP en toda la superficie del meristemo). En verde se muestra la emisidon de GFP y en rojo la emisién de la clorofila.

Si incorporamos a ETT como un nuevo factor en el modelo que hemos propuesto, durante el
desarrollo de la planta AP2 podria estar promoviendo la expresion de WUS de forma indirecta, a
través de la represidn de ETT. Sin embargo, al llegar a estadios finales del desarrollo, rutas
dependientes de la edad de la planta producirian la acumulacion de FUL y del miR172, que
reprimirian la expresion de AP2, facilitando de esta manera que ETT regulara negativamente a
WUS, desencadenandose el GPA (Fig. 1-21).
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Figura 1-21: Incorporacion de ARF3 a la ruta FUL-AP2 de

FUL control del mantenimiento de la actividad meristematica
\/ en el SAM.
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Para comprobar nuestra hipétesis estudiamos la actividad GUS de la linea reporteras pETT::GUS,
en fondo silvestre, mutante ful y FUL:VP16. Comparando el nivel de expresién de ETT mediante la
deteccién histoquimica de la actividad GUS, observamos que tanto en el mutante ful como en las
lineas FUL:VP16 el nivel de expresién era menor (Fig. 1-22). Estos resultados indicarian que FUL
podria promover la expresidon de ETT a través de la represion de un represor intermedio; por ello,
tanto en ausencia de FUL, como cuando FUL actia como un activador de la transcripcion, el factor
represor intermedio estaria expresandose mas y por tanto la represion sobre ETT seria mayor.
Estos resultados estarian de acuerdo con el modelo propuesto, donde el represor intermedio de
ETT seria AP2.

pETT::GUS pETT::GUS ful-2 pETT::GUS FUL:VP16
*
y;: - P
T :

Figura 1-22: FUL promueve de forma indirecta la expresion de ETT a través de la represion de un represor intermedio.
Deteccidn del gen reportero R-Glucuronidasa expresado bajo las regiones reguladoras de ETT, en plantas silvestres, ful y
FUL:VP16. Tanto en fondo mutante como en la versidén activadora FUL:VP16 disminuye la sefial GUS. Los asteriscos
marcan la posicion del SAM. Escala: 50 pum.

Por otro lado, si ETT estuviera regulando el GPA, la mutacién de este gen deberia afectar al
momento en el que se produce la parada de la actividad del SAM. Para comprobar si esto ocurria,
caracterizamos el GPA en diferentes alelos mutantes de ett. El alelo ett-3 contiene una mutacién
puntual en el exén 8, aguas abajo del sitio putativo de unién a DNA, que introduce un coddn de
stop prematuro. Se trata de un alelo hipermorfo que muestra fenotipos similares al del doble
mutante ett-1 arf4-1 (ambos alelos nulos), con severos defectos en el desarrollo del gineceo
(alargamiento de gindforo, estilo y estigma y maxima reduccidn del ovario) que afectan
negativamente a la produccion de semillas, dando lugar a plantas casi estériles (Fig. 1-23 A)
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(Pekker et al., 2005; Sessions et al., 1997). Por el contrario, el alelo arf3-2, que posee una
insercidon de T-DNA al principio del décimo exdn (Okushima et al., 2005), y el alelo ett-13, con una
insercion de T-DNA 18 pb detrds del ATG, que impide su transcripcién y por tanto es un alelo nulo
(Pekker et al., 2005), presentan leves defectos en el desarrollo del gineceo (ligero alargamiento de
las regiones apical y basal y presencia de tejido estigmatico en las valvas), pero no afectan
significativamente al desarrollo del ovario y la fertilidad de la planta no se ve alterada (Fig.1-23 A).
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Figura 1-23: Caracterizacion de diferentes alelos mutantes de ETT. A) Morfologia del fruto en plantas Col, alelos
mutantes arf3-2, ett-13 y ett-3. Escala: 2 mm. B) Numero de flores producidas en la inflorescencia principal de plantas
silvestres del ecotipo Col, ett-13, arf3-2 y ett-3. Se muestra la media de al menos 4 plantas + SD. Los asteriscos marcan
diferencias significativas respecto a Col p=0,05. T-Student. Debajo de la grafica se indica el numero medio de
semillas/fruto (n=25) y el tipo de parada del SAM. n.d. datos no disponibles. C) Tipo de parada del SAM, GPA en los
alelos fértiles (marcado con *) y flor terminal (estructura de caracter carpelar) en el alelo estéril ett-3 (marcado con una
flecha). Escala: 2 mm.

Comparamos el momento de parada del SAM mediante el recuento de flores producidas en la
inflorescencia principal de los diferentes mutantes frente a plantas silvestres (Fig. 1-23 B).
Mientras que Col produjo 51,22 * 2,49 flores, los mutantes ett-13 y arf3-2 aumentaron el nimero
de flores generadas a 65,75 + 1,71 y 63 + 2,16 respectivamente antes de producirse el GPA (Fig. 1-
23 C). Esto podria estar indicando que ETT es capaz de retrasar el GPA y estar implicado en la
regulaciéon del mantenimiento de la actividad meristemdtica, al menos en parte, dentro del
modelo que hemos propuesto. Por otro lado, el mutante ett-3 incrementdé enormemente el
numero de flores producidas, llegando a formarse 99,5 + 5,5 flores antes de determinarse el SAM
en una flor terminal (Figura 1-23 C). Como este mutante es practicamente estéril, este retraso del
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GPA podria ser un efecto exclusivamente de la ausencia de semillas, aunque el nimero de flores
producido era mayor que el observado en otras plantas estériles caracterizadas en experimentos
independientes (por ejemplo, ver figura 1-8D), lo cual sugeria un efecto aditivo. Para poder
comprobar este punto, sera necesario realizar mas estudios donde se compare la produccién de
flores de este mutante con otros mutantes estériles, que, lamentablemente, no se incluyeron en
el experimento descrito.

Los resultados obtenidos hasta el momento apoyan la inclusiéon de ETT como un nuevo factor en

la ruta FUL-AP2, aunque seria necesario seguir testando a nivel genético y molecular el nuevo
modelo propuesto.
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DISCUSION

Este capitulo se ha centrado en el estudio de la ruta FUL-AP2 de control del mantenimiento de la
actividad meristematica en el SAM en los ultimos estadios del desarrollo, asi como de la
identificacion de otros posibles reguladores de la parada global de la proliferacion (GPA) en
Arabidopsis thaliana.

Los resultados obtenidos durante este trabajo, asi como en trabajos previos realizados en nuestro
grupo, indicaban que FUL podria controlar el momento de aparicién del GPA posiblemente a
través de la regulacién de los genes que componen la familia de factores de transcripcién AP2-
like, todos ellos regulados a su vez por el miR172 (Zumajo-Cardona and Pabdn-Mora, 2016).
Segun el modelo genético propuesto, el médulo FUL/AP2-like podria controlar la actividad
meristemadtica de forma dependiente de la edad en Arabidopsis y en paralelo con la seial
derivada de las semillas o flores en desarrollo (Hensel et al., 1994). Al aumentar la expresién de
FUL y el miR172 por accién de la ruta de la edad, se incrementaria la represion sobre los genes
AP2-like y por tanto también disminuirian los niveles de WUS, causando de esta forma el GPA
(Figura 1-24).

AP2-like Figura 1-24: Modificacion del modelo de
FUL [‘»“’31’?.‘-”"8‘“ ] """" | Wus regulacion de la actividad meristematica
SPL .
s \ /\ propuesto previamente. La ruta FUL-AP2, que
miR156 miR172 actuaria en paralelo a la sefial procedente de las

semillas en formacion, en la regulacion de la

SPUMIRI72 expresion de WUS en las etapas finales del ciclo

de vida de la planta, incluiria todos o parte de los
miembros de la familia de factores de
transcripcién AP2-like, no solo a AP2.

I Edad de la planta

o Flores/semillas
Transicion floral / GPA

La ruta FUL-AP2-like, como modelo de regulacién de la actividad meristematica

Como ya se ha comentado, tanto FUL como los genes AP2-like se han incluido como dianas de la
ruta dependiente de la edad que controla las transiciones entre diferentes estadios del desarrollo
de Arabidopsis (Wang et al., 2009; Wu et al., 2009). Esta ruta implica al miR156, cuyos niveles de
expresion van disminuyendo conforme avanza la edad de la planta (Wang et al., 2009; Wu et al.,
2009). El miR156 reprime la expresion de sus genes diana, algunos factores de transcripcion de la
familia SPL, los cuales a su vez regulan positivamente al miR172 y a otros genes involucrados en la
transicion floral, entre ellos FUL (Yamaguchi et al., 2009). Los datos publicados sobre la dinamica
de expresidon y acumulacién de los factores SPL y el miR172 tan solo estudian el periodo
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comprendido entre la germinacion y la transicidn floral (Wang et al., 2009; Wu et al., 2009), por lo
gue no se puede asumir que la interaccion antagonista entre miR156 y los genes SPL que permita
un aumento gradual en el nivel de FUL y el miR172, también se prolongue durante la fase
reproductiva y hasta la aparicion del GPA. Por ello seria conveniente en futuros trabajos, ampliar
la caracterizacion de la expresidon tanto del miR156 como de los factores de transcripcién SPL,
para validar parte del modelo propuesto.

No obstante, en un reciente estudio donde se compara el transcriptoma de SAMs proliferativos
en estadios tempranos del desarrollo de la inflorescencia con el transcriptoma de SAMs que han
sufrido el GPA (GEO accession number GSE74386) (Wuest et al., 2016), se observa que el nivel de
expresidon de FUL es tres veces mayor en meristemos parados que en meristemos en desarrollo.
Estos datos sugieren que, al menos FUL, si se acumula en el SAM durante el desarrollo de la
inflorescencia conforme avanza la edad de la planta.

Por otra parte, durante este trabajo hemos estudiado el patrén de expresion de AP2 en
meristemos en estadios tardios del desarrollo del SAM, es decir, préoximos al GPA, en fondo
silvestre, mutante ful y FUL:VP16/+. En ausencia de FUL o cuando FUL actGia como un activador
transcripcional dominante, se detecta sefial fluorescente en los nucleos de las células localizadas
en el meristemo, concretamente en una region anular del mismo. Estos resultados indican que
AP2 se acumula en el SAM cuando no estd presente la represién de FUL, apoyando el modelo
propuesto, aunque ademads plantean nuevos interrogantes, pues la localizacién de la proteina AP2
en una regién anular en el SAM no solapante con la zona de expresion de WUS indica que
probablemente no regule la transcripcion de este gen de modo directo. De hecho, ésta es una de
las incognitas que hemos intentado abordar en esta tesis, aunque de un modo preliminar. Por
otro lado, las imagenes que hemos obtenido de la localizacién de AP2 no nos permiten distinguir
con precisién en qué capas celulares se acumula, algo que seria necesario resolver técnicamente
para poder plantear hipétesis mas fundadas.

Ademas de estudiar la localizacion de la proteina AP2, hemos determinado el efecto de la
mutacion ful o la presencia de FUL:VP16 sobre la actividad del promotor de AP2 mediante la
utilizacion de la linea gene trap GT100845, que muestra dicha actividad y no la de acumulacidn
real del mensajero, que a su vez esta controlada por la accion del miR172. Nuestros resultados
muestran que cuando no estd presente la represion de FUL, la actividad del promotor de AP2
aumenta. Todo ello estaria de nuevo de acuerdo con el modelo propuesto e indicaria que la
represién de FUL podria ser directa. Sin embargo, no podemos descartar que FUL, ademas,
también pueda regular a AP2 de modo indirecto, ya que, en otros érganos (como el fruto) se ha
descrito que FUL controla la actividad de AP2 a través de la activacién directa del miR172 (José
Ripoll et al., 2015).

Otro de los aspectos de la ruta FUL-AP2 que hemos pretendido investigar ha sido si también
intervienen en esta ruta el resto de factores de transcripcién de la familia AP2-like (SMZ, SNZ,
TOE1, TOE2 y TOE3). Existian datos genéticos que apuntaban a que AP2 no era el Unico implicado,
ya que el doble mutante ap2 ful mostraba un GPA tardio pero intermedio entre el del silvestre y el
del mutante ful, y no la epistasia de ap2 sobre ful que cabia esperar si el papel de FUL estuviera
mediado Unicamente por AP2. Para comprobar la participacion de los otros genes AP2-like en la
ruta, caracterizamos el momento de aparicidon del GPA en la linea transgénica 35S::miR172. En
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esta linea, donde se expresa de forma constitutiva el miR172, el nivel de expresion de todas sus
dianas se ve reducido, por lo que la empleamos como herramienta para simular el efecto de
pérdida de funcién de todos los AP2-like. Los resultados obtenidos parecen indicar que otros
genes AP2-like contribuyen a la regulacién del GPA (Fig 1-24). Todavia queda por determinar, sin
embargo, si todos ellos estan implicados y en qué grado. Experimentos de Chip-Seq realizados por
el grupo de Gerco Angenent en el Plant Research Institute de Wageningen han mostrado que FUL
se une a las regiones reguladoras de TOE1, TOE3 y SNZ (Balanza, 2011), aunque, como los
experimentos de ChIP-seq dependen de las condiciones experimentales y de las muestras
analizadas, no es posible descartar que FUL pueda unirse también a los promotores de otros
miembros de la familia.

Para analizar si todos los factores AP2-like participan de la misma manera en el mantenimiento
meristemadtico estamos recurriendo al andlisis genético clasico, generando combinaciones
multiples entre los diferentes mutantes ap2-like y ful para caracterizar el momento de aparicion
del GPA. Puesto que sélo el mutante ap2 tiene defectos en la fertilidad de los frutos, la
cuantificacidn de frutos en estos mutantes ap2-like puede ser muy reveladora de la contribucidn
individual de cada factor a la regulacién del proceso y también de la posible redundancia entre los
diferentes factores.

Por otro lado, hemos cuantificado mediante Q-RT-PCR el nivel de expresion en los apices de las
inflorescencias de los genes AP2-like. Segin el modelo que proponemos (Fig. 1-24), el nivel de
expresion tanto de AP2 como de los otros AP2-like deberia reducirse paulatinamente con el
tiempo. Sin embargo, los resultados que hemos obtenido no concuerdan totalmente con esa
hipdtesis, ya que tan solo TOE1 y SNZ disminuyen su expresion con el tiempo, mientras que para
AP2 y TOE3 los niveles se mantienen estables. Antes de interpretar estos resultados habria que
tener en cuenta que el material empleado no fue el éptimo para estudiar la expresion en el SAM.
Se recogieron apices a los que se les habia eliminado el mayor nimero de yemas florales
mediante diseccion manual, método que, lamentablemente, no es capaz de separar los
primordios mas jovenes, por lo que no solo estamos observando la expresién en el SAM, sino
también en estas yemas florales, donde se expresan fuertemente AP2 y TOE3, lo cual podria estar
impidiendo detectar la posible disminucién de la expresidon de estos genes en el meristemo, que
constituye una pequefia fraccion del material recogido. Ademds, también hay que considerar la
posibilidad de que la actividad de los factores AP2-like no esté directamente correlacionada con
su nivel de expresion, ya que el miR172 ejerce su regulacién tanto degradando el mRNA como
impidiendo su traduccion (Aukerman and Sakai, 2003; Chen, 2004), con lo cual podria ser que el
nivel de mensajero no variara significativamente y por eso no detectdramos cambios, mientras
gue podria haber un efecto mas marcado en la disminucidn de la cantidad de proteina. Posibles
mejoras técnicas para realizar este estudio podrian ser, por ejemplo, el empleo de la
microdiseccion con ldser para obtener muestras que contuvieran Unicamente meristemos
apicales y realizar asi una cuantificacion mas precisa de la expresion génica en el SAM, o el andlisis
con alta precisién espacio-temporal de lineas reporteras de las proteinas AP2-like que nos
permitieran observar la dindmica de su acumulacién en el SAM.
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FUL promoveria la formacion de la flor terminal mediante la regulacion de AG u otros
genes de identidad floral en el SAM

Arabidopsis presenta un SAM con crecimiento indeterminado durante todo su ciclo de vida, al
final del cual se produce el GPA, la actividad meristematica cesa y los primordios florales en
formacién detienen su desarrollo. Algunos trabajos han sugerido que las inflorescencias
indeterminadas podrian haber evolucionado a partir de inflorescencias determinadas, donde se
habria producido la represiéon de genes de identidad floral en el meristemo apical del tallo (Coen
and Nugent, 1994; Prusinkiewicz et al.,, 2007). Asi, algunas plantas, como estrategia para
aumentar la produccién y viabilidad de las semillas y, por tanto, su éxito reproductivo, podrian
haber adquirido una inflorescencia indeterminada retrasando la expresion de genes de identidad
floral en el SAM; de este modo, se prolongaria el periodo de produccién de flores y de semillas.
Por otro lado, la indeterminacidn de las inflorescencias plantearia nuevos retos a la planta, como
la optimizacién de recursos hacia la produccién de descendencia viable, que de otro modo
podrian ser malgastados en un crecimiento de las estructuras vegetativas indefinido. La aparicién
del GPA, un estado quiescente de los meristemos en respuesta a sefiales procedentes de los
frutos en desarrollo, y previo a la senescencia de la planta, podria haber evolucionado como
respuesta a este desafio. Por otro lado, también es posible especular que cuando se presentan
problemas de fertilidad y hay una baja produccién de semillas, no se produciria el GPA y el SAM
alcanzaria su el estado final de desarrollo, que implicaria su determinacioén tras la expresion de
genes de identidad floral.

En esta tesis, asi como en trabajos previos en nuestro grupo, se ha observado como la
determinacidn del SAM en una flor terminal estd correlacionada con la expresidn ectdpica de AG
en el SAM (Balanza, 2011 y esta tesis), lo cual apoyaria la hipdtesis anterior. En este capitulo
hemos analizado la expresidon de AG en el SAM de mutantes ful y ap2. En el mutante ap2 se forma
una flor terminal de forma prematura, en comparacidn con otros mutantes estériles, tras
comenzar a expresarse AG de forma ectdpica en el SAM. Sin embargo, en el mutante ful, tanto en
condiciones de fertilidad como en esterilidad (plantas a las que se les eliminan todas las flores)
nunca llega a expresarse AG en el SAM vy, por ello, ni en ausencia de semillas se forma la flor
terminal. Ademas se ha observado que cuando se combinan mutantes estériles con el mutante
ful, en ningln caso se llega a formar la flor terminal tipica de los mutantes estériles (Balanza,
2011), excepto en el doble mutante ap2 ful. Tanto en ap2 ful como en la linea 355::miR172 ful
hemos observado que en ocasiones si se forma una flor terminal, aunque por lo general el
meristemo se detiene con un GPA tardio. Todo ello sugeriria que AP2 podria estar manteniendo la
indeterminacién del SAM mediante la represion de AG en este tejido, mientras que FUL seria
necesario para la activaciéon de AG, y que, al menos en parte, esa regulacién estaria mediada a
través de la represién de AP2 (Fig.1-25).

Podemos intentar integrar esta posible regulacion de AG en el SAM con los otros factores de
nuestro modelo comparando las rutas que operan en control del mantenimiento de los
meristemos florales e inflorescentes. En los primeros estadios de desarrollo del meristemo floral,
poco después de su incepcién (estadio 3), comienza a expresarse AG, inducido por la actividad
conjunta de WUS y LEAFY (LFY), un gen de identidad de meristemo floral (Lenhard et al., 2001;
Lohmann et al., 2001). La expresion de AG se restringe a los verticilos internos de la flor, donde
especifica la identidad de estambres y carpelo, gracias a la represion mutua que se establece
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entre AG y AP2, que a su vez se expresa en los verticilos externos (Drews et al., 1991). Mas
adelante, en estadio 6 del desarrollo floral, AG reprime la expresién de WUS en el meristemo
floral, cuyas células se consumiran con la formacién del carpelo (Lenhard et al., 2001; Sun et al.,
2009). Como acabamos de describir, WUS y AP2 juegan un papel clave en la regulacién de AG y
viceversa; sin embargo, hasta la fecha no se ha reportado que FUL esté también implicado en
estas funciones.

A diferencia de lo observado en meristemos florales, LFY no se expresa en el centro del SAM,
aunque si se acumula a niveles bajos en la periferia de éste; se ha reportado, ademas, que los
niveles de LFY en el apice de las plantas durante el desarrollo vegetativo y hasta después de la
transicidn floral se incrementan con el tiempo, aunque de nuevo, estos estudios no abarcan toda
la duracidn de la fase reproductiva (Blazquez et al., 1997; Hempel et al., 1997). La baja expresidn
de LFY en el SAM supone que no pueda actuar junto con WUS para activar a AG, que a su vez,
podria estar reprimido por la accién de AP2 en este dominio. Para explicar los fenotipos
observados en los mutantes estériles, podemos especular que, al estar WUS activo durante mas
tiempo vy, posiblemente, acumularse LFY en el SAM, se podrian llegar a expresar ambos a niveles
suficientes como para activar la expresion de AG en el SAM y producir la determinacion de éste.
En mutantes ap2, la falta del efecto represor de AP2 sobre AG podria hacer que los niveles
necesarios de LFY y WUS para activar a AG fueran menores, y de ahi la formacion temprana de la
flor terminal. Por otro lado, se ha descrito que FUL activa de forma directa o indirecta la expresiéon
de LFY (Balanza et al., 2014; Ferrandiz et al., 2000a), por lo que podria estar promoviendo la
expresion de AG en el SAM a través de éste. Asi, en el mutante ful es posible que LFY no llegara a
acumularse, impidiendo de esta forma la activacién de AG y la posterior formacién de la flor
terminal, incluso en condiciones de esterilidad.

AG
4 /WUS\ *\ . 7 N\ AG
AP2 — AG LFY WUS l
-\ X WUuS
FUL— LFY
SAM Meristemo Floral

Figura 1-25: AG podria mediar la determinaciéon del SAM al igual que hace en el meristemo floral. Para ello seria
necesaria la participaciéon de FUL en el proceso, que mediaria de forma indirecta, probablemente a través de LFY, la
expresion de AG en el SAM en estados avanzados del desarrollo de la inflorescencia.
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La sobreexpresion de AP2 en el meristemo apical en estadios préximos al GPA es capaz
de reactivar la actividad meristematica

En nuestras condiciones experimentales, hemos observado que plantas silvestres que ya han
experimentado el GPA, en determinadas ocasiones, son capaces de salir del estado de quiescencia
y reactivar la actividad meristematica en el SAM, aunque no hemos determinado qué factores
favorecen que esto suceda. Hensel y colaboradores también realizaron observaciones similares,
pero sin llegar a apuntar ningun factor concreto (Hensel et al., 1994). Se ha descrito que cuando
se eliminan los frutos ya formados en una planta en GPA el meristemo se reactiva (Wuest et al.,
2016), por lo que una posibilidad es que, en condiciones de baja humedad o estrés mecanico (por
manipulacion, efecto del viento, etc) podria acelerarse la pérdida de semillas que se produce
cuando los frutos se secan y se abren, y esto fuera interpretado por la planta como que no ha
habido una produccién suficiente de semillas, desencadenando sefales que finalmente acabaran
reiniciando el desarrollo. Para comprobar esta idea, se podria cuantificar si en plantas
indehiscentes, como por ejemplo shaterproof 1 (shp1) shp2 (Liljegren et al., 2000), se revierte el
estado de latencia con la misma frecuencia que en plantas con frutos con dehiscencia silvestre.
AUn asi, es posible que los mecanismos de reactivacién sean multiples y puedan desencadenarse
por otros motivos.

Independientemente de cual sea la sefial fisioldgica que desencadene la reversiéon del GPA,
nuestros resultados sugieren que AP2 podria ser un factor que mediara este proceso, puesto que
en el ensayo que hemos realizado con las plantas transgénicas pOpON:AP2'"° 6 pOpON:AP2m3,
cuando indujimos la sobreexpresion de AP2 en los apices de las plantas que estaban comenzando
a desarrollar el GPA, se reactivaba la actividad del meristemo, que asi seguia produciendo algunas
flores mas. Por tanto, AP2 seria necesario no solo para mantener la actividad meristematica, sino
que también podria ser importante para revertir el estado de quiescencia del SAM.

Otro punto interesante que convendria explorar seria la posible conexion de AP2 con las rutas de
regulacion provenientes de la fertilidad/esterilidad de la planta, ya que si el fendmeno de la
reactivaciéon se puede producir tanto eliminando las semillas como sobreexpresando AP2,
podriamos hipotetizar que: a) la sefial procedente de las semillas podria tener un efecto sobre los
niveles de expresion de AP2 (y los otros genes AP2-like), que asi estarian integrando las sefiales
relacionadas con la fertilidad y las de la edad (Fig. 1-26 A); o b) que las dos rutas (edad-AP2 y
semillas) fueran independientes y convergieran en la regulacion de la actividad del meristemo
posteriormente (Fig.1-26 B). La observacion de que el mutante ap2-12, con defectos severos en la
fertilidad, realiza el GPA dias antes que el silvestre, a pesar de que por el efecto de la esterilidad
esperariamos que el meristemo siguiera activo mucho mas tiempo, pareceria apoyar la primera
hipétesis. No obstante, en nuestro grupo hemos evaluado el efecto sobre el GPA de la eliminacién
de todas las flores de la planta a medida que se van formando en diferentes mutantes y hemos
comprobado que la eliminacion de las flores del mutante ap2-12 promueve el retraso del GPA,
aunque el SAM no llega a mantenerse activo tanto tiempo como en las plantas silvestres “sin
flores”. Estos datos sugieren que la ausencia de flores tiene efecto sobre la longevidad de las
plantas ap2-12 y seria compatible con la segunda hipdtesis. A pesar de ello, hay que recordar que,
al igual que ocurre en la ruta FUL-AP2, en este caso también podria estar actuando toda la familia
de factores de transcripcion AP2-like. Esta idea esta sustentada por el hecho de que en las plantas
35S::miR172, donde se estd reduciendo el nivel de expresidon de todos los AP2-like, hemos
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observado como el GPA aparece incluso antes que en el mutante ap2-12, a pesar de que
nuevamente estas plantas presentan severos defectos en la fertilidad. Para testar esta idea
deberiamos realizar un experimento de poda similar al realizado con ap2-12 y eliminar todas las
flores a las plantas 35S5::miR172 o al séxtuple mutante ap2-like, para evaluar asi si siguen siendo
sensibles al efecto de la poda/esterilidad completa o, por el contrario, son insensibles, lo cual
seria indicativo de que los AP2-like estarian funcionando como integradores de ambas rutas
(semillas/edad). También seria interesante monitorizar los cambios de expresién de AP2 durante
la reactivacion del meristemo, por ejemplo empleando la linea pAP2::AP2:YFP y eliminando todos
los frutos para inducir la reactivacion una vez producido el GPA.

B
Edad Semillas Edad
\ / 1 Semillas
AP2-like AP2-like
Mantenimiento Mantenimiento
actividad actividad
meristemo meristemo

Figura 1-26: Hipotesis sobre una posible conexion de la ruta de la edad-AP2 con la ruta de regulacion probeniente de
la fertilidad/esterilidad de la planta en el control del mantenimiento de la actividad meristematica.

Otros posibles genes identificados con un papel potencial en la regulacion del GPA

Andlisis transcriptomico de meristemos en los que se ha inducido la expresiéon de AP2m3

La reactivacidon del SAM tras la induccién de la sobreexpresion del alelo AP2m3 en las plantas
transgénicas pOpON:AP2m3 indica que AP2 estaria regulando dianas probablemente implicadas
en el proceso de parada del meristemo apical al final del ciclo de vida de la planta. En este
capitulo hemos tratado de identificar dichas dianas mediante un abordaje transcriptémico. Para
ello realizamos la induccion de AP2m3 en meristemos maduros, pero antes de que hubieran
entrado en GPA, con la finalidad de que los niveles de expresién génica fueran mayores que
cuando el meristemo esta parado y pudiéramos ser capaces de detectar con mayor facilidad
cambios en la expresion génica debida a la regulacion por AP2.

Tras el andlisis del RNA-seq se realizd6 una seleccion de genes diferencialmente expresados
aplicando como parametros de seleccién un FC > 0,75 y < -0,75, p-value <0,05 y FDR <0,05.
Aplicamos un FC relativamente bajo debido a que, como el material empleado para la
secuenciacién contenia tanto el meristemo apical como yemas florales jévenes, cambios notables
en la expresién génica en el SAM podian quedar diluidos por otros tejidos del dpice y pensamos
que asi podiamos minimizar el nimero de falsos negativos. Para enriquecer este conjunto de
dianas con genes con un papel potencial en el SAM, consideramos Unicamente aquellos que se
expresaran en este dominio, utilizando la informacién generada en un estudio realizado
recientemente, donde habian determinado el transcriptoma de SAM de inflorescencias en
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diferentes estadios (Wuest et al., 2016). Una vez aplicados estos filtros, obtuvimos un conjunto
de 1112 genes que mostraron expresion diferencial en el SAM tras la induccién de AP2m3: 674
reprimidos y 438 activados.

Tras realizar el analisis de enriquecimiento de categorias GO con las potenciales dianas de AP2 en
el SAM obtuvimos multitud de procesos bioldgicos que se estaban viendo afectados por la
sobreexpresién de AP2, desde respuesta a estimulos o regulacién de procesos bioldgicos como la
fotosintesis o el ritmo circadiano, a la senescencia de los 6rganos. Todo ello era indicativo de que
AP2 es un gen importante en la regulacidon de la actividad meristematica y la capacidad de
adaptacion de la planta a las sefales exdgenas y enddgenas y podria estar participando en
multiples rutas de regulacion activando o reprimiendo a sus dianas, no solo actuando en la ruta
gue estamos estudiando en esta tesis.

Para la seleccion de potenciales dianas de AP2 que pudieran estar participando dentro de la ruta
FUL-AP2 de control de la actividad meristemdtica, nos centramos en aquellas categorias que
pudieran estar relacionadas de alguna forma con la aparicion del GPA, como la categoria de
“Senescencia” y “Edad”. Para los genes activados, aunque ninguna de las categorias estaba
directamente relacionada con la aparicién del GPA, destacaban los términos GO de “Respuesta a
estimulos”, “Regulacién de procesos bioldgicos” o “Procesos celulares” como “Replicacién del
DNA”, indicando que AP2 podria estar participando en la integracién de sefiales necesarias para
mantener la division celular en el meristemo.

Para los genes reprimidos por AP2 en el SAM también destacaban las categorias de “Respuesta a
estimulos y “Procesos metabdlicos”, que incluian el “Metabolismo de hormonas”, “Metabolismo
de pequefias moléculas” o el “Metabolismo de compuestos nitrogenados”, pero ademas
aparecian otras categorias muy relevantes para nuestro estudio dentro de “Procesos del
desarrollo” como “Edad”, “Senescencia” y “Muerte celular”. La agrupacion de muchas de las
dianas reprimidas directa o indirectamente por AP2 en estas categorias ya era indicativa del papel
de AP2 como represor de la senescencia, al reprimir a factores que se acumulan durante la parada
de la actividad del meristemo.

Sorprendentemente, dentro de los genes activados por la sobreexpresiéon de AP2 no se
encontraba WUS, cuya induccion predecia nuestro modelo. Aunque, de algin modo, esta
observacién contradice nuestras hipdtesis, es posible explicarla por un disefio experimental
subdptimo. WUS posiblemente no esté regulado directamente por AP2, sino que se trate de una
diana indirecta, lo cual haria necesaria la activacidn o represion de factores intermedios que estén
regulando finalmente su expresion. Como las muestras fueron recogidas tras seis horas de la
induccion de AP2m3, es posible que este tiempo fuera demasiado corto para ver el efecto sobre
WUS, mientras que si hubiéramos recogido las muestras mas tarde quiza habria aparecido. Por
otro lado, como ya hemos comentado, para la extraccion de RNA se recogieron dpices completos
de la inflorescencia, por lo que la expresidn génica en el SAM podria estar diluida en el material
empleado, impidiendo que fuéramos capaces de detectar cambios significativos en su expresion.
Dado que la activacién de WUS por AP2 es un supuesto central de nuestro modelo, en
experimentos futuros estudiaremos los cambios de expresion en el SAM de WUS tras la induccion
de AP2m3 mediante técnicas con mayor resolucion espacial y/o sensibilidad, como la hibridacién
in situ del mMRNA de WUS o la utilizacidn de lineas reporteras contrastadas.
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Aungque este trabajo tan solo es preliminar, ha permitido identificar una gran cantidad de dianas
potenciales de AP2 que pueden estar participando en la regulacién del GPA y la senescencia del
meristemo apical del tallo. Para tratar de centrar un poco los préximos experimentos en este
sentido, hemos sugerido una lista de genes reprimidos por AP2 que puede ser interesante
estudiar en profundidad para indagar en su relacién con la regulacién del GPA, todos ellos
incluidos dentro de las categorias GO de procesos bioldgicos de “Edad”, “Senescencia” vy
“Respuesta hormonal”, y que comentamos brevemente a continuacidn.

Aungue gran parte de los genes incluidos en las categorias de la edad y senescencia Unicamente
han sido estudiados como reguladores en la senescencia de hojas u drganos vegetativos, los
procesos de senescencia de las hojas son similares a la senescencia en el meristemo. Por ello,
todos estos genes, como SENESCENCE 1 (SEN1), SEN4, AGAMOUS-LIKE 42 (AGL42), etc., pueden
estar realizando funciones similares en el SAM, donde también se estan expresando y donde se
acumulan cuando el meristemo esta en GPA (Wuest et al., 2016).

Por otro lado, la regulacion hormonal es clave durante todo el desarrollo de la planta y para la
correcta formacidon y mantenimiento de la actividad de los meristemos. Se sabe que las
citoquininas actuan en el meristemo promoviendo la divisién celular y regulando la expresion de
genes implicados en el mantenimiento de los mismos. En un estudio reciente, se ha mostrado que
en mutantes en los que receptores de citoquininas se activan de forma constitutiva, la actividad
meristematica se prolonga en el tiempo, obteniendo plantas mas altas y con mayor nimero de
flores (Bartrina et al., 2017). Por ello, es destacable que aparezcan en el conjunto de dianas
potencialmente reprimidas por AP2 genes como los de la familia de proteinas F-Box KISS ME
DEADLY (KMD) o ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR (ARR) de tipo A, que actlan como
reguladores negativos de la sefializacion de citoquininas (Kim et al., 2013; Leibfried et al., 2005).

Dentro de las listas de genes regulados por la induccion de AP2m3 también se incluyen genes
cuyas funciones han sido relacionadas con la proliferacién celular y/o el mantenimiento de la
identidad de los meristemos, y que, por tanto, son potenciales factores de control del GPA. Entre
los genes activados aparecen, por ejemplo, JAIBA (JAB), CLAVATA3/ESR-RELATED 41 (CLE41), o
WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 14 (WOX14) y como reprimidos FUL, APETALA1 (AP1), LFY,
SEPALLATA3 (SEP3) o SEP4. Entre estos, los genes JAB o SEP aparecen como los candidatos mas
prometedores, ya que se ha descrito su participacion en la regulacién de la actividad
meristematica o el mantenimiento de la identidad de meristemo (Ditta et al., 2004; Zuniga-Mayo
et al., 2012), por lo que hemos comenzado ya a caracterizar el efecto de sus mutaciones sobre el
GPA y estamos obteniendo resultados preliminares que parecen apoyar esta hipdtesis. Por otro
lado, la represiéon de FUL tras la induccion de AP2m3 es un resultado hasta cierto punto
inesperado, aunque podria sugerir que FUL y AP2 podrian estar reprimiéndose mutuamente y/o
en un bucle de retroalimentacidon negativa, una posibilidad que convendria explorar en mayor
profundidad y que esta en linea con las interacciones ya descritas para los genes AP2-like y otros
de sus reguladores conocidos (SPLs, miR172, etc) (Chen et al., 2010; Schwab et al., 2005; Wu et
al., 2009; Yant et al., 2010).

En las listas de genes seleccionados también estdn presentes genes relacionados con el
metabolismo de las trehalosas, cuyos niveles estan altos en plantas en GPA, pero que tras la
induccion de AP2m3 reducen su expresion. Se ha propuesto que uno de los factores que afecta al
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momento de la aparicidon del GPA son las relaciones entre drganos fuente y érganos sumidero
donde existe una removilizacién de azlcares y aminoacidos que se distribuyen hacia los érganos
en desarrollo. La trehalosa-6-fosfato (Tre6P) es un intermediario en la biosintesis de trehalosa,
gue ademds actla como un metabolito sefial importante para la regulacidon de la sintesis y
degradacion de azucares, y estd relacionado con KINASE1 (SnRK1) y TARGET DE RAPAMICINA
(TOR), a su vez implicados en procesos de senescencia (Figueroa and Lunn, 2016; Thomas, 2013).
AP2 podria estar regulando negativamente todos esos genes y asi impidiendo el comienzo de la
senescencia del SAM.

El trabajo recientemente publicado por Wuest et al. (2016) nos ha permitido realizar
comparaciones muy interesantes entre situaciones relativamente andlogas pero procedentes de
experimentos independientes. Mientras que nuestro experimento analiza los cambios en el
transcriptoma asociados a la induccion de AP2m3 en meristemos proximos al GPA, los
experimentos de Wuest y colaboradores comparan el transcriptoma de meristemos en GPA con el
de meristemos proliferativos en estadios tempranos, asi como de meristemos en los que tras el
GPA se indujo la reactivacion de la actividad meristematica mediante la eliminacién de todos los
frutos (Wuest et al., 2016). La comparacidn de los datos procedentes de estos tres experimentos
revela que el 65,6% de los genes que responden a la inducciéon de AP2m3 en nuestro experimento
presentan el mismo comportamiento en los dos experimentos de Wuest et al. (meristemo en GPA
frente a meristemo activo y meristemo en GPA frente a meristemo reactivado). Todo ello nos ha
llevado a realizar un meta-analisis con los datos de ambos estudios que nos puede ayudar a
identificar qué parte de la respuesta transcriptomica esta asociada a la proliferacion
meristemadtica de un modo general, qué parte seria dependiente de la ruta regulada por AP2 o
qué parte estaria asociada a la sefalizacién procedente de las semillas de un modo mas
especifico.

Por otro lado, también estan disponibles en la literatura datos de posibles dianas directas de AP2
obtenidas mediante experimentos de ChlP-seq (Yant et al., 2010). Comparando estos datos con
nuestro experimento hemos obsevado que de los 1112 genes que responden a la induccidn de
AP2m3, 294 (aproximadamente un 26%) han sido descritas como dianas directas de AP2, de las
cuales 187 serian reprimidas, como CKX7, KMD2 y KMD4 (implicados en la sintesis o sefializacion
de citoquininas) y 107 estarian inducidas, como la ciclina CDKD1 o JAB.

El alto grado de solapamiento entre nuestros resultados, los derivados del analisis de Wuest et al,
(2016) y el conjunto de dianas a cuyos promotores se ha detectado la unidn de AP2, avala la
funcién clave de éste en el control de la actividad meristematica, e indica que nuestro abordaje
experimental es robusto y los resultados derivados del mismo son probablemente significativos.
Asi, mediante este tipo de anadlisis hemos sido capaces de obtener una gran cantidad de
informacidn que nos abre multiples caminos para continuar el estudio de la regulacién del GPA en
un futuro inmediato.
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El dimero BP-AP2 podria estar implicado en la regulacion del mantenimiento

meristematico

Puesto que muchos factores de transcripcidon necesitan interaccionar con otros factores para
realizar funciones especificas, nos planteamos realizar un escrutinio mediante el sistema de doble
hibrido GAL4 en levadura para identificar interactores de AP2.

Mediante la colaboracién con el grupo del doctor Stefan de Folter, tuvimos acceso a una genoteca
compuesta por 55 factores de transcripciéon implicados en el desarrollo del gineceo y fruto,
aunque muchos de ellos también participan en el mantenimiento del meristemo apical como por
ejemplo WUS; miembros de la familia de factores de transcripcién KNOX; JAB, el factor de
transcripcién HD-ZIP de clase Il implicado en la actividad meristemdatica que ya hemos
mencionado anteriormente (Zuniga-Mayo et al., 2012) o el mismo FUL.

El ensayo realizado, por motivos circunstanciales, no fue técnicamente dptimo. Debido a la
autoactivacién de AP2 hubo que emplear condiciones de crecimiento muy restrictivas, y tan solo
obtuvimos como posible interactor de AP2 a BP, un factor de transcripcién de tipo KNOX I. Sin
embargo, no hay que descartar que optimizando el ensayo mediante la eliminacién del posible
dominio de activacidon transcripcional de AP2, pudiera encontrarse un mayor numero de
interacciones dentro de esta pequeia genoteca. Por supuesto, también seria interesante realizar
un escrutinio en una genoteca de mayor tamano, ya que el rastreo realizado hasta el momento
fue muy limitado.

A pesar de los problemas metodoldgicos, el abordaje realizado permitié identificar la interaccion
de AP2 con BP, que posteriormente comprobamos que también se producia en planta y que por
lo tanto, identificaba a BP como un potencial candidato a regular junto a AP2 el funcionamiento
del SAM.

BP participa en diferentes procesos del desarrollo de la inflorescencia, y asi su expresion se
localiza en multiples tejidos como el tallo, los pedicelos, el gineceo y fruto y el SAM
(http://travadb.org; Douglas et al., 2002; Lincoln et al., 1994). Tanto BP como STM, otro gen
KNOX de clase |, se expresan en el SAM, mayoritariamente en la zona periférica del mismo. BP
funciona de forma parcialmente redundante con STM para restringir la expresidon de genes que
promueven la diferenciacién de los primordios de los érganos, permitiendo que las células de la
zona periférica del meristemo se dividan varias veces antes de pasar a formar parte de dichos
primordios (Byrne et al., 2002; Semiarti et al., 2001). Aunque la pérdida de funciéon de BP no
afecta de manera evidente el mantenimiento del meristemo, si que ocasiona otras alteraciones,
como plantas con entrenudos cortos y con las flores y los frutos inclinados hacia abajo (Venglat et
al., 2002), debido a que este gen también interviene en el establecimiento de la polaridad adaxial-
abaxial de los drganos y del patron de lignificacion de los pedicelos (Smith and Hake, 2003).
Gracias a este trabajo, ademads, hemos descrito una nueva funcidon de BP, al observar que su
pérdida de funcién también afecta al GPA, deteniéndose la actividad meristematica
prematuramente en el mutante bp-1.

No sabemos cudl es el mecanismo por el cual BP podria estar regulando el GPA, aunque podemos
sugerir que la posible formacién de un complejo proteico entre BP y AP2 podria intervenir en la
regulacion del mantenimiento de la actividad meristematica (Fig. 1-27 A), basandonos en las
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distintas evidencias que aportamos: la interaccién fisica entre AP2 y BP, tanto en levadura como
en planta; la posible formacidn de este complejo en el SAM, ya que ambos genes se expresan en
la misma region; la implicacién de ambos factores en la regulacion meristematica; y el hecho de
que bp-1 sea capaz de suprimir el fenotipo de retraso del GPA mostrado por las plantas
TFL1::AP2°. De ser asi, podriamos integrar a BP dentro de la ruta FUL-AP2, al nivel de éste ultimo
factor, para de manera conjunta regular la expresion de WUS, aunque hasta el momento no
tengamos otras evidencias que apoyen esta hipdtesis. Cabe destacar que BP actua
redundantemente con STM en la activacion de ISOPENTENYL TRANSFERASE 7 (IPT7), una enzima
implicada en la biosintesis de CKs, las cuales, entre otras funciones, promueven la expresion de
WUS (Scofield et al., 2013). Asi, podria haber otras explicaciones a los resultados que obtuvimos,
como que BP actuara de forma paralela a la ruta FUL-AP2 (Fig. 1-27 B). o aguas abajo de la misma
para regular el GPA (Fig. 1-27 C).

A B C

AP2 AP2

S - |

BP
STM/BP l
Wus
\ / WUusS
Actividad Actividad Actividad
meristematica meristematica meristematica

Figura 1-27: Hipotesis sobre la posible regulacion de la actividad meristematica por parte de BP. A) El complejo
proteico AP2-BP podria estar regulando la expresion de genes necesarios para el mantenimiento de la actividad
meristematica en las etapas finales del ciclo de vida de la planta. B) BP actuaria de forma independiente a AP2 en la
regulacion del GPA. C) BP promoveria la actividad meristematica aguas abajo de la ruta FUL-AP2.

En resumen, los resultados que hemos obtenido son sugerentes, aunque todavia es necesario
continuar investigando para conocer cual es el mecanismo mediante el cual BP es capaz de
intervenir en la regulacion del GPA.
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Los receptores ERs, que intervienen en la regulacién espacial de WUS en el SAM, podrian

participar también en su regulacidon temporal

La senalizacion mediada por los receptores ERs permite la comunicacidn entre una amplia
variedad de tipos celulares en todos los tejidos, participando de esta forma en la regulacion de
multiples procesos durante la morfogénesis de la planta (Shpak, 2013).

Aungue en algunos procesos, como la formacién de la inflorescencia o de los 6rganos laterales, la
pérdida de funcidn en ER es suficiente para alterar su correcto desarrollo, para observar defectos
en el tamafio del SAM es necesario recurrir al triple mutante er erl/1 erl2. Esto indica que ER y sus
pardlogos ERL1 y ERL2 actuarian de forma redundante en el control de su actividad (Chen et al.,
2013; Torii et al., 1996; Uchida et al., 2013). Asi, el SAM del triple mutante er er/1 erl2 es de mayor
tamafio que el de plantas silvestres. Este hecho es debido a un moderado aumento en el nimero
de células, al mayor tamafio de las células en las capas L1 y L2 y a que dichas células no pasan a
formar parte de los primordios laterales, a causa de la reduccidn en la tasa de iniciaciéon de
organos (Chen et al., 2013). Se ha propuesto que todo ello podria estar relacionado con la
correcta homeostasis de las hormonas Aux y Cks. Los receptores ERs estan implicados en el
transporte de Aux en el SAM mediante la regulacion de la expresion del transportador PIN-
FORMED 1 (PIN1)(Chen et al., 2013) y también parecen alterar la sensibilidad del SAM a las Cks
(Uchida et al., 2013). Por otro lado se ha observado que en ausencia de toda la familia ERs, tanto
la expresidon de CLV3 como de WUS se expanden lateralmente (Chen et al., 2013; Uchida et al.,
2013) y, por ello, se ha sugerido que los receptores ERs regulan a WUS de forma paralela a la ruta
CLV (Bemis et al., 2013; Chen et al., 2013; Mandel et al., 2014) para restringir espacialmente la
expresion de WUS en el eje lateral (Mandel et al., 2016).

Todos estos trabajos indican que la familia de receptores ER-like participan de forma redundante
en la regulacion espacial de la expresion de WUS. Sin embargo, nosotros hemos tratado de
estudiar su participacion en la regulacion la la actividad meristematica a nivel temporal. Durante
todo este capitulo hemos sugerido como el mantenimiento de la expresién de WUS en el tiempo
retrasaria la aparicion del GPA, aumentando la longevidad de la planta. Hasta el momento ningln
estudio se habia centrado en el papel de ER en la regulaciéon del GPA. Segun los resultados que
hemos obtenido, la pérdida de funcién de ER ya es capaz de mostrar un claro efecto en el
momento de aparicion del GPA. Sin embargo, seria interesante continuar este trabajo con el
estudio del efecto de los diferentes mutantes simples correspondientes a los otros paralogos, asi
como de sus combinaciones, sobre el momento de parada de la actividad meristematica. Por otro
lado, mientras que los genes ER-like parecen actuar reprimiendo espacialmente a WUS, este
efecto parece ser contrario en el plano temporal, ya que el mutante er-105 en fondo Col presenta
un GPA temprano. No hemos comprobado todavia si la evolucidon temporal de la expresién de
WUS se ve afectada por la mutacién er, por lo que quiza la contradiccion sea tan sélo aperente.
Una posibilidad es que los mutantes er muestren una disminucién en la tasa de formacién de
drganos laterales, quiza a causa de problemas en el transporte de Aux o a otros defectos en la
comunicacion intercelular, y esto produzca un fenotipo similar de adelanto del GPA pero debido a
eventos moleculares muy distintos. En cualquier caso, serd necesario caracterizar mejor en estos
mutantes el comportamiento del SAM, la expresién temporal de los genes relevantes en el mismo
y ampliar el analisis genético, para asi plantear hipdtesis mas fundadas.
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ETT podria estar regulando la actividad meristematica del SAM a través de la ruta
FUL-AP2

En la literatura se ha descrito que ETT, ademas de intervenir en el desarrollo del gineceo (Sessions
et al., 1997) y en la especificacidén de la polaridad adaxial-abaxial en la hoja (Pekker et al., 2005),
también participa en el control de la determinacién del meristemo floral reprimiendo la expresion
de WUS (Liu et al., 2014). Puesto que gran parte de la regulacién meristematica es comun a todos
los tipos de meristemos, y que ETT también se expresa en el meristemo inflorescente, este gen
podria estar regulando la terminacidn de la actividad meristematica en el SAM, quiza a través de
la ruta FUL-AP2. Asi, AP2 podria estar promoviendo la expresion de WUS de forma indirecta, a
través de la represién de ETT. Al llegar a estadios finales del desarrollo, rutas dependientes de la
edad de la planta producirian la acumulacidn de FUL y del miR172, que reprimirian la expresidn de
AP2, permitiendo de este modo que ETT regulara negativamente a WUS, causando de esta forma
la aparicion del GPA (Fig. 1-28).

FUL — AP2-like — ETT ----] WuUS

SN -

Figura 1-28: Ruta FUL-AP2-(ETT)-WUS. Ampliacion del modelo propuesto para la regulacion del mantenimiento de la
actividad meristematica. Se incorpora al factor de trancripciéon ETT como componente intermedio de la regulacién de
los factores AP2-like sobre la expresién de WUS.

Los resultados que hemos obtenido son consistentes con esta hipotesis. La expresion de la linea
pPETT::GUS en fondo mutante ful y FUL:VP16 indica que FUL regula de forma indirecta a ETT.
Ademas, el retraso del GPA en lineas portadoras de distintos alelos mutantes nulos pero fértiles
de ETT (ett-13 y arf3-4) sugiere que éste seria necesario para que el GPA se produzca en el
momento éptimo, ya que, en su ausencia, la actividad meristematica se prolonga en el tiempo.
Por otro lado, en el alelo ett-3, con severos defectos en la fertilidad, el retraso del GPA parece
mucho mas marcado que en otros mutantes estériles no relacionados, asi que podia estar
observandose un efecto aditivo de la mutacion sobre la regulaciéon temporal de WUS dependiente
de la edad y de la falta de semillas (si bien es necesario comprobarlo con plantas de distintos
genotipos, podadas o no, crecidas al mismo tiempo), lo cual podria indicar que el papel de ETT en
el control del GPA seria en gran parte independiente de la sefial procedente de las semillas en
desarrollo.

El posible papel que esté ejerciendo ETT en la regulacién meristematica en el SAM presenta gran
interés y potencial. ETT podria estar funcionando como un integrador de la sefial de regulacion de
todos los genes AP2-like, no solo de AP2. Para testar esta hipdtesis se podria generar una linea
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ett-13 35S::miR172. Si el modelo que proponemos fuera correcto el adelanto del GPA causado por
el 35S5::miR172, al reducir la expresion de todos los genes AP2-like, se anularia por la mutacion ett.

Ademas, la expresion de ETT, al igual que los genes AP2-like, esta regula por RNAs pequeios, en
este caso trans-acting siRNA (Fahlgren et al., 2006; Hunter et al., 2006). Diferentes trabajos han
mostrado la importancia de los siRNA en el mantenimiento de las células madre en el meristemo
(Knauer et al., 2013; Yu et al., 2017; Zhou et al., 2015) actuando como sefiales mdviles que
mantienen la comunicacién entre el SAM vy los tejidos adyacentes.

* ok ok kK Kk

El GPA significa el final de la etapa productiva de los cultivos monocdrpicos, por lo que es
importante conocer en profundidad cuales son los mecanismos moleculares que lo
desencadenan. A lo largo de este capitulo hemos profundizado en el estudio de una de las
posibles rutas genéticas que controlan el mantenimiento de la actividad del meristemo apical del
tallo en las etapas finales del desarrollo de la inflorescencia. Mediante diferentes abordajes
hemos tratado de enriquecer la ruta FUL-AP2 con nuevos componentes, pudiendo incorporar al
modelo el resto de factores AP2-like, a ETT o a BP. Aunque la ruta que proponemos puede
parecer sencilla, todos los factores parecen autoregularse y/o regularse mutuamente en cierta
medida, y ademads interaccionan con otras rutas de regulacion, estableciendo asi una red
compleja de regulacién finamente controlada por mdiltiples sefales, tanto ambientales como
enddgenas, para que la actividad del meristemo sea dptima para asegurar el éxito reproductivo
de la planta. Ya que el conocimiento disponible hasta el momento sobre la regulacién del GPA es
escaso, la abundancia de resultados que hemos obtenido en este estudio es muy prometedora, y
esperamos que sea el punto de partida de una linea de investigacion muy productiva.
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CAPITULO 2:

ESTUDIO DEL CONTROL DEL GPA MEDIANTE LA RUTA DE
SENALIZACION ENTRE SEMILLAS Y MERISTEMO
INFLORESCENTE






RESULTADOS

Uno de los factores que controla la aparicién del GPA es la produccién de semillas (Hensel et al.,
1994; Wouest et al., 2016), aunque se desconoce como el SAM percibe y responde a esta
produccién. Se ha propuesto un posible mecanismo segun el cual los drganos sumideros en
desarrollo exportan un factor, tal vez una hormona de la muerte aun no identificada, que es capaz
de viajar hasta el meristemo apical del tallo, donde regularia la expresiéon de los genes de
mantenimiento del meristemo y desencadenaria la senescencia monocarpica (Engvild, 1989;
Wilson, 1997). Sin embargo, por el momento no se han encontrado evidencias de la existencia de
esa sefial, y ni por lo tanto de cual seria su naturaleza o su mecanismo de accién. ¢{Cémo se
desencadena la seial de parada a partir de un umbral determinado de produccién de semillas?,
ées el desarrollo de las semillas o el desarrollo del fruto lo que desencadena la ruta de
sefializacion entre los érganos reproductivos y el SAM?, éla seial de las semillas en el SAM actua
directamente reprimiendo la expresion de WUS o regula a otros factores intermediarios? Son
muchas las incdgnitas sobre este tema. Por ello, en este capitulo pretendiamos explorar de un
modo preliminar distintas posibilidades que nos permitieran plantear hipétesis sobre esta ruta de
regulaciéon de la parada de la actividad meristematica.

Mutantes en la biosintesis o degradacion de azucares:

Una de las hipodtesis propuesta para el desencadenamiento del GPA es la existencia de relaciones
fuente sumidero, con la movilizacién de nutrientes desde los dérganos vegetativos hacia los
organos reproductivos en desarrollo (Bennett et al., 1984; Davies and Gan, 2012; Kelly et al.,
1988; Rolland et al., 2006; Sinclair and de Wit, 1975; Smeekens et al., 2010; Wingler and Roitsch,
2008). Puesto que el éxito reproductivo de la especie depende de la formacién de suficientes
semillas, parece légico suponer que los recursos disponibles se dirijan mayoritariamente hacia los
frutos y semillas en desarrollo, por lo que los érganos vegetativos comienzan a senescer y se
detiene la divisién celular en los apices de los tallos que estaban consumiendo una gran cantidad
de recursos.

Los azucares son uno de los nutrientes que se movilizan durante la senescencia de los 6rganos
vegetativos y se transporta a través del floema hacia otros tejidos, donde ademds de ser
empleados como recursos metabdlicos, también actian como sefal de regulacion para multiples
procesos del desarrollo (Li and Sheen, 2016; Smeekens, 2000; Yu et al., 2015). Por tanto son un
buen candidato a ser la sefial movil entre semillas y SAM o al menos que dicha sefal se pueda
desencadenar como consecuencia del metabolismo o acumulacién de azlcares en las semillas en
formacion.

La cantidad de los diferentes azucares presentes en la semilla en un determinado momento de su
desarrollo dependen de los diferentes procesos metabdlicos que se produzcan (sintesis y
degradacion), la capacidad de acumulacién, asi como el transporte de los azucares desde otros
organos fotosintéticamente activos hacia las semillas o al contrario.

El almiddn es un carbohidrato de almacenamiento ampliamente extendido en el reino vegetal,
compuesto por aproximadamente el 30% de amilosa y el 70% de amilopectina (Martin and Smith,
1995). Aunque en las semillas de Arabidopsis tan solo se acumula transitoriamente, junto a
hexosas, durante las primeras fases de su desarrollo, pero gradualmente van degradandose,
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guedando cantidades muy bajas en las semillas secas, donde la principal molécula de
almacenamiento son los lipidos (Andriotis et al., 2010). Sin embargo también hay un acumulo
gradual de sacarosa y otros oligosacaridos al final de la fase de maduracion (Baud et al., 2002;
Focks and Benning, 1998), existiendo una correlacion entre la disminucidon del ratio
hexosas/sacarosa y la transicidn a la fase de maduracién del embridn (Streb and Zeeman, 2012).
Se ha descrito que AP2 interviene en el control de la relacidn entre hexosas y sacarosa ademas de
controlar el tamafio de las semillas (Ohto et al., 2005). También se ha sugerido que la trehalosa-
6-fosfato podria jugar un papel critico en el desencadenamiento de la maduracién de la semilla,
pero el mecanismo molecular involucrado aun se desconoce (Gémez et al., 2006).

Aungque las semillas de Arabidopsis tan solo acumulan almidén de forma transitoria, esta especie
ha demostrado ser un valioso sistema modelo para estudiar el metabolismo del almidén en
drganos fotosintéticamente activos, que posiblemente también sea aplicable a tejidos de
almacenamiento (Streb and Zeeman, 2012). El almidén es uno de los productos primarios de la
fotosintesis en el cloroplasto. Se acumula durante el dia y se degrada durante la noche siguiente,
permitiendo el suministro continuo de hidratos de carbono en ausencia de fotosintesis. Asi, el
almiddn sintetizado en la hoja actla como un reservorio transitorio de hidratos de carbono
(Zeeman and Rees, 1999), pero también puede ser acumulado en los amiloplastos de tejidos no
fotosintéticos como semillas, raices y tubérculos, sirviendo como una fuente de energia de medio
a largo plazo para sostener procesos de crecimiento durante la germinacién. Durante los ultimos
afios se ha empleado un gran esfuerzo en el estudio de las rutas implicadas en el metabolismo del
almiddn transitorio, que también podrian ser relevantes para la comprensidon del metabolismo de
los almidones de almacenamiento (Streb and Zeeman, 2012).

En las células fotosintéticamente activas la fructosa-6-fosfato (Fru6P), un intermediario del ciclo
de Calvin, se transforma mediante una serie de reacciones enzimaticas en ADP-Glucosa (ADPGIc),
el sustrato inicial para la sintesis de almidon en el cloroplasto. Entre los enzimas implicados en
esta ruta se pueden destacar la ADP-GLUCOSA PIROFOSFORILASA (AGPasa), enzima que produce
ADPGIc a partir de glucosa-1-fosfato (Glc1P) y la GRANULE BOUND STARCH SYNTHASE 1 (GBSS1),
enzima implicada en la formacién del granulo de almidén mediante la polimerizacién de la
cadenas de amilosa (Fig. 2-1 A). Aunque esta es la principal ruta de sintesis de ADPGIc, podrian
existir otras rutas alternativas, como en el endospermo de las semillas de cereales, donde el
ADPGIc se sintetiza en el citosol y es transportado dentro de los amiloplastos, aunque esta ruta
citosdlica podria ser especifica de cereales, y no parece estar presente en Arabidopsis
(Kirchberger et al., 2008).

En cuanto al proceso de degradacion del almidéon en los cloroplastos de los tejidos
fotosintéticamente activos parece ser diferente al de los amiloplastos del endospermo de las
semillas (al menos en cereales), aunque algunos de los enzimas son comunes a ambos sistemas.
En los cloroplastos la degradacion del almidén se produce a través de una red de reacciones en
lugar de una via lineal. Algunos de los enzimas importantes en este proceso son STARCH EXCESS 1
(SEX1)/ PHOSPHOGLUCAN WATER DIKINASE (PWD), encargados de degradar los enlaces
glucosidicos a-1,4 y a-1,6, que posteriormente continuaran degradandose hasta liberar maltosa
(Streb and Zeeman, 2012) (Fig. 2-1 B).
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Figura 2-1: Metabolismo del almiddn. A) Ruta de sintesis de almiddn en los cloroplastos durante el dia: El carbono
asimilado a través del ciclo de Calvin se divide en una fraccidn que es exportada al citosol para la sintesis de sacarosa y
una fraccién que queda en el cloroplasto para la sintesis de almidén. La fructosa-6-fosfato (Fru6P) se convierte en
glucosa-6-fosfato (GIc6P) por la accion de la glucosa-6-fosfato isomerasa (PGl). La fosfoglucomutasa (PGM1) convierte
el GIlc6P en glucosa-1-fosfato (Glcl1P). El ultimo paso es catalizado por ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), que
convierte GlclP y ATP en ADPGIc y pirofosfato inorganico (PPi). Posteriormente por accion diferentes enzimas van
polimerizando la molécula de almidén. B) Proceso de degradacion del almiddn en los cloroplastos durante la noche: El
almiddn se hidroliza a maltosa y glucosa durante la oscuridad. La fosforilacion de la superficie de los granulos por SEX1y
PWD puede permitir la accidn directa de B-amilasas e isoamilasas. Imagen modificada a partir de Zeeman et al., 2007 .

Como se ha comentado anteriormente la ruta de sintesis de almiddn en los cloroplastos de los
tejidos fotosintéticamente activos se mantiene en otros tejidos, como el endospermo de las
semillas en desarrollo, sin embargo no se conoce con claridad si ocurre lo mismo con las rutas de
degradacion.

Para explorar la posibilidad de que el metabolismo de almidén regulara el GPA, decidimos
estudiar el fenotipo presentado por mutantes deficientes en la AGPasa y la GBSS1, ambas enzimas
importantes en la ruta de biosintesis de almiddn y la SEX1, implicada en la degradacion de
almiddn. La AGPasa cataliza el primer paso en la biosintesis del almidén (Fig. 2-1 A). Se trata de un
heterotetramero compuesto por dos tipos de subunidades, dos subunidades largas con actividad
catalitica y dos subunidades cortas que aportan estabilidad al complejo permitiendo su actividad.
Se ha descrito un mutante que es deficiente en la subunidad corta ADP GLUCOSE
PYROPHOSPHORYLASE 1 (APS1), el mutante de insercion de T-DNA aps1 (SALK_040155; Alonso
et al., 2003), que carece de actividad ADP-Glucosidasa, por tanto es deficiente en la sintesis de
almidén (no se ha detectado almiddn ni en hojas ni en raices). También muestra retraso de la
floracion bajo condiciones de dia largo (Ventriglia et al., 2008). La GBSS1 interviene en el siguiente
paso de la ruta biosintética. Esta enzima estd asociada al granulo de almidén y es la encargada de
polimerizar la cadena de amilosa. En el mutante de insercidon de T-DNA gbs1 (GABI914_GO01), que
carece del enzima GBSS1 se ha observado una significativa reducciéon en la acumulacién de
almiddn, asociada a la imposibilidad de sintetizar amilosa. Este mutante ha sido caracterizado en
estudios de tiempo de floracidn y presenta retraso de la floracidon (Ortiz-Marchena et al., 2014).
Por otro lado el mutante de EMS sex1 acumula gran cantidad de almiddn al ser deficiente en uno
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de los enzimas implicados en su degradacién mediante la solubilizacién de las cadenas en la
superficie del granulo de almiddn (Yu et al., 2001) (Fig. 2-1 B).

Para explorar si la alteracién de los niveles de almiddn podia afectar a la parada meristematica,
decidimos estudiar el efecto de estas mutaciones sobre el GPA, cuantificando el nimero de flores
producidas en la inflorescencia principal de estos mutantes. Tanto los mutantes aps1 como los
sex1 presentaron un GPA mas temprano, produciendo menor numero de flores que las plantas
silvestres, mientras que los mutantes gbsl no presentaron una disminucién significativa de la
produccién de flores en la inflorescencia principal (Fig. 2-2). Estos resultados eran de algiin modo
contradictorios, puesto que tanto apsl, mutante que presenta deficiencias en la sintesis de
almiddén, como sex1, que acumula almiddn en exceso, eran capaces de adelantar el GPA, mientras
que los mutantes gbs-1, que acumulan menos almiddn, no presentaban alteraciones en la parada
meristematica. El metabolismo del almidén es complejo y consta de muchos intermediarios que
podrian participar en la ruta de sefalizacion entre semillas y SAM. Sin embargo con este primer
abordaje que hemos realizado no podemos aportar ningin dato concreto sobre el posible papel
del metabolismo del almidén en la regulaciéon del GPA, aunque nuestros experimentos parecen
apuntar a que podria ser un factor que participara en su control.
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Figura 2-2: Algunos mutantes deficientes en la biosintesis o degradacion de almidén adelantan el GPA, produciendo
menos flores en la inflorescencia principal. A) Comparacion del fenotipo de plantas silvestres, mutantes deficientes en
la sintesis de almiddn (gbs1 y aps1) y deficientes en su degradacidn (sex1). Barra de escala: 20 cm. B) Numero de flores
producidas en la inflorescencia principal de los mutantes gbs1, sex1 y apsl en comparacion a plantas silvestres. Las
barras de error indican la desviacion estandar de la media, n=10. *diferencias significativas respecto a Col p<0,05 (test
T-Student).
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Busqueda de nuevos mutantes con alteracion en el GPA

Para identificar nuevos mutantes que presentaran cambios en el GPA asociados a la ruta de las
semillas, decidimos emplear un abordaje genético alternativo que no partiera de una hipdtesis
previa. Para ello, nos propusimos generar e identificar mutantes que en ausencia de produccién
de semillas se comportaran como plantas fértiles mediante mutagénesis sobre el fondo mutante
cer6-2, que presenta androesterilidad condicional. ECERIFERUM 6 (CER 6) codifica una enzima
implicado en el proceso de sintesis de lipidos de cadena larga (> 28 carbonos) y el mutante cer6-2
presenta en su cuticula y en la cubierta del polen menor contenido en este tipo de lipidos, lo que
impide que en condiciones de crecimiento de baja humedad relativa (<50%) el polen absorba
agua del estigma y germine, impidiendo la fertilizacion y el desarrollo del fruto (Fig. 2-3 panel de
la derecha). En cambio, en condiciones de alta humedad relativa, el polen germina y los évulos
son fertilizados, obteniéndose frutos normales con semillas (Fiebig et al., 2000; Preuss et al.,
1993). El mutante cer6-2, al igual que el resto de mutantes estériles, presenta un GPA tardio (Fig.
2- panel de la izquierda), por lo que el rastreo de poblaciones cer-6 mutagenizadas podia permitir
la identificacién de mutaciones secundarias que causaran adelanto del GPA en ausencia de
semillas y que pudieran revelar la participacion de los genes implicados en la ruta de represién de
la actividad meristematica en el SAM dependiente de las semillas.

Figura 2-3: Comparacion del fenotipo de plantas Ler y cer6-2. El
mutante cer6-2, a diferencia del silvestre Ler, es incapaz de
autopolinizarse debido a la ausencia de lipidos de cadena larga en
la cubierta de los granos de polen. Esto impide la formacion de
semillas, que a su vez repercute en el mantenimiento de la
actividad meristematica, retrasando el GPA de estas plantas.
Cuando en las plantas silvestres ya ha cesado la actividad
meristematica con unas 40 flores, el mutante cer6-2 continla
produciendo flores, llegando a formar hasta 100 flores.

BRERF R SNANRE]
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Durante este trabajo hemos rastreado dos poblaciones mutagenizadas diferentes: por un lado,
iniciamos el rastreo de una poblacidn obtenida por tratamiento con etil metano sulfonato (EMS)
del mutante cer6-2 ya disponible y, por otro, generamos y rastreamos una poblacidon de mutantes
de activacion etiquetada de genes (o “Activation Tagging”, en inglés) por insercién de T-DNAs
portadores de cuatro copias del potenciador del promotor CaMV35S.
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Mutagénesis de EMS

Tuvimos acceso a una mutagénesis por tratamiento con etilmetilsulfonato (EMS) realizada sobre
el fondo mutante cer6-2 por el grupo de los doctores A. Martinez Laborda y A. Vera (Alonso
Cantabrana, 2005), en la cual obtuvieron 94 familias M2, cada una compuesta por la
descendencia de 20 plantas M1.

Este tipo de mutagénesis genera mutaciones puntuales irreversibles, principalmente transiciones
de G/C a A/T. El efecto de la mutacidon dependera de la posicién del genoma en la que se haya
producido, pero a menudo este tipo de mutagénesis altera la funcionalidad del gen afectado en
diferente grado: pérdida de funcidn, funcidon parcialmente reducida, funcién cualitativamente
alterada y funcidn constitutiva (Maple and Mgller, 2007; Redei and Koncz, 1992) .

Como criterio de seleccidn durante el escrutinio primario de la poblacién de EMS, elegimos
cambios en la altura de la planta. Los cambios en la altura de la planta no solo dependen del
tiempo que se mantiene la actividad meristemdtica del SAM, sino que puede depender también vy,
posiblemente de forma mas influyente, de la elongaciéon de los entrenudos. A pesar de ello, dicho
criterio de seleccidon nos permitia reducir el trabajo necesario para realizar el escrutinio, por tanto
seleccionamos plantas que presentaban mayor o menor altura que las plantas control cer6-2,
cuyo fenotipo en relacidon con el GPA seria comprobado durante el escrutinio secundario,
confirmando asi en su caso si los cambios en la altura de la planta estaban asociados a cambios en
la produccidn de frutos y por tanto a cambios en el momento del GPA.

Durante esta tesis doctoral se comenzd con el escrutinio de dicha poblacién mutagenizadas.
Realizamos el rastreo primario de 11 familias M2 (11, 34, 39, 61, 74, 76, 77, 78, 79, 90, 94), con
200 plantas de cada una de las familias. De las once familias estudiadas, solo encontramos plantas
que coincidian con los criterios de seleccidén en ocho de ellas. En total, durante el rastreo primario
seleccionamos 37 plantas, 21 con menor altura que el control cer6-2 y 16 con mayor altura. En
figura 2-4 A se muestra su distribucién en las diferentes familias. Debido a la androesterilidad
condicional de cer6-2 en las condiciones de crecimiento necesarias para realizar la seleccion,
obtuvimos un nimero muy reducido de semillas de las plantas seleccionadas, y en algunas de
ellas no conseguimos ninguna semilla. En la figura 2-4 B se muestra el fenotipo de algunas de las
plantas seleccionadas por su mayor o menor altura respecto al control cer6-2.
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Figura 2-4: Rastreo primario. A) Plantas seleccionadas durante el rastreo primario. B) Se muestra el fenotipo de algunas
de las plantas seleccionadas. Barras de escala: 20 cm.

Sembramos la descendencia de todas las plantas seleccionadas durante el escrutinio primario de
las que habiamos conseguido semillas y procedimos a realizar el escrutinio secundario para
comprobar si las plantas mantenian las caracteristicas por las que habian sido seleccionadas o si
por el contrario habian sido un efecto del ambiente. También comprobamos si el aumento o
disminucién de la altura de la planta estaba asociada a una mayor o menor produccidén de frutos o
si se debia a otras causas. Para ello realizamos el recuento de frutos en la inflorescencia principal
de toda la descendencia de cada una de las plantas seleccionadas y también si mostraban otras
alteraciones evidentes en el desarrollo de la planta.

Durante el rastreo secundario de la familia 11, la descendencia de la linea 11.1(B) nuevamente fue
mas baja que las plantas control, sin embargo, no la seleccionamos al presentar defectos en el
desarrollo de las flores, formando flores sin pétalos o con menor nimero de ellos, recordando a
los fenotipos tipicos de los mutantes apl (Fig. 2-5C, primer panel). La linea 11.2 (B), aunque era
algo mads baja que las plantas control, no presentd una reduccion considerable en el nimero de
flores producidas en la inflorescencia principal, mientras que cer6-2 produjo una media de
84,64+10,9 frutos, esta linea produjo 74,83+18 frutos de media. De igual forma tampoco
observamos diferencias entre las plantas control cer6-2 y la linea 11.1(A), que produjo 101+9,29
(Fig.2-5 Ay B).
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Figura 2-5: Rastreo secundario. En la tabla se muestra la produccion de flores en la inflorescencia principal de las lineas
evaluadas, asi como diferentes alteraciones en el desarrollo de la planta independientes del control del GPA. En la

ultima columna se marca con una x las lineas que seria interesante continuar evaluando (n.d.= datos no disponibles).
B) Grafico de caja y bigotes de la produccién de flores en la inflorescencia principal de las lineas evaluadas en
comparacion al control cer6-2. Las lineas rojas marcan el intervalo de produccidn de flores presentado por las plantas
control cer6-2. C) Se muestran algunos de los fenotipos observados en los mutantes evaluados: 11.1 (B) flores similares
a las formadas en el mutante ap1; 34.2 (B) fenotipos similares al mutante wus; 61.1 (A) y 61.2(A) severo retraso de la

floracién. Barra de escala: 3 cm.
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En la familia 34, de las cuatro plantas M2 seleccionadas inicialmente por presentar menor altura
que las plantas control solo la descendencia de las plantas 34.2 (B), 34.3 (B) y 34.4 (B) alcanzaron
menor altura, pero no las consideramos interesantes debido a la presencia de alteraciones en el
desarrollo de la inflorescencia y de las flores, como, por ejemplo, defectos tipicos de los mutantes
wus presentes en la linea 34.2 (B) (Fig. 2-5C, 22 panel). La planta 34.1(A) que fue seleccionada
durante el escrutinio primario por haber alcanzado mayor altura que las plantas cer6-2 control,
durante este el escrutinio secundario fue descartada al producir un nimero similar de flores en la
inflorescencia principal que cer6-2. Por tanto de esta familia no fue seleccionada ninguna linea
(Fig.2-5 Ay B).

En la familia 39 tan solo pudimos continuar con el escrutinio de la planta 39.1(B) ya que de las
otras dos plantas seleccionadas no conseguimos semillas. La descendencia de esta planta produjo
menor numero de flores en la inflorescencia principal, con 63,3315,89 frutos de media, mdximo
de 70 frutos y un minimo de 55, en comparacion a las plantas cer6-2 que formaron una media de
84,64110,9 flores, con un maximo de 103 y un minimo de 69. Este mutante resultaba
especialmente interesante, ya que su GPA era significativamente mds temprano que el del fondo
cer6-2 en condiciones de esterilidad (Fig.2-5 Ay B).

De la familia 61, la descendencia de las plantas 61.1(A) y 61.2(A) seleccionadas previamente en el
escrutinio primario por alcanzar mayor altura que las plantas control, mostraron un fuerte retraso
de la transicion floral, produciendo mayor nimero de hojas que el control (Fig. 2-5 C, 32 panel).
Por lo general estas plantas produjeron mas frutos que el control, 61.1(A) con 109+1,41 flores de
media y 61.2(A) con 92,09+7,1 flores de media. No obstante, como pensabamos que tal vez el
retraso de la floracion podria estar influyendo en la produccidon de flores, descartamos estas
lineas.

En la familia 74 solo pudimos recoger una semilla de una de las plantas bajas seleccionadas, que
durante el escrutinio secundario produjo tan solo 40 flores en la inflorescencia principal.
Desafortunadamente no conseguimos recoger ninguna semilla de esta planta, por lo que
perdimos esta linea seleccionada. Sin embargo, podriamos volver a la generacién M2 y volver a
identificar mutantes con efectos similares dentro de la familia M2-74.

En la familia 76 la descendencia de la planta 76.1(B) produjo 57,6615,6 de media en la
inflorescencia principal (Fig. 2-5 Ay B), sin mostrar ningun otro tipo de defecto en el desarrollo de
la planta distinto a los presentados por el fondo genético cer6-2 (Fig. 2-5 C 42 panel). De la planta
76.2(B) solo pudimos recoger una semilla y tras sembrarla y completar su ciclo de vida
observamos que solo habia producido 4 flores en la inflorescencia principal ademas de presentar
mayor numero de hojas caulinares (Fig. 2-5 C 52 panel). Seleccionamos ambas lineas para
posteriores estudios.

En la familia 78 tan solo pudimos continuar con el escrutinio secundario de las lineas 78.1(B) y
78.2(B), ya que del resto de plantas seleccionadas no conseguimos semillas. Durante el escrutinio
secundario no observamos diferencias de produccién de flores en la inflorescencia principal
frente a las plantas control. No obstante, la linea 78.1(B) seguia presentando menor altura a causa
de una menor elongacién de los entrenudos. De esta familia no seleccionamos ninguna linea.
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La familia 79 fue la que mayor nimero de plantas seleccionadas tuvo durante el escrutinio
secundario, sin embargo solo conseguimos una semilla de dos de las plantas de menor altura.
Durante el escrutinio secundario las lineas 79.1(B) y 79.2(B) produjeron 68 y 55 flores en la
inflorescencia principal respectivamente, por lo que entraban dentro de los criterios de seleccién
qgue habiamos establecido.

En total, tras el escrutinio secundario seleccionamos 6 lineas, de las que pudimos recoger semillas
Unicamente de 4 de ellas: 39.1(A); 76.1(B); 76.2(B) y 79.2(B).

El fenotipo de estas lineas podria estar causado por la mutacién de un gen candidato a regular la
parada de la actividad meristematica mediante la ruta de control del SAM dependiente de
semillas, por lo que seria interesante continuar este trabajo con la identificacion de las
mutaciones causantes y la caracterizacién del posible papel de los genes implicados en esta ruta.

Mutagénesis de Activation tagging:

Paralelamente al apartado anterior, llevamos a cabo una mutagénesis de activacion etiquetada de
genes, transformando plantas cer6-2 con el vector pSKIO15, que contiene cuatro copias de una
secuencia potenciadora de la transcripcion del promotor CaMV35S, que es capaz de aumentar la
expresion de los genes contiguos a la insercion del T-DNA, desde su propia caja TATA y por tanto
genera con frecuencia mutantes de ganancia de funcién con herencia dominante. La insercion del
T-DNA también genera mutantes de pérdida de funcidn si se produce en la secuencia codificante
de algun gen, mostrando por lo general en este caso un patrén de herencia recesivo.

Algunas de las ventajas de este tipo de mutagénesis frente a la de EMS, que hemos empleado en
el apartado anterior, es que se pueden identificar mutantes en genes que presentan redundancia
génica, pues la sobreexpresidn de dicho gen ya puede generar un fenotipo mutante, mientras que
mediante mutagénesis que causan la pérdida de funcion seria necesario mutar varios de los genes
redundantes para conseguir un fenotipo diferencial. Adema3s, se simplifica la identificacion del gen
mutado, puesto que solo hay que localizar el punto de inserciéon del T-DNA, mediante rescate
plasmidico o secuenciacién del genoma, y posteriormente estudiar si el fenotipo esta causado por
la pérdida de funcién del gen donde se localiza la insercidn, o si se debe al aumento de expresidon
de algunos de los genes situados en regiones cercanas a la insercion.

El objetivo final de esta mutagénesis era conseguir una poblacién de entre 2000 y 4000 lineas
transgénicas independientes, que aunque no llega a representar un genoma saturado de
inserciones, seria suficientemente amplio para una primera aproximacion. Tras la transformacidn
de plantas cer6-2, procedimos a la seleccidn de lineas T1. Durante este trabajo de tesis doctoral
llegamos a seleccionar 233 lineas T1, con las que se comenzod a realizar el escrutinio en busca de
mutantes con alteraciones en el GPA.

Como el principal criterio de seleccidon que ibamos a aplicar durante el escrutinio era una menor o
mayor produccion de flores que el control, era recomendable contar con mas de una planta de
cada linea transgénica para que los recuentos de flores fueran mds representativos, y como
ademds para posteriores comprobaciones de las caracteristicas seleccionadas necesitariamos
semillas de las lineas transgénicas, decidimos crecer las lineas T1 en condiciones de elevada
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humedad relativa, para que produjeran un numero suficiente de semillas, y posteriormente
realizar el escrutinio primario en la generacién T2.

Las lineas 1-196 se crecieron en condiciones de alta humedad para permitir la fertilizacién vy
produccién de semillas T2. Para realizar el rastreo primario en la generacién T2, sembramos las
semillas de cada una de las lineas y cuando contaban con 4 hojas de roseta fueron tratadas con
una solucién de glufosinato amonico para eliminar aquellas plantas que no portaban el T-DNA.
Finalmente nos quedamos con 12 plantas resistentes al agente de selecciéon de cada una de las
lineas transgénicas independientes, sobre las que realizamos el rastreo primario.

El criterio de seleccidon que habiamos propuesto para la seleccidon de posibles mutantes fue que al
menos un tercio de plantas evaluadas en cada una de las lineas transgénicas produjeran mas o
menos de 10 flores que la planta control cer6-2 con mayor o menor produccidon de flores
respectivamente. Con estos criterios, seleccionamos en la generacidn T2, cinco lineas transgénicas
independientes con mayor produccién de flores o GPA retrasado, y ocho lineas transgénicas
independientes con menor produccién de flores o GPA adelantado (Tabla 2-1). Ademas de las
lineas transgénicas seleccionadas con estos criterios, decidimos afiadir otras lineas en las que
algunas plantas presentaban adelantos drasticos del GPA aunque no llegaran a representar un
tercio de los individuos T2 (Tabla 2-1).

Tabla 2-1: Resultados del escrutinio primario. Se indica el nimero de las lineas donde al menos un tercio de las plantas
T2 produjo mas o menos de 10 flores que la planta control cer6-2 con mayor o menor produccion de flores
respectivamente. Aunque fuera de los criterios de seleccidn, también seleccionamos lineas donde algunas de las plantas
T2 habian producido una disminucién considerable en la produccién de flores en la inflorescencia principal.

M duccio
ayor produccion En al menos 1/3 de las plantas evaluadas | 8, 19, 28, 29, 64

de flores

Menor produccién | En al menos 1/3 de las plantas evaluadas | 5, 13, 44, 46, 54, 60, 110, 112

de flores Solo en 1 o 2 plantas 156,158, 171, 173, 174, 191, 194

Para comprobar que el fenotipo de retraso o adelanto del GPA de las lineas seleccionadas en la
generacidon T2 se debia a la insercion del T-DNA, recogimos semillas T3 para posteriormente
realizar el escrutinio secundario. Lamentablemente, las lineas 158, 171, 173 y 174 resultaron
totalmente estériles y no pudimos seguir trabajando con ellas.

Durante el escrutinio secundario, sobre la generaciédn T3, nuevamente realizamos el conteo de
flores producidas en la inflorescencia principal de las plantas crecidas en condiciones de baja
humedad relativa, es decir, favoreciendo la esterilidad. Ninguna de las lineas seleccionadas por
mayor produccion de flores mostré el fenotipo por el que se habian seleccionado, produciendo
todas ellas similar nimero de flores que las plantas control cer6-2 (Fig. 2-6). En el caso de las
lineas seleccionadas por una menor produccion de flores en la inflorescencia principal, cinco de
las lineas (5, 25, 44, 46 y 191) volvieron a tener una produccién de flores por debajo del umbral
establecido, aunque en ninguna de ellas fue en el 100% de las plantas evaluadas. La linea 191 fue
la que presentd mayor niumero de plantas en la generacion T3 que mantuvieron el fenotipo de
adelanto del GPA seleccionado durante el escrutinio primario (Fig.2-6).
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A Lineas seleccionadas en el escrutinio primario por retrasar el GPA
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Figura 2-6: Escrutinio secundario: Recuento del nimero de flores producidos en la inflorescencia principal de las
plantas T3 de las lineas transgénicas seleccionadas durante el escrutinio primario, (n=3-12). Las lineas rojas marcan el
umbral de seleccién. +indica la media muestral.

Como en la mayoria de las lineas transgénicas crecidas en condiciones de baja humedad relativa
(esterilidad), habiamos conseguido recuperar algunas semillas, decidimos cambiar la estrategia de
trabajo y realizar el escrutinio primario en la generacidn T1, para agilizar el proceso de seleccidn.
Para ello se seleccionaron lineas T1 resistentes y se crecieron en condiciones de baja humedad,
donde las plantas presentan una tasa de fertilidad muy baja. Mediante este procedimiento se
escrutaron en T1 las lineas 197-233. El criterio de seleccidén que empleamos fue una mayor o
menor altura de la planta que estuviera asociada a una mayor o menor produccion de flores.
Durante este escrutinio no encontramos ninguna linea que cumpliera con los criterios de
seleccién.

Tras el escrutinio secundario, las lineas que mejor se ajustaban a los criterios de seleccidon fueron
las lineas 5, 44, 46 y 191, siendo esta ultima la que menor variacion en el nimero de frutos en la
inflorescencia principal mostrd. Por todo ello decidimos continuar trabajando con la linea 191
para identificar el gen mutado, que podria estar causando el adelanto del GPA a pesar de que la
planta fuera practicamente estéril.
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Volvimos a sembrar las semillas T3 de la linea 191. Tras aplicar el tratamiento con glufosinato
amonico, todas las plantas fueron resistentes, por lo tanto debiamos de estar trabajando con la
insercidon del T-DNA en homocigosis. Tras evaluar la produccién de flores en la inflorescencia
principal, nuevamente estas plantas produjeron menor nimero de flores en la inflorescencia

principal que cer6-2 (Fig. 2-7).

B Figura 2-7: Fenotipo de la linea
117 R transgénica 191. A) Comparacién del

aspecto fenotipico de la linea transgénica
s ] 191 con cer6-2. El mutante 191 muestra
T adelanto del GPA. Barra de escala: 5 cm.

107;

B) Produccion de flores en la

97t ] inflorescencia principal de plantas control

cer6-2 y mutante 191.
87t

77

Ne flores en la inflorescencia principal
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Para identificar la posicidn de la insercién del T-DNA decidimos secuenciar el genoma completo de
la linea 191 mediante una plataforma de secuenciacién masiva y posteriormente localizar la
posicion del T-DNA.

La insercion se encontraba localizada al principio del tercer exén del gen AT1G54840,
concretamente entre las coordenadas 20.132.264 y 20.132.290 del cromosoma 1 (Fig. 2-8 A). Este
gen, también llamado INCREASED DNA METHYLATION 2 (IDM2/ROS5) codifica un miembro
atipico de la familia HSP20 implicado en la desmetilaciéon (Li et al., 2015c; Qian et al., 2014; Zhao
etal., 2014).

En este tipo de mutagénesis, donde se produce la insercidn de la secuencia potenciadora de la
transcripcién del promotor 35S en el genoma de la planta, suele producirse la activacion de la
expresion de alguno de los genes localizados alrededor de la insercion del T-DNA. Buscamos en la
secuencia de la linea 191 cuales eran los genes que se encontraban situados alrededor de la zona
de inserciéon del T-DNA. El gen mas cercano aguas abajo es el HSP20-like CHAPERONE
SUPERFAMILY PROTEIN (AT1G54850), a unas 1.500 pb, en sentido directo. El gene mas cercanos
aguas arriba es NUCLEAR FACTOR Y SUBUNIT C3 (NF-YC3, AT1G54830), aunque esta en sentido
directo también. El gen mas cercano aguas arriba de la insercidn en sentido reverso se localiza a
unas 9 kb. Este gen es GDSL-motif esterase/acyltransferase/lipase (AT1G54790) (Fig. 2-8 B).
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A T-DNA
AT1G54840
(IDM2) —
B T-DNA
- -« - -« Ls - -«
AT1G54790 AT1G54830 AT1G54840 AT1G54850
(GDSL-motif esterase...) (NF-YC3) (IDMm2) (HSP20-like)

Figura 2-8: Localizacion de la insercion del T-DNA en el gen IDM2. A) La insercion del T-DNA se encuentra al inicio del
tercer exon del gen IDM2. La region codificante esta representada en gris oscuro y las regiones 5’UTR y 3’UTR en gris
claro. Los rectangulos corresponden a los exones y las lineas a los intrones. Se representa AT1G54840.1 segun la
informacién disponible en el TAIR. B) Genes localizados alrededor del T-DNA. El gen mas cercano aguas abajo, a unas
1.500 pb, es HSP20-like chaperones superfamily protein (AT1G54850). Aguas arriba, el gen mas cercano es NUCLEAR
FACTOR Y-SUBUNIT C3 (NF-YC3, AT1G54830), aunque esta en sentido directo. El gen mds cercano aguas arriba en
sentido reverso es GDSL-motif esterase/acyltransferase/lipase (AT1G54790), aunque se localiza a unas 9 kb de la
insercion del T-DNA. Las flechas negras sobre la secuencia codificante de cada gen indican la posicién de los cebadores
empleados en la PCR semicuantitativa.

Analizamos mediante RT-PCR semicuantitativa el nivel de expresién de dichos genes en la linea
191 y en el control cer6-2. Extrajimos RNA a partir de hojas y, tras la sintesis de cDNA,
amplificamos una region de la secuencia codificante de los diferentes genes, empleando los
cebadores indicados en la figura 2-9 B. Mediante esta técnica no detectamos diferencias de
expresion entre las plantas cer6-2 y la linea 191 para los genes At1G54830 ni At1G54840. Es
posible que el T-DNA causara un ligero aumento en el nivel de expresion del transcrito del gen
At1G54850, puesto que en el mutante la intensidad del amplicén fue ligeramente mayor que en el
control, a pesar de que como indica la PCR control de Actina en el control la concentracion de
cDNA empleada para la amplificacion fue algo mayor que en el mutante 191 (Fig. 2-9). Para el gen
At1G54790 no obtuvimos amplificacidon en ninguna de las muestras.

cer6-2 191 Figura2-9: RT-PCR semicuantitativa de los genes localizados alrededor de la
At1G54790 insercion del T-DNA. Se muestra la amplificacién a ciclo 25 y 27 de muestras
(SFAR1) n.d. n.d. control cer6-2 a la izquierda y mutante 191 en cada uno de los genes. Como

control interno se ha empleado la Actina.

At1G54850
(HSP20-like)
At1G54830
(NE-YC3)
At1G54840
(IDM2)
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Aunque resultados son tan sélo preliminares y seria necesario emplear una técnica mas sensible
para confirmarlos, como Q-RT-PCR, parecen indicar que la insercion del T-DNA no causa
alteraciones de gran magnitud en los niveles de expresién de los genes adyacentes a la insercidn.
Como, por otro lado, el fenotipo de adelanto del GPA lo observamos cuando el T-DNA se
encontraba en homocigosis, los resultados parecian sugerir que la insercidon del T-DNA estuviera
causando una mutacién recesiva de pérdida de funcidn del gen donde se localizaba. Para
comprobar esta hipdtesis hemos identificado otro posibles mutantes de pérdida de funcién de
este gen en las colecciones de mutantes disponibles (SALK_130656.45.15), para el que en futuros
experimentos caracterizaremos el momento en el que aparece el GPA tanto si no se impide la
formacién de semillas como si se hace mediante podado manual de los frutos en desarrollo.
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DISCUSION

En este capitulo hemos pretendido aportar algo de informacién sobre posibles factores que
puedan estar implicados en el mecanismo molecular que subyace bajo dos de las hipdtesis
propuestas sobre el control de la senescencia monocdrpica. Una de ellas es la existencia de
relaciones fuente-sumidero entre los drganos vegetativos, que actian como fuente de recursos,
hacia los drganos reproductivos o los meristemos apicales, que actian como sumideros, y la
segunda es el control del GPA por parte de la produccion de semillas. Ambas hipdtesis estan
relacionadas, puesto que tanto el desarrollo de las semillas como la divisién celular y formacidn
de nuevas flores consumirian gran cantidad de nutrientes, por lo que para evitar poner en peligro
el desarrollo completo de los frutos y semillas ya formadas, deberia existir un mecanismo de
parada de la actividad meristematica.

En plantas monocdrpicas la induccidn de la senescencia podria desencadenarse como respuesta a
la relocalizacién de nutrientes, desde los érganos vegetativos a los drganos en desarrollo, ya que
existen evidencias de un transporte de nutrientes (azucares, compuestos nitrogenados, etc.)
entre estos drganos, y algunos ensayos realizados en leguminosas indican que la senescencia se
retrasa en genotipos que presentan una tasa de crecimiento reproductivo mas lenta, permitiendo
una asignacion continua de recursos al crecimiento vegetativo (revisado en(Davies and Gan,
2012). Aunque no se conoce exhaustivamente el mecanismo molecular que causa este efecto, se
ha propuesto que cambios en la proporcién de sacarosa y hexosas llevan al desencadenamiento
de diferentes rutas de transduccion de sefiales que terminan promoviendo la senescencia
(Smeekens et al., 2010).

Todos los trabajos realizados en torno a estudiar el efecto de las relaciones fuente-sumidero y la
removilizacién de nutrientes se han centrado en el estudio de la senescencia de los drganos
vegetativos, que aunque en plantas monocarpicas estd ligado a la senescencia de la planta entera,
no coincide exactamente, dejando de lado el efecto sobre la actividad del SAM y la aparicién del
GPA. La senescencia de la planta entera en las especies o variedades monocdrpicas se debe a la
senescencia de los érganos vegetativos pero sobre todo a la senescencia de los todos los SAMs,
gue impide que se generen nuevos érganos vegetativos que permitan el crecimiento durante la
siguiente temporada (Amasino, 2009). Tanto la senescencia de las hojas, como la de los
meristemos inflorescentes podrian considerarse un mecanismo para permitir que todos los
nutrientes sean destinados al desarrollo de los érganos reproductivos. En las hojas la senescencia
comienza, en respuesta a una serie de sefales enddgenas y ambientales, con la activacion de
procesos de degradacién de los componentes celulares (Lim et al., 2003). Sin embargo, en el
meristemo apical el proceso no es tan directo. Tras el GPA se para la actividad meristematica,
pero no se activa una degeneracion celular sino que el meristemo entra en un estado de
dormicién del cual podria reactivarse (Wuest et al., 2016). Posteriormente, comenzaran los
procesos tipicos de la senescencia. Por ello, aunque todavia no se ha estudiado este proceso, es
posible que la senescencia del meristemo apical del tallo se pueda dividir en varias fases,
finamente reguladas por multitud de sefales enddgenas y ambientales. La primera fase se
iniciaria con el GPA, donde el meristemo se mantendria en un estado latente y durante una
segunda fase se produciria la degradacidn propia del proceso senescente.
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Los trabajos basados en la segunda hipdtesis, centrados en el estudio del control de la
senescencia monocarpica por parte de la produccién de semillas, han tenido en cuenta los
eventos que ocurren en el meristemo inflorescente durante el final del ciclo de vida de la planta.
Se ha tratado de identificar qué tipo de sefiales procedentes de las semillas en desarrollo son las
causantes del adelanto o retraso el GPA, aunque solo se ha llegado a confirmar el efecto de la
ausencia de semillas (Bleecker and Patterson, 1997; Hensel L. et al., 1994; Wuest et al., 2016).

Cambios en el metabolismo de almidon afectan al GPA

Nosotros, en el primer apartado de este capitulo, hemos pretendido estudiar el efecto sobre el
GPA de la alteracidon en las rutas metabdlicas que dirigen el proceso de biosintesis de almiddn.
Aunque el metabolismo de almiddn estd bien caracterizado en los tejidos fotosintéticamente
activos, como las hojas, en los que se han descrito que participan multitud de rutas (Andriotis et
al., 2010; Ball and Morell, 2003; Grennan, 2006; Kotting et al., 2010; Streb and Zeeman, 2012), se
piensa que también son aplicables en semilla (embridn o endospermo) (Streb and Zeeman, 2012).
Puesto que nuestra intencién era exploratoria, seleccionamos solo un numero reducido de
mutantes para su estudio. Asi, los mutantes caracterizamos preliminarmente fueron: apsl, que
carece de la sintesis de almiddn al eliminar la actividad ADP-Glucosidasa (Ventriglia et al., 2008);
gbs1, que al carecer de la actividad de la enzima GBSS1 no puede polimerizar cadenas de amilosa
y ello reduce la tasa de sintesis de acumulacién de almidén (Ortiz-Marchena et al., 2014); y sex1,
gue es incapaz de degradar el almidén al ser deficiente en uno de los enzimas encargado en la
solubilizacion del granulo de almidén (Yu et al.,, 2001). Todos estos genes afectados por las
mutaciones seleccionadas presentan un amplio patron de expresidon en la planta, salvo en raiz y
semillas maduras, donde no parece que se expresen (http://bar.utoronto.ca; http://travadb.org).

Para estudiar el efecto de acumulacién o falta de almiddn en la planta sobre el GPA, realizamos el
recuento del nimero de flores producidas en la inflorescencia principal y los resultados que
obtuvimos fueron algo desconcertantes. El mutante gbs1 no mostré ningun tipo de efecto sobre
el GPA, pero tanto el mutante aps1, deficiente en la sintesis de almidén, como sex1, deficiente en
su degradacidn, adelantaron el GPA.

EL resultado obtenido con gbsl puede ser debido a que a pesar de no sintetizarse amilosa, el
granulo de almiddn sigue formandose Unicamente con amilopectina, aunque se reduce su tasa de
acumulacion (Ortiz-Marchena et al., 2014). Por tanto, aunque esté alterada la tasa de sintesis y
composicion del almidén, no seria impedimento para mantener mecanismos moleculares que
regularan el mantenimiento de la actividad del SAM o por el contrario que reprimieran a aquellos
factores que pudieran estar promoviendo el GPA.

Sin embargo, la explicacidn del efecto de los mutantes sex1 y aps1 es mas complicada. Como ya
hemos comentado las rutas de biosintesis de azucares es muy compleja, formando una red de
rutas que interaccionan unas con otras y que en ausencia de una de ellas los sustratos
intermediarios son integrados en otras rutas (Bar-Peled and O'Neill, 2011). Todo ello podria ser
explicacion de por qué tanto un mutante deficiente en la sintesis de almidén como en la
degradacion puedan tener el mismo fenotipo de adelanto del GPA. En el mutante apsi, la ruta de
biosintesis de almidéon estd bloqueada a nivel de la ADP-Glucosa, por lo cual, podria estar
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acumulandose su sustrato, la Glucosa-6-Fosfato (GIc6P) u otros intermediarios de la ruta. En el
mutante sex1, el exceso de almiddn podria estar regulando de alguna forma la ruta biosintética y
gue se estuvieran acumulando ademas de almiddn otros metabolitos intermedios. Por tanto, un
posible punto en comun entre ambos mutantes podria ser la acumulacion de intermediarios de la
ruta de biosintesis del almidon. Ademas se ha sugerido la existencia de una relacién entre
cambios en las proporciones de hexosas y sacarosas con la activacién de procesos de muerte
celular y removilizacidn de nutrientes asociados a la senescencia de los 6rganos (Smeekens et al.,
2010; Thomas, 2013). Con todo ello podriamos pensar que en los mutantes aps1 y sex1, donde el
metabolismo de almidén estd alterado, se podrian estar viendo afectadas las proporciones
normales entre hexosas y sacarosa disponible, que activara el comienzo de la senescencia en los
drganos fotosintéticamente activos y que esto a su vez llevara a la activacion del GPA. No
obstante todo son especulaciones y podria existir otro tipo de relaciones que no hayamos
contemplado y que puedan explicar mejor el adelanto del GPA de estos mutantes.

Aunque el trabajo que hemos realizado en relacién a este tema es muy preliminar, hemos
comprobado que los mutantes apsl y sexl presentan cambios en el GPA, que deben estar
relacionados de alguna manera con las mutaciones en los enzimas de sintesis o degradacién del
almiddn. Por tanto, seria interesante seguir trabajando con estos mutantes y estudiar en mayor
profundidad si hay una relacién con las semillas en desarrollo. ¢éLa alteracidn del metabolismo de
almiddén Unicamente en las semillas podria activar la parada de la actividad meristematica?, ¢es la
senescencia de los drganos vegetativos, activada por la captacién de nutrientes de los érganos
sumidero, lo que desencadena la sefializacién que hace que el meristemo entre en dormicidn?
Aun son muchas las incégnitas presentes en esta area de trabajo que pueden representar nuevas
vias de investigacion.

La identificacion de nuevos mutantes podria facilitar el estudio de la ruta de
sefalizacidn entre semillas y meristemo

Junto con los experimentos exploratorios comentados en el apartado anterior, abordamos una
estrategia que no requeria de hipdtesis previas o candidatos: la identificacion de mutantes con
fenotipos interesantes.

Mediante el rastreo de poblaciones mutagenizadas buscando fenotipos relacionados con
procesos del desarrollo especificos se han conseguido descifrar numerosas rutas genéticas
(McCallum et al., 2000; Parinov and Sundaresan, 2000; Weigel et al., 2000). Existen distintos tipos
de aproximaciones para la mutagénesis de plantas (Kodym and Afza, 2003; Krysan et al., 1999;
Weigel et al., 2000). En este trabajo hemos empleado dos de ellos, una mutagénesis inducida por
un agente quimico, etilmetilsulfonato (EMS), y una mutagénesis debida a la insercidon de un
T-DNA que contenia cuatro copias del potenciador del promotor de expresion constitutiva
CaMV35S.

Ambas estrategias de mutagénesis se realizaron sobre el fondo genético androestéril condicional
cer6-2 (estéril en condiciones de crecimiento de baja humedad relativa) con el objetivo de
identificar preferentemente mutantes que se comportaran, en el aspecto relativo al GPA, como si
fueran fértiles en estas condiciones.
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Con la mutagénesis de EMS, aunque el nimero de familias M2 escrutadas no ha sido muy
elevado, y seria conveniente continuar con el escrutinio de otras familias, hemos conseguido
seleccionar seis lineas mutantes (dos de ellas totalmente estériles) que muestran un GPA
adelantado a pesar de ser estériles o practicamente estériles, por lo que los genes mutados
podrian estar relacionados con la regulacion de la parada de la actividad meristematica mediante
la via de sefializacion procedente de las semillas. Con las dos lineas mutantes totalmente estériles
no podemos continuar con su estudio. Pero se podria volver a aislar nuevamente esos mutantes
a partir de la generacién M2 del grupo parental en el que fueron encontrados, donde seria
factible el aislamiento de individuos heterocigdticos portadores de la mutacién. Para todos
los mutantes seleccionados durante este trabajo queda para el futuro realizar tanto una mejor
caracterizacién de los efectos de la mutacién como la identificacidon del gen afectado por ella. En
primer lugar, seria necesario retrocruzarlos tanto con la linea parental como con estirpes
silvestres, para eliminar mutaciones secundarias, observar el efecto sobre el GPA en ausencia de
la mutacion cer6-2 y determinar el patron de herencia de la mutacidon. Por otra parte, para
identificar la mutacion causante habria que realizar un cartografiado genético como antesala de
la identificacién molecular de los genes afectados, para lo cual empleariamos estrategias de
secuenciacion masiva si con el cartografiado no nos indica genes candidatos.

El otro abordaje que hemos llevado a cabo es la mutagénesis de Activattion tagging (Weigel
et al., 2000). Este tipo de abordaje presenta una serie de ventajas frente a la mutagénesis de
EMS. Por ejemplo la posibilidad de encontrar mutantes en genes que presenten un alto grado
de redundancia. Con una aproximacion por EMS, seria necesario mutar todos los genes
implicados en la regulacién de un caracter para observar un fenotipo diferencial, algo
altamente improbable. Sin embargo, mediante Activattion tagging, la activaciéon de la
expresion enddgena de uno de los genes es suficiente para generar un fenotipo mutante que
podamos seleccionar. También se pueden identificar mutaciones que en homocigosis sean
letales, ya que se puede trabajar con ellas en heterocigosis. Y la identificacion del gen mutado
es mas sencilla, puesto que mediante rescate plasmidico o secuenciacién del genoma se puede
localizar el punto de insercion del T-DNA y estudiar cual de los genes situados alrededor de la
insercidn esta viendo afectada su expresion.

El objetivo inicial marcado fue conseguir una poblacién de entre 2000 y 4000 lineas
transgénicas independientes del cual durante el transcurso de esta tesis se ha llegado a
seleccionar 233 lineas T1 independientes, portadoras del T-DNA. De las cuatro lineas
seleccionadas tras el escrutinio secundario decidimos continuar trabajando con la 191, ya que
presentaba un fenotipo de adelanto del GPA mas acusado. Tras la secuenciacién del genoma
completo de esta linea, identificamos que el T-DNA se encontraba insertado en el gen
IDM2/ROS5.

IDM2 pertenece a la familia SMALL HEAT SHOCK PROTEIN 20 (sHSP20). Esta pequefia familia
de proteinas de choque térmico estd ampliamente distribuida en procariotas y eucariotas y se
define por un motivo conservado de 100 a 110 aminodacidos conocido como dominio a-cristalino.
IDM2 se considera un miembro atipico de esta familia ya que no responde a estrés térmico. La
funcién que se le ha atribuido es la regulacion de la demetilacién activa (Li et al., 2015c; Qian
et al., 2014). De forma muy resumida, la demetilacién activa del DNA en plantas estd catalizada
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en parte por REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1), e IDM1 junto a IDM2 y otras proteinas facilitan
la unidn de ROS1 a sus dianas (Li et al., 2015c; Zhao et al., 2014). La metilacion del DNA es una
importante marca epigenética conservada en muchos eucariotas. Muchos estudios han
demostrado que juega un papel central en la organizacidon del genoma vy la regulacién de la
expresion génica. Por ello los patrones de metilacion del DNA se controlan de forma dinamica
mediante la metilacion y la desmetilacion (Jarillo et al., 2009; Law and Jacobsen, 2010; Tariqg and
Paszkowski, 2004). La disfuncidn de IDM2 provoca la hipermetilacidon del DNA, con la consiguiente
condensacion de la cromatina que impide la correcta expresién génica (Qian et al., 2014).

En este tipo de mutagénesis, donde se insertan cuatro copias de una secuencia potenciadora de la
transcripcién del promotor CaMV35S, se suelen ver afectados otros genes localizados alrededor
de la insercién del T-DNA. En el mutante 191, los genes cercanos a la insercidon son AT1G54850
(HSP20-like CHAPERONE SUPERFAMILY PROTEIN), AT1G54830 (NUCLEAR FACTOR Y SUBUNIT C3,
NF-YC3) y AT1G54790 (GDSL-motif esterase/acyltransferase/lipase).

AT1G54850 pertenece también a la familia sHSP20, aunque su funcién aun no ha sido
caracterizada.

NF-YC3 es una de las subunidades que conforman el complejo heterotrimerico NUCLEAR FACTOR
Y (NF-Y) que actia como factor de transcripcidn, uniéndose a las cajas CCAAT en la region
promotora de sus dianas. El complejo estd formado por las subunidades A, B y C, existiendo varios
tipos de cada una de ellas (Zhao et al., 2016). Se ha predicho que en el genoma de Arabidopsis
estdn codificados 30 miembros NF-Y, que pueden dar lugar a 1000 combinaciones de
heterotrimeros (Petroni et al.,, 2012). Cada complejo podria estar expresandose de forma
diferencial en distintos tejidos o estadios del desarrollo de la planta, lo cual indica el gran
potencial regulador de este complejo. De hecho en diferentes estudios se ha relacionado al
complejo NF-Y con diferentes aspectos del crecimiento y desarrollo de la planta, como la
gametogénesis, embriogénesis, y desarrollo de la semilla entre otros, asi como en la respuesta a
estrés (revisado en (Zhao et al., 2016). Aunque las subunidades individuales no son activas y para
ejercer su funcién deben formar heterodimeros o heterotrimeros entre ellas, también se ha
observado su interacciéon con otras proteinas y factores de transcripcidn, para regular distintos
aspectos del desarrollo. Por ejemplo se ha estudiado su interaccion con los factores de
transcripcién bZIP (Cao et al., 2014; Kumimoto et al., 2010; Wenkel et al., 2006) o la HISTONE
DEACETYLASE15 (HDA15) que interacciona directamente con las subunidades NF-YC, entre ellas la
C3, para regular la remodelacion de la cromatina (Tang et al., 2017). Practicamente no hemos
encontrado en la literatura estudios que relacionen especificamente a NF-YC3 con el
mantenimiento del meristemo o aspectos relacionados con el desarrollo de la semilla. Solo en el
trabajo de Kuminoto y colaboradores, donde estudian el papel de NF-YC en la germinacién de la
semilla a través de la respuesta al acido abcisico (ABA), observaron que el doble mutante nf-yc3
nf-yc9 es hiposensible a ABA (Kumimoto et al., 2013). Pero se ha visto que la subunidad NF-YB1
afecta al crecimiento del meristemo apical (Wenkel et al., 2006) y que NF-YC4 esta implicado en
el metabolismo de almiddn y proteina en hojas y semillas (Li et al., 2015b), que como hemos
comentado al principio de la discusion podria estar relacionado con el control del GPA. Por tanto,
aunque hasta el momento no haya referencias de ello, podria ser que NF-YC3 también pudiese
estar involucrado en esos procesos.
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AT1G54790 o SEED FATTY ACID REDUCER 1 (SFAR1) es un tipo de GDSL-motif
esterasa/acetiltransferasa/lipasa, implicado en los procesos de degradacién de las reservas de
acidos grasos durante la germinacion, que serdn empleadas en la sintesis de sacarosa, necesaria
para el desarrollo del embridn(Chen et al., 2012; Huang et al., 2015). Los SFARs estan regulados
mediante la sefializacion de GAs (Chen et al., 2012).

Teniendo en cuenta todos estos datos IDM2 y AT1G54850, pertenecientes a la familia sHSP20,
podrian ser buenos candidatos a estar interviniendo en la regulacién del GPA, mediante la
remodelacidon de la cromatina y control de la expresidn de genes importantes en la ruta de
sefalizacion entre semillas y meristemo. Al igual que NF-YC3, que mediante su interaccidn con
otro factor de transcripcion podria mediar la sefial de parada del SAM, estar regulando el
metabolismo de azucares que podria ser el causante de esa sefial o tal vez a través de su
interaccion con HDA15 estuviera participando en la remodelacién de la cromatina.

Cualquiera de los genes, excepto SFAR1, cuya funcién parece estar mas centrada en el momento
de la germinacion, podrian ser buenos candidatos a formar parte de la ruta de transduccion de la
sefal desde los frutos y semillas en desarrollo hasta el SAM, que desencadene el GPA.

Para confirmarlo primero seria necesario identificar si la insercion del T-DNA estad causando el
aumento de expresion de alguno de esos genes, o por el contrario si esta ocasionando la perdida
de funcién de IDM2. La segregacion del fenotipo del momento de aparicién del GPA en el
mutante 191 sugeria que tan solo las plantas homocigéticas mostraban un GPA adelantado.
Por tanto, esto nos hacia sospechar que se trataba de un fenotipo recesivo. Ademas, ya que
mediante RT-PCR semicuantitativa no habiamos observado cambios en la expresion de estos
genes, es posible que el fenotipo se debiera a la pérdida de funcién de IDM2. Una forma de
confirmar esta suposicion seria por ejemplo el estudio de otros mutantes de pérdida de
funcién de este gen. En las bases de datos estan disponibles distintos mutantes de insercién
de T-DNA en el gen IDM2, y por la posicion donde se localizan las inserciones probablemente
hayan causado su pérdida de funcion. Aunque estos mutantes se han empleado en algin
estudio (Qian et al., 2014), nunca se ha caracterizado el efecto sobre el GPA. Por tanto seria
muy interesante llevar a cabo esa caracterizacién, asi como su comparacion con el mutante
191 crecido en condiciones de baja humedad relativa/esterilidad como con alta
humedad/fertilidad.

Aunque esta parte del trabajo esta en un estadio muy inicial, el analisis en profundidad de los
mutantes que hemos seleccionado puede llegar a ser muy prometedor. Ademas, la
continuacion con el escrutinio de las poblaciones mutagenizadas presentadas durante este
trabajo permitira aportar una coleccién de mutantes que podrian representar una gran
herramienta para el estudio de la ruta de regulacién de la actividad meristematica
dependiente de la fertilidad.

96



CAPITULO 3:

ESTRATEGIAS BIOTECNOLOGICAS PARA INCREMENTAR LA
PRODUCCION DE FRUTOS Y SEMILLAS EN PLANTAS
MONOCARPICAS






RESULTADOS

En Arabidopsis thaliana, el retraso en la parada de la actividad meristematica que se observa en
los mutantes ap2-170 y ful supone un incremento en la produccién de frutos del 22 y el 45%
respectivamente. Estos mutantes podrian representar un importante recurso genético para la
mejora de los cultivos, en especial de aquellos pertenecientes a la familia de las brasicaceas, como
la colza o las mostazas, debido al alto grado de conservacion de la funcién génica dentro de este
grupo (Cavell et al., 1998; Lukens et al., 2003). Sin embargo, dichas mutaciones presentan efectos
pleiotrépicos y, ademas del retraso en el GPA, también muestran otras alteraciones que afectan al
desarrollo de la planta y en particular de los frutos y las semillas. Por tanto estos alelos mutantes
no pueden ser utilizados directamente para mejorar la produccion vegetal.

En este capitulo de tesis doctoral nos propusimos desarrollar una serie de estrategias
biotecnoldgicas que nos permitieran aprovechar el incremento en la produccién de frutos de los
mutantes ap2-170y ful eliminando los efectos adversos sobre el desarrollo de los frutos.

Todas estas estrategias convergian en elevar el nivel de expresidon de AP2 Unicamente en el SAM a
través del silenciamiento de FUL, la expresién de alelos de AP2 resistentes a la regulacion del
miR172 o el bloqueo de la accidon de dicho microRNA mediante la expresion de un RNA
complementario al miR172 que dificulta la unién a sus dianas (Franco-Zorrilla et al., 2007;
Todesco et al., 2010).

Buscamos en la literatura genes que solo se expresaran en el SAM, para asi usar su promotor para
dirigir la expresidon de los genes de interés de forma exclusiva al meristemo apical del tallo. Sin
embargo, no se encontrd ningun gen para el que se hubiera descrito expresién en el SAM que no
mostrara expresiéon en ningun otro tejido. No obstante, seleccionamos el gen
TERMINAL FLOWER 1 (TFL1), cuya expresion se localiza en el centro del meristemo apical del tallo
(Fig. 3-1 A) y en el centro de los meristemos inflorescentes axilares, pero no se expresa en los
meristemos florales (Bradley et al., 1997; Conti and Bradley, 2007; Kobayashi et al., 1999).
Aunque TFL1 también se ha detectado en otros tejidos como el tejido vascular del tallo de la
inflorescencia (Bradley et al., 1997) y la raiz (Sohn et al., 2007), decidimos utilizar su promotor
esperando que la expresidon en estos tejidos de los transcritos introducidos no tuviera efectos
significativos no deseados en el desarrollo de la planta. Por otro lado, como el drea de expresion
en el SAM de TFL1 era bastante reducida, decidimos elegir otro gen adicional que se expresara en
todo el domo del SAM pero no (o al menos en menor medida) en los meristemos florales, en
concreto el gen FD, que ya ha sido empleado en otros trabajos como promotor especifico de SAM
(Galvao et al., 2015; Ryu et al., 2014) a pesar de expresarse también en los meristemos axilares,
los primordios de hoja, y en el centro de los meristemos florales a partir de estadio 3 (Fig. 3-1 B)
(Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005).
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TFL1 Yog

Figura 3-1: Patrén de expresion de TFL1 y FD en plantas silvestres de Arabidopsis. Hibridaciones “in situ” con TFL1 (A)
y FD (B) como sonda. Las flechas negras marcan la posicion del SAM, las flechas blancas los meristemos axilares y los *
los meristemos florales. Imagen A modificada a partir de Bradley et al. (1997) e imagen B a partir de Wigge et al. (2005).

Todas las construcciones que generamos fueron transformadas en plantas de Arabidopsis
thaliana ecotipo Col. Obtuvimos un minimo de 25 lineas T1 independientes y seleccionamos, para
realizar la caracterizacién fenotipica, al menos 10 lineas homocigdticas con una sola insercién,
salvo alguna excepcidn portadora de dos inserciones, debido a que durante la generacion T1 dicha
linea habia producido mayor nimero de frutos que las plantas silvestres.

Como nuestro objetivo era conseguir plantas mas productivas que no presentaran ningun defecto
grave que afectara al desarrollo de los frutos o las semillas, el primer criterio que utilizamos para
seleccionar las lineas que evaluariamos posteriormente fue la ausencia de efectos no deseados en
el desarrollo de la planta y de los frutos, tanto en las lineas T1 originales, como si estos efectos se
observaban en generaciones posteriores.

Tras haber seleccionado lineas homocigdticas con una sola insercion del T-DNA vy sin defectos
graves en el desarrollo, continuamos con la caracterizacién fenotipica en todas las lineas
seleccionadas, determinando tanto el tiempo de floracion como el rendimiento en frutos de la
planta.

El tiempo de floracion se incluyd en la caracterizacidn fenotipica debido a que tanto FUL como
AP2 controlan este caracter, y podian producirse alteraciones en éste por la expresién de los
transgenes introducidos. Para determinar el tiempo de floracién contamos el nimero de hojas de
roseta y hojas caulinares producidas desde la aparicién de las dos primeras hojas reales hasta la
aparicion de la primera flor, y la produccién de frutos de la planta la estimamos mediante el
recuento de frutos producido por la inflorescencia principal.

En las lineas que resultaron ser mas productivas ampliamos la caracterizacion fenotipica a otros
pardmetros de rendimiento, como la produccion de semillas y el peso de éstas. La media de las
semillas producidas por silicua la obtuvimos a partir del recuento de las semillas producidas en
cinco frutos de 3 a 10 plantas. Para estimar la produccién de semillas en la inflorescencia principal
multiplicamos el numero de semillas/fruto por el nimero de frutos producidos en la
inflorescencia principal de cada linea transgénica. El peso de las semillas se obtuvo de igual
manera, determinando el peso de las semillas producidas por cinco frutos de 3-10 plantas en cada
una de las lineas transgénicas. A partir de ese valor y el nimero de semillas por fruto se estimo el
peso de semillas por frutos y el peso de 100 semillas.
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Con todos los datos recogidos seleccionamos la estrategia que habia resultado ser mas eficaz para

aumentar el rendimiento, medido como produccion de frutos, en Arabidopsis. Posteriormente

continuamos validando los resultados obtenidos por la estrategia seleccionada, repitiendo la

caracterizacién fenotipica realizada previamente e incluyendo el recuento de frutos a las

inflorescencias secundarias. Este nuevo parametro, ademas de cuantificar de una manera mas

exacta la produccion total de la planta, nos sirvié para comprobar la validez del numero de frutos

en la inflorescencia principal como estimador de rendimiento total. En la figura 3-2 se resume el

proceso de seleccion y caracterizacién fenotipica de las lineas transgénicas.

To % Transformacion de Arabidopsis (Col-0)
Seleccidon plantas T1

Semillas T1
.:.:
»” . .y
Resistentes al agente de seleccion

T1 % i i i Observacion del desarrollo de la planta
I's N

@ Defectos graves Desarrollo normal — Evaluacion preliminar de la produccién
en el desarrollo \ de frutos en la inflorescencia principal
Semillas T2

33 Seleccién de lineas con 1 insercién del T-DNA
(segregacion 3:1 de la resistencia al agente de seleccion)
salvo excepciones por elevada produccion de frutos en la generacion T1

T2 i i i K Observacion del desarrollo de la planta
"4

N Defectos graves =
o —
en el desarrollo

Semillas T3
<«— Desarrollo normal

Seleccidn de lineas homocigéticas
(ninguna planta sensible al agente de seleccion)

Siembra en tierra T3 homocigéticas (10 plantas/linea)
3 2 Observacion del
3 € ) ' e Sl P e s e Sl Bl N = = == desarrollo de la planta
| !

Defectos graves Desarrollo normal __,  Caracterizacién fenotipica de lineas T3 homocigéticas:

en el desarrollo : -
-Tiempo de floracién

W -N@ frutos en la inflorescencia principal \'

En las lineas con mayor produccién también:
-Frutos en las inflorescencias secundarias
-N2 semillas: semillas/silicua; estimacion semillas/inflorescencia principal
-Peso semillas: peso semillas/silicua; estimacién peso 100 semillas

-Tamafo y morfologia de las semillas

|

Seleccion de las mejores lineas de cada estrategia

l

Seleccion de la estrategia mas efectiva

Validacion de los resultados obtenidos con la estrategia mas efectiva

Figura 3-2: Resumen del proceso de seleccidn y caracterizacion fenotipica de las lineas transgénicas generadas

durante este trabajo.
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ESTRATEGIA 1:

SILENCIAMIENTO O MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE FUL EN EL SAM

pTFL1::RNAi-FUL y pFD::amiR-FUL

Para reducir la expresion de FUL en el SAM empleamos dos estrategias similares, mediadas por
silenciamiento postranscripcional, disefiando un RNAi de interferencia (Wesley et al., 2001) y un
microRNA artificial (amiRNA) (Schwab et al., 2006) que dirigieran la degradacion selectiva de FUL.
Ambas estrategias han demostrado ser eficaces en numerosos trabajos para reducir la expresion
de genes de interés (Tiwari et al., 2014; Younis et al., 2014). Mientras que el RNAi estd compuesto
por fragmentos de 100-800pb del gen que se quiere silenciar, clonado en ambas orientaciones y
separados por una region intrdnica, el amiRNA tan solo consta de 21pb especificas del gen a
silenciar, introducidas en el esqueleto de un precursor de miRNA. En el apartado de materiales y
métodos se detalla las secuencias elegidas para el silenciamiento de FUL mediante ambas
estrategias y el procedimiento seguido para la generacidn de las construcciones.

Para dirigir el silenciamiento postranscripcional de FUL al SAM empleamos inicialmente un RNAi
controlado por el promotor de TFL1, que se expresa en el SAM pero no en los meristemos
florales. Sin embargo, como el drea de expresiéon de FUL abarca todo el meristemo y TFL1 solo
estd presente en una regidn reducida en el centro del meristemo, pensamos que el empleo de
otro promotor, de expresién mas extendida en el tejido meristematico, podria ser mas efectivo.
Por ello tratamos de generar una nueva construccidn donde el RNAi estuviera controlado por el
promotor de FD. Sin embargo, tuvimos dificultades metodoldgicas inesperadas que nos
impidieron generar dicha construccién, por lo que buscamos otra estrategia alternativa de
silenciamiento, expresando un amiRNA-FUL dirigido por dicho promotor.

Evaluacion del desarrollo general de la planta v los frutos

Tras transformar Arabidopsis con ambas construcciones seguimos el procedimiento descrito
previamente. Durante el crecimiento de las plantas de las generaciones T1, T2 y T3 evaluamos la
ausencia de efectos negativos en el desarrollo de la planta o los frutos. Mientras que ninguna de
las lineas pFD::amiR-FUL presentd alteraciones en la arquitectura de la planta o en la morfologia
de flores y frutos, dos lineas pTFL1::RNAi-FUL presentaron defectos que podrian comprometer el
rendimiento de la planta. Estas lineas parecian haber perdido la dominancia apical, formaban
multitud de tallos mas delgados de lo normal y tenian algunos frutos con alteraciones diversas,
como silicuas sin semillas, curvatura de la silicua o presencia de valvas extra. El resto de las lineas
pTFL1::RNAi-FUL producian ocasionalmente frutos sin semillas, pero no era un defecto
generalizado de la planta por lo que dichas lineas no fueron eliminadas y se prosiguié con su
caracterizacién fenotipica.
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Caracterizacién fenotipica

v' Tiempo de floracion:

FUL promueve la transicién floral actuando a través de diferentes rutas, como la ruta del
fotoperiodo (Melzer et al., 2008; Teper-Bamnolker and Samach, 2005; Wigge et al., 2005) o la ruta
enddgena de la edad (Balanza et al., 2014; Wang et al., 2009). Por ello, una de las alteraciones
fenotipicas del mutante ful es el retraso de la floracién, produciendo mayor nimero de hojas
caulinares que el silvestre.

Para comprobar si las lineas transgénicas generadas mostraban este efecto, determinamos el
tiempo de floracion de todas las lineas T3 homocigéticas seleccionadas mediante el recuento de
las hojas de roseta y hojas caulinares.

pTFL1::RNAi-FUL FD::amiR-FUL
16 18
4 x 16 - * *
1 14 ! I
12 +@ I
g L il iy -
S 10 -
= I 10
T 8
a 8
2 ¢l ) :
4 4
2 2
o - F - 0
Col #2 #5 #6 #7 #21 #22 #23 #24 Col #2 #6 #8 H9 HL1 #12 #13 H14 #16 #17 #18 #19 #20

Hojas caulinares

m Hojas roseta

Figura 3-3: Tiempo de floracién de las lineas pTFL1::RNAi-FUL y pFD::amiR-FUL, determinado mediante el recuento
del n2 de hojas de roseta y hojas caulinares producidas. Se muestra la media de 10 plantas. Las barras de error indican
la desviacidn estandar de cada media. Los asteriscos blancos y negros representan diferencias significativas respecto a
Col en numero de hojas de roseta y hojas caulinares respectivamente, con p<0,05. Prueba T-Student.

La mayoria de las lineas evaluadas para ambas construcciones no mostré cambios en el tiempo de
floracion. Tan solo con la construccidon pTFL1::RNAi-FUL aparecieron dos lineas que florecieron
antes (#2 y #23), produciendo menor nimero de hojas de roseta que las plantas silvestres, y una
linea (#7) que florecid algo mas tarde, aunque este retraso solo se aprecid en la produccién de
mas hojas caulinares que el silvestre. Con la construccion pFD::amiR-FUL observamos cuatro
lineas que florecieron algo mas tarde, las lineas #6 y #14, que produjeron mayor nimero de hojas
de roseta y hojas caulinares que el silvestre, y las lineas #13 y #20, que tan solo produjeron mayor
numero de hojas de roseta. Segun el test estadistico empleado, estas lineas mostraban
diferencias significativas respecto al silvestre, sin embargo la diferencia tan solo era de una o dos
hojas, por lo que no consideramos que afectaran significativamente a los objetivos de este trabajo
(Fig. 3-3).
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v" Ndmero de frutos en la inflorescencia principal:

Cuatro de las lineas pTFL1::RNAi-FUL mostraron un incremento en la produccion de frutos de la
inflorescencia principal de entre el 10 y el 18%, mientras que tres de las lineas caracterizadas
produjeron menos frutos. Con la construccidon pFD::amiR-FUL no observamos incrementos de
produccién tan elevados. En este caso, una de las lineas caracterizadas mostré una pequeia
reduccion de la produccién y cuatro un aumento de la misma, pero tan solo entre el 6 y el 10%
(Fig. 3-4).

pTFL1::RNAi-FUL pFD::amiR-FUL
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Figura 3-4: Produccion de frutos en la inflorescencia principal de las lineas transgénicas pTFL1::RNAi-FUL y
pFD::amiR-FUL. Las diferentes lineas transgénicas estan ordenadas de menor a mayor produccién de frutos. Aparecen
coloreadas en verde aquellas lineas que no muestran diferencias significativas respecto a Col, en azul las lineas que
presentan disminucién del rendimiento en frutos y en amarillo las lineas con un incremento de la produccién del 5-20%.
Se muestra la media de 10 plantas. Las barras de error indican la desviacion estandar de cada media. * representa
diferencias significativas respecto a Col con p<0,05. Prueba T-Student.

Seleccionamos las lineas pTFL1::RNAi-FUL #23, #21, #22 y #6, que incrementaban la produccién
de frutos en un 10%, 13%, 17% y 18% respectivamente y las lineas pFD::amiR-FUL #20, #14, #13 y
#17, que presentaban incrementos del 6%, 6%, 7% y 10% respectivamente, para continuar con la
evaluacion de la produccion de semillas y estudiar si la expresion del trangén pudiera estar
causando efectos deletéreos en el desarrollo de éstas o en otros pardmetros observables .

v" Numero y peso de semillas:

En todas las lineas con mayor produccion de frutos en la inflorescencia principal seleccionadas,
calculamos la produccién media de semillas por fruto y su peso y estimamos el peso de 100
semillas.

Solo observamos diferencias significativas en el numero de semillas producidas por fruto respecto
a las plantas silvestres en la linea pTFL1::RNAi-FUL #21, que produjo 12 semillas menos por fruto
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que las plantas silvestres, lo cual también se vio reflejado en una disminucién en el peso de
semillas/fruto; también la linea pFD::amiR-FUL #14 produjo cinco semillas menos por fruto
(Fig. 3-5 A). Cuando observamos la morfologia y el tamafio de las semillas no encontramos
diferencias apreciables entre las de las diferentes lineas transgénicas y las del silvestre Col
(Fig. 3-5 B).

Segun los resultados obtenidos tras cuantificar la produccién de frutos en el tallo principal, las
lineas mas productivas fueron pTFL1::RNAi-FUL #6 y pFD::amiR-FUL #17, con un aumento del
rendimiento en frutos del 18% y 10% respectivamente. Ninguna de estas lineas mostré defectos
severos en el desarrollo de la planta ni de los frutos o semillas.

A Frutosenel Estimacion del n2 Peso Peso 100
Linea tallo Semillas/fruto semillasenel semillas/fruto semillas
principal tallo principal (mg) (mg)
Col 42,63+2,68 54,00+4,32 2302,02 1,21+0,14 2,24
#23 | 46,88 +4,26* 51,32+7,6 2406,68 1,17+0,14 2,29
#21 | 48,3845,24% | 41,73+5,73* 2018,56 0,9+0,11* 2,16
pTFL1::RNAI-FUL
#22 | 49,8815,49* 49,53+5,51 2470,17 1,18+0,19 2,39
#6 | 50,38+4,44* 55,56+ 4,57 2799,17 1,14+0,09 2,05
Frutosenel Estimacion del n2 Peso Peso 100
Linea tallo Semillas/fruto semillasenel semillas/fruto semillas
principal tallo principal (mg) (mg)
Col 51,65+4,26 61,20+2,61 3161,05 1,58+0,28 2,58
#20 | 54,88+3,56* 60,60+2,31 3325,43 1,67+0,19 2,76
#14 | 54,89+2,71* | 56,33+0,30* 3091,89 1,60+0,16 2,84
pFD::amiR-FUL
#13 | 55,67+3,57* 60,06+2,51 3343,34 1,82+0,14 3,03
#17 | 57,00+4,14* 62,30+0,14 3551,10 1,84+0,03 2,95
B -
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Figura 3-5: A) Produccion de semillas en las lineas pTFL1::RNAi-FUL y pFD::amiR-FUL seleccionadas por presentar
mayor produccion de frutos en la inflorescencia principal. Los valores mostrados indican la media + SD. La media del n?
de frutos producidos en la inflorescencia principal por las diferentes lineas transgénicas y Col se ha calculado a partir de
al menos 10 plantas por linea. La media del n? y peso de semillas por fruto se ha calculado a partir de las semillas
producidas en cinco frutos de 3-10 plantas por linea. * indica diferencias significativas respecto a Col con p<0,05.
Prueba T-Student. El peso de 100 semillas se ha estimado con la férmula peso semillas por fruto/ semillas por fruto x
100. La produccién total de semillas en la inflorescencia principal se ha estimado con la formula semillas por fruto x n2
frutos en el tallo principal. Como los datos de cada construccidn procedian de experimentos realizados en tiempos
distintos la estimacién de la produccién de semillas en el tallo principal se han calculado respecto a los valores de
produccién presentados por el Col incluido en el experimento correspondiente. B) Comparacion de la morfologia de las
semillas. El tamafio de cada celda es de 1 mm> En la parte inferior de cada imagen se muestra el area
media en mm?+ SD de las semillas.
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Los resultados de produccion obtenidos con la construccién pFD::amiR-FUL en general no fueron
tan buenos como con la construccién pTFL1::RNAi-FUL, a pesar de que se esperaria que con el
promotor de FD el silenciamiento fuera mas eficaz al afectar a una regién mas amplia del SAM.
Esto podria deberse a que el amiRNA disefiado no fuera suficientemente eficiente para silenciar a
FUL. Puesto que en las lineas transgénicas generadas no podiamos evaluar esta eficiencia
cuantificando los niveles de expresidén en la inflorescencia, dado que el potencial silenciamiento
estaba dirigido a un dominio espacial muy restringido, generamos una nueva construccidon que
expresaba el amiR-FUL bajo el control del promotor 35S del CaMV.

Las lineas T1 35S::amiR-FUL mostraron fenotipos similares a los causados por la pérdida de
funcién de FUL. Estas plantas tardaron mas tiempo en florecer (Fig. 3-6 B) y desarrollaron silicuas
con alteraciones morfolégicas que recordaban a los fenotipos presentados por los mutantes
débiles ful (Fig. 3-6 D). También incrementaron la produccién de frutos llegando a producir
alguna de las lineas hasta 95 frutos en la inflorescencia principal, lo cual indicaba que el amiR-FUL
disefado si que era capaz de dirigir la degradacién de FUL y que quiza el promotor de FD utilizado
no lo expresara a niveles suficientes en el SAM para inducir los fenotipos esperados.

Figura 3-6: Fenotipos presentados por las plantas 35S::amiR-FUL. Ay C) Col; B y D) Fenotipos representativos de lineas
T1 independientes de 35S::amiR-FUL. Barras de escala: 10 cm (Ay B); 5 mm (Cy D).
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pFD::FUL:VP16

Una estrategia alternativa al silenciamiento de FUL en el SAM fue la expresion dirigida a este
dominio de un alelo de FUL con actividad modificada mediante la fusién en su extremo 3’ de una
secuencia codificantes de dominios de activacidn transcripcional.

La construccion pFD::FUL:VP16 contiene la secuencia promotora de FD y la regidon gendmica
codificante de FUL fusionada, en su extremo 3’, a la secuencia del dominio de activacion viral
VP16 (Cress and Triezenberg, 1991; Triezenberg et al., 1988). El propdsito de esta construccion
fue producir en el SAM una proteina FUL con una actividad transcripcional modificada que se
comportara como un activador transcripcional constitutivo. Con este nuevo alelo de FUL, al ser un
activador dominante de la transcripcidn, pretendiamos aumentar el nivel de expresién de AP2 en
el SAM y obtener fenotipos similares a los mostrados por el mutante ful.

Evaluacion del desarrollo general de la planta vy los frutos

Durante la caracterizacion de las lineas pFD::FUL:VP16 la mayoria de las lineas evaluadas
mostraron fenotipos similares a las plantas silvestres, sin cambios en su arquitectura o en el
desarrollo de las flores y frutos (Fig. 3-7 B). Tan solo dos lineas presentaron diferentes
alteraciones en el desarrollo de la plantas. La linea #3 floreci6 mucho mas tarde que las plantas
silvestres (Fig. 3-7 C), tras la produccién de 32 hojas de roseta y 7 hojas caulinares, frente a las 12
hojas de roseta y 3 hojas caulinares del silvestre (Fig. 3-8 A). Aunque esta linea no nos interesaba
debido al prolongado tiempo necesario para su floracidn, posiblemente causado por la
cosupresién de FD, también estudiamos la produccién de frutos en el tallo principal, obteniendo
un 37% de incremento en la produccion de frutos respecto al silvestre, con la produccion de 92
frutos, mientras que Col solo produjo 66 frutos (Fig. 3-8 B). En la linea #14 encontramos plantas
de crecimiento normal (Fig. 3-7 D izquierda) y plantas con cambios en la arquitectura de la
inflorescencia, como la ausencia de elongacién de los primeros entrenudos (Fig. 3-7 D centro) o la
determinacion del SAM en una flor terminal tras la produccién de unas pocas flores (Filg.3-7 D
derecha).
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Figura 3-7: Fenotipos observados en las lineas pFD::FUL:VP16. A) Col; B) Lineas con fenotipo normal, de desarrollo
similar a las plantas silvestres; C) Linea #3, con retraso severo de la floracion; D) Linea #14. Plantas de fenotipo normal
a la izquierda, con alteracidn de la arquitectura de la inflorescencia en el centro y con determinacidn del meristemo
floral en una flor terminal a la derecha. Las flechas marcan la region ampliada en la parte superior del panel. Barras de

escala: 10 cm.
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Figura 3-8: Tiempo de floracion y produccion de frutos de la linea pFD::FUL:VP16 #3. A) N2 de hojas de roseta y hojas
caulinares producidas por Col y la linea #3. Se muestra la media de al menos 3 plantas. Las barras de error indican la
desviacidn estandar de cada media. B) N2 de frutos producidos en la inflorescencia principal. Para la linea #3 solo se

consiguid recoger datos de una planta.

108



RESULTADOS

Caracterizacién fenotipica

v" Tiempo de floracion:

En las nueve lineas que mostraban un desarrollo aparentemente normal, evaluamos el tiempo de
floracién. Todas ellas adelantaron la transicion floral, reduciendo el nimero de hojas de roseta y
hojas caulinares producidas (Fig. 3-9).

* *
T

Hojas caulinares
M Hojas roseta

#8 #9 #11 #13 #15

Figura 3-9: Tiempo de floracion de las lineas pFD::FUL:VP16, determinado mediante el recuento del n2 de hojas de
roseta y hojas caulinares producidas. Se muestra la media de 10 plantas. Las barras de error indican la desviacion
estandar de cada media. Los asteriscos blancos y negros representan diferencias significativas respecto a Col en
numero de hojas de roseta y hojas caulinares respectivamente, con p<0,05. Prueba T-Student.

v" Ndmero de frutos en la inflorescencia principal:

Cuando cuantificamos el numero de frutos producidos en la inflorescencia principal, seis de las
lineas mostraron la misma produccién que las plantas silvestres y tres lineas produjeron menor
numero de frutos (Fig. 3-10).

Segun los resultados obtenidos, esta estrategia no produjo mejoras evidentes en el rendimiento
en frutos o semillas, por lo que decidimos no continuar trabajando con estas lineas y probar con
otro tipo de estrategias.
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Figura 3-10: Produccion de frutos de las lineas FD::FUL:VP16. Se muestra el nimero de frutos producidos en la
inflorescencia principal. Las diferentes lineas transgénicas estan ordenadas de menor a mayor produccién de frutos.
Aparecen coloreadas en verde aquellas lineas que no muestran diferencias significativas respecto a Col y en azul las
lineas que presentan disminucién del rendimiento en frutos. Se muestra la media de 10 plantas. Las barras de error
indican la desviacion estandar de cada media. * representa diferencias significativas respecto a Col con p<0,05. Prueba
T-Student.
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ESTRATEGIA 2:

SOBREEXPRESION DE AP2 EN EL SAM

Para sobreexpresar AP2 en el meristemo apical del tallo empleamos diferentes alelos de AP2
resistentes a la represién de miR172, asi como un “mimicry” o RNA complementario al miR172
gue mimetiza la secuencia de sus dianas, uniéndose a él de forma permanente e impidiendo que
pueda ejercer su funcidn reguladora.

pTFL1::AP2'° y pFD::AP2'"°

El alelo AP2"° es parcialmente resistente a la represion del miR172. Como ya se ha descrito en la
introduccién, contiene una mutacidon puntual en la zona de reconocimiento del miR172,
impidiendo un apareamiento perfecto con este. Ademas el cambio de nucleétido de G a A genera
un cambio de aminoacido, que tal vez podria estar afectando a la funcionalidad de la proteina.

Evaluacion del desarrollo general de la planta vy los frutos

Cuando transformamos Arabidopsis con el alelo AP2'”° bajo el control del promotor de FD, en las
plantas T1 obtuvimos dos tipos de fenotipos desfavorables en distintos grados: por un lado, la
indeterminacién del meristemo floral y por otro, retraso en el tiempo de floracidn. Clasificamos
los fenotipos que habiamos observado en cuatro categorias: Fenotipo normal, con plantas de
desarrollo similar a las plantas silvestres (Fig. 3-11 A); fenotipo débil, donde las plantas mostraban
una débil indeterminacion del meristemo floral (FM) causante de la aparicién de alguna valva
extra y un ligero retraso de la transicion floral (Fig. 3-11 B); fenotipo fuerte con indeterminacién
del FM, donde agrupamos plantas con un fuerte retraso en la transicion floral pero ademds con
fuertes fenotipos de indeterminacién del FM, produciendo flores y frutos aberrantes con
estructuras carpelares dentro del carpelo (Fig. 3-11 C); y fenotipo fuerte sin indeterminacion del
FM, donde las plantas presentan un fuerte retraso en la transicién floral, produciendo un nimero
elevado de hojas caulinares antes de florecer, pero las flores y frutos se desarrollaban con
normalidad (Fig. 3-11 D). La mayoria de las lineas T1 obtenidas se agruparon en el fenotipo fuerte
de indeterminacién del FM y retraso de la transicion floral, con 15 lineas, seguido por el fenotipo
débil de indeterminacion del FM con 11 lineas (Fig. 3-11 E).

Caracterizamos en la generacién T2 las lineas que en T1 habian presentado un fenotipo normal,
pero en esta generacion algunas plantas de cada una de las lineas transgénicas también
presentaron también indeterminacion del meristemo floral. Posiblemente esas plantas fueran las
gue contenian en homocigosis el transgén.

Segln los resultados obtenidos de la evaluacion de las plantas en la generacién T1 y T2, la
estrategia de expresar el alelo AP2'° bajo el control del promotor del gen FD no era Util para
aumentar la produccién de frutos de la planta, puesto que con este promotor el alelo AP2'"°
también se estaba expresando en el meristemo floral y ello estaba causando, en mayor o menor
medida, su indeterminacién, con el consiguiente desarrollo anormal de los frutos. Por ello
decidimos abandonar la caracterizacion de estas lineas y continuar con otras alternativas, como la

170

expresion de AP2""" bajo el control del promotor del gen TFL1.
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N2 lineas T1

M A)Normal
B B) Leve indeterminacion del FM

C) Fuerte indeterminacion del FM y floracion tardia
M D) Floracion tardia

Figura 3-11: Fenotipos observados en la generacion T1 de las lineas pFD::AP217°: A) Plantas normales; B) Plantas con

indeterminacidn débil del meristemo floral y leve retraso de la transicion floral; C) Plantas con fuerte retraso de la
floracién e indeterminacion fuerte del meristemo floral; D) Plantas con fuerte retraso de la floracién y desarrollo normal
de las silicuas. E) Gréfico del nimero de lineas incluidas dentro de cada fenotipo.

Con la construccion pTFL1::AP217°, dos de las lineas T1 obtenidas mostraron defectos severos en
el desarrollo de la planta, presentando fenotipos similares a los mostrados por mutantes ap2 (en
la figura 3-12 A se muestra el fenotipo de la linea #2 en comparacion al mutante ap2-12 en la
determinacion del SAM con la formacién de una flor terminal, la morfologia de las flores y de los
frutos), por lo que fueron descartadas. El resto de las lineas presentaron un crecimiento normal y
produjeron frutos que se desarrollaron aparentemente sin defectos; Unicamente aparecieron de
forma esporadica en algunas lineas defectos en algun fruto de inflorescencias terciarias o
cuaternarias, como frutos con valvas extra, varias silicuas desarrolladas a partir del mismo
meristemo floral o flores con mayor nimero de drganos florales (Fig. 3-12 B), relacionados todo
ellos con la indeterminacion del meristemo floral, o bien, en otras lineas, fenotipos similares a los
del mutante ap2-12, con sépalos carpeloides que no senescen ni se separan del fruto y carpelos
gue no llegan a polinizarse correctamente (Fig. 3-12 C arriba), asi como en algun caso muy aislado,
la determinacidon del SAM en una flor terminal (Fig. 3-12 C abajo), todo ello probablemente
causado por la cosupresion de la expresion de AP2. Sin embargo, como la frecuencia de aparicién
de dichas alteraciones era muy baja y tampoco afectaba a la totalidad de los frutos desarrollados,
sino que se restringia a unos pocos frutos en inflorescencias laterales, continuamos con su
evaluacion en la siguiente generacion.
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Figura 3-12: Defectos en el desarrollo de algunas lineas
transgénicas pTFL1::AP217°. La linea #2 cosuprime la
expresion de AP2 y presenta fenotipos similares a
mutantes ap2-12 (A). En el panel B y C se muestran
defectos que aparecen ocasionalmente en inflorescencias
terciarias y cuaternarias de algunas lineas transgénicas: B)
indeterminacion del meristemo floral; C) cosupresion de
AP2 en el meristemo floral produciendo defectos tipicos
en fruto del mutante ap2-12 (arriba) y en el SAM
causando su determinacion en una estructura carpelar
(abajo).

Barras de escala: 5 mm.

Como en la caracterizacién preliminar del nimero de frutos producidos en la inflorescencia
principal no observamos ningun incremento notable de produccién, tan solo seleccionamos en la
generacion T2 lineas que presentaban una Unica insercion del transgén. Durante el crecimiento de
estas plantas tampoco observamos anomalias en el desarrollo de la planta o de los frutos que
comprometieran el rendimiento de la planta, por lo que procedimos a la selecciéon de lineas
homocigdticas en la generacion T3 con las que realizar la caracterizacidn fenotipica.

Caracterizacién fenotipica

v Tiempo de floracién:

AP2 también interviene en el control del tiempo de floracidon, reprimiendo la expresidon de genes
qgue promueven la transicidon floral (Aukerman and Sakai, 2003; Yant et al., 2010). Aunque el
mutante ap2-170 no presenta variacion en el tiempo de floracién, los mutantes nulos ap2
adelantan la transicion floral. Para estudiar el efecto del transgén sobre el tiempo de floracién, se
cuantificé el nimero de hojas producidas en la roseta y el nimero de hojas caulinares. Las lineas
#4 y #15 produjeron mas hojas de roseta que las plantas silvestres (9,90+0,57, 10,22+0,83 vy
9,10+0,70 hojas de roseta respectivamente), mientras que las lineas #5 y #15 produjeron menor
numero de hojas caulinares que el silvestre (2,60+0,52, 2,7+0,48 y 3,3110,33 hojas caulinares
respectivamente) (Fig. 3-13). Segun el papel que se ha descrito de AP2 en el control de la
transicion floral, al aumentar el nivel de expresion de AP2 en el meristemo apical vegetativo
mediante esta estrategia biotecnoldgica, podria esperarse un retraso en el tiempo de floracidn.
Sin embargo, esa situacion solo la observamos en dos de las lineas transgénicas caracterizadas,
que, como se ha descrito, florecieron ligeramente mds tarde. Para comprobar cual era el efecto

de la expresion del alelo AP2'7°

sobre la parada de la actividad meristematica y si la variacion en el
tiempo de floracién de algunas de las lineas podria estar influyendo en ello, procedimos a evaluar

la produccion de frutos en la inflorescencia principal.
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RESULTADOS

Hojas caulinares
M Hojas roseta

N2 hojas

Col #1 #3 #4 #5 #8 #11 #15 #21

170

Figura 3-13: Tiempo de floracion de las lineas pTFL1::AP2""", determinado mediante el recuento del n2 de hojas de

roseta y hojas caulinares producidas. Se muestra la media de 10 plantas. Las barras de error indican la desviacion
estandar de cada media. Los asteriscos blancos y negros representan diferencias significativas respecto a Col en
numero de hojas de roseta y hojas caulinares respectivamente, con p<0,05. Prueba T-Student.

v" Ndmero de frutos en la inflorescencia principal:

Los resultados del recuento de frutos producidos en la inflorescencia principal por las lineas

7% mostraron que de las ocho lineas homocigéticas independientes que

transgénicas pTFL1::AP2
fueron evaluadas, seis produjeron mds frutos, una produjo menos y otra linea no mostré cambios
significativos respecto a las plantas silvestres (Fig. 3-14). Clasificamos las lineas que aumentaron la

produccién de frutos en tres categorias en funcién del porcentaje de aumento del rendimiento:

- Incremento de 5-20%: Linea #8.
- Incremento de 20-30%: Linea #3.
- Incremento de mds del 30%: Lineas #1, #5, #15 y #21.

Las mejores lineas llegaron a producir hasta un 40% mas frutos que las plantas silvestres (39,68%
la linea #5 y 40,59% la linea #1).

Estos resultados podrian servir por lo general como estimadores de la produccién total de la
planta, ya que el efecto del transgén sobre la prolongacion de la vida del SAM ocurriria de igual
manera en los meristemos apicales de todas las inflorescencias de la planta. Las unicas
excepciones podrian ser las lineas #5 y #15, donde habiamos observado la reduccién en el
numero de hojas caulinares producidas y por tanto de coflorescencias secundarias. En dichas
lineas, probablemente, la produccién del nimero de frutos en la inflorescencia principal no fuera
un buen estimador de la produccién total de la planta.

Por otro lado, el retraso de floracidon que habian presentado las lineas #4 y #15 no parecia estar
involucrado en la produccién de frutos en la inflorescencia principal, puesto que tan solo en la
linea #15 habia aumentado la produccién de frutos.
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Figura 3-14: Produccion de frutos en la inflorescencia principal de las lineas transgénicas pTFL1::AP2
lineas transgénicas estan ordenadas de menor a mayor produccion de frutos. Aparecen coloreadas en verde aquellas
lineas que no muestran diferencias significativas respecto a Col, en azul las lineas que presentan disminucion del
rendimiento en frutos, en amarillo las lineas con un incremento de la produccién del 5-20%, en naranja las lineas con un
incremento del 20-30% y en rojo las lineas con un incremento superior al 30%. Se muestra la media de 10 plantas. Las
barras de error indican la desviacion estandar de cada media. * representa diferencias significativas respecto a Col con

p<0,05. Prueba T-Student.

v" Numero y peso de semillas:

Continuamos con la caracterizacion fenotipica cuantificando la produccion de semillas
Unicamente en cuatro de las lineas mas productivas en cuanto a nimero de frutos en la
inflorescencia principal. Calculamos la produccion media de semillas por fruto y su peso a partir
del numero de semillas producidas en cinco frutos de 5-10 plantas de cada linea transgénica, y

posteriormente estimamos el peso de 100 semillas (Fig. 3-15 A). Las lineas #15 y #21 produjeron
significativamente un mayor nimero de semillas por silicua que el silvestre, lo que unido a la
produccién de frutos en la inflorescencia principal generaba un incremento en la produccion de
semillas en la inflorescencia principal del 49% y el 59% respectivamente. Las lineas #1 y #5, mds
productivas respecto a frutos en el tallo principal, alcanzaban un incremento estimado de semillas
del 39%, algo menor que en las lineas anteriores. En cuanto al peso de las semillas por fruto no
observamos diferencias significativas entre las lineas transgénicas estudiadas y el silvestre, asi

como tampoco apreciamos cambios en el tamafio y la morfologia de las semillas (Fig. 3-15 B).

Segun los resultados obtenidos con la caracterizacién fenotipica realizada, las lineas pTFL1::AP2'"°

mas productivas fueron la #15 y la #21, con un incremento en la produccién de frutos en la
inflorescencia principal del 36% y el 37,87% respectivamente, lo cual, sumado a la mayor
produccién de semillas por silicua, producia un incremento de produccién de semillas en la
inflorescencia principal del 49% y el 59% respectivamente. Estas lineas no mostraron defectos en
el desarrollo de la inflorescencia ni de las flores y frutos, asi como tampoco variaciones en la
morfologia o el tamafo de las semillas.

Los resultados obtenidos con esta construccidén mostraban que la estrategia de sobreexpresar AP2
en el SAM era mas eficiente para aumentar la produccién de frutos que la estrategia de reducir la
expresion de FUL en el SAM. Por tanto decidimos seguir testando nuevos abordajes para
incrementar la expresion de AP2 Unicamente en el meristemo apical del tallo.
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A Estimaciondel n2 de Peso Peso 100
- Frutosenel = 2 : .
Linea 2 Semillas/fruto semillas en el tallo semillas/fruto semillas
tallo principal S
principal (mg) (mg)
Col 44,10+1,45 54,00+4,32 2381,40 1,21+0,14 2,24
#15 | 60,00+3,32* 59,31+4,29* 3558,67 1,14+ 0,12 1,92
#21 | 60,80+2,53* 62,24 +4,05* 3784,19 1,23+0,14 1,99
pTFL1::AP2170
#5 | 61,60+3,66* | 53,96+5,24 3323,66 1,21+0,05 2,29
#1 | 62,00 +3,58* 54,2742,9 3364,53 1,20+0,13 2,23
: W B |
. jelol 1 Y
, i 4 ” — T
| . ! : | 1‘
N N
§ " l[ o |

Tamafio de

2 5 0,112 + 0,008
semilla (mm?):

0,115 + 0,059 0,117 £ 0,009 0,109 + 0,006 0,113 + 0,008

170 .
seleccionadas por presentar mayor

Figura 3-15: A) Produccion de semillas de algunas de las lineas pTFL1::AP2
produccién de frutos en la inflorescencia principal. Los valores mostrados indican la media + SD. La media del n2 de
frutos producidos en la inflorescencia principal por las diferentes lineas transgénicas y Col se ha calculado a partir de al
menos 10 plantas por linea. La media del n? y peso de semillas por fruto se ha calculado a partir de las semillas
producidas en cinco frutos de 5-10 plantas por linea. El peso de 100 semillas se ha estimado con la féormula peso
semillas por fruto/ semillas por fruto x 100. La produccion total de semillas en la inflorescencia principal se ha estimado
con la formula semillas por fruto x n2 frutos en el tallo principal. * indica diferencias significativas respecto a Col con
p<0,05. Prueba T-Student. B) Comparacion de la morfologia de las semillas. El tamafio de cada celda es de 1 mm?>. En la

. . . . . 2 .
parte inferior de cada imagen se muestra el area media en mm® £ SD de las semillas.

pTFL1::AP2m3 y pTFL1::MIM172

Si con un alelo parcialmente resistente al miR172 habiamos conseguido bloquear lo suficiente la
represion del miR172 sobre AP2 como para retrasar el GPA y conseguir hasta un 40% mas de
produccién de flores, era posible pensar que pudiéramos mejorar los resultados si usdbamos un
alelo totalmente resistente a la degradacidn mediada por el miR172. En la bibliografia se
encuentran descritas una serie de mutaciones en la secuencia de reconocimiento del miR172 que
miR172.
Seleccionamos el alelo AP2m3, que incluye seis cambios de nucledtidos en la secuencia diana del

impiden totalmente el apareamiento eficiente del mensajero de AP2 con el

miR172 pero no introduce cambios en la secuencia de la proteina (Chen, 2004).

Por otra parte, puesto que nuestros resultados indicaban que no solo AP2 participa en la
regulacién del GPA, sino que posiblemente también estarian participando el resto de miembros
de la familia AP2-like regulados por el miR172 (Capitulo 1), podiamos predecir que aumentando la
expresion de mas miembros del esta familia en el SAM también podriamos aumentar la
produccién de frutos. Para ello empleamos una herramienta que permite bloquear la accién de un
miRNA determinado mediante la expresién de un RNA artificial mimicry, o MIM-RNA capaz de

mRNA y asi reducir la actividad de los miRNAs endégenos (Todesco et

secuestrar los complejos RISC
al., 2010). En este estudio utilizamos el MIM172, cuya funcionalidad ya ha sido validada

anteriormente (Todesco et al., 2010).
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CAPITULO 3

Para sobreexpresar el alelo de AP2 totalmente resistente a la represion del miR172, asi como para
sobreexpresar todos los miembros de la familia de factores de transcripcién AP2 Unicamente en el
SAM, generamos las construcciones pTFL1::AP2m3 vy pTFL1::MIM172. Posteriormente
transformamos Arabidopsis con estas construcciones y se seleccionaron por lo menos 25 lineas T1
independientes en cada una de las construcciones. El procedimiento que se siguié a continuacién
se encuentra descrito en el esquema de trabajo detallado al inicio de este capitulo.

Evaluacion del desarrollo general de la planta vy los frutos

Durante la seleccién de lineas T1 de ambas construcciones encontramos algunas plantas que
mostraron defectos en la determinaciéon del meristemo floral. Los fenotipos encontrados eran
similares a los observados en plantas 35S::AP2m3 (Fig. 3-16 A) (Chen, 2004): flores con mayor
numero de érganos florales, frutos que desarrollan en su interior nuevos érganos carpeloides o,
en los casos con fenotipos mas débiles, aparicién de valvas extra (Fig. 3-16 B). Estos fenotipos
indicaban que probablemente estdbamos aumentando el nivel de expresidn de AP2 en estas
lineas, pero también que en algunos casos el promotor de TFL1 no estaba dirigiendo su expresiéon
especificamente al SAM. Por ello seleccionamos Unicamente lineas T1 donde no se observaran
fenotipos de indeterminacién del meristemo floral y realizamos una cuantificacién preliminar del
numero de frutos producidos en la inflorescencia principal. Tras el analisis de segregacién de la
resistencia realizado con las semillas de la generacién T2 observamos que 2 lineas de la
construccion pTFL1::MIM172 que habian mostrado un considerable aumento de produccién de
frutos en la inflorescencia principal en la generacién T1 eran portadoras de dos copias del
transgén insertadas en localizaciones independientes del genoma. Aunque por lo general durante
este trabajo Unicamente selecciondbamos lineas portadoras de una Unica insercién del T-DNA,
para esta construccidn hicimos una excepcidn e incluimos en la caracterizacién fenotipica también
esas lineas con dos inserciones.

Figura 3-16: A) Fenotipo propio de flores 35S::AP2m3. Extraido de (Zhao et al., 2007). B) Indeterminacion del
meristemo floral en algunas lineas transgénicas pTFL1::AP2m3 y pTFL1::MIM172. Los defectos que suelen aparecer
con estas construcciones son la presencia de flores con multitud de 6rganos florales o silicuas que desarrollan en su
interior nuevos primordios florales, causado por la adquisicion de indeterminacion del meristemo floral. Barra de
escala: 5 mm.
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RESULTADOS

Caracterizacién fenotipica

v' Tiempo de floracion:

El recuento de hojas de roseta y hojas caulinares en algunas de las lineas de ambas construcciones
indicaba que ninguno de los dos transgenes alteraba notablemente la transicién floral de las
plantas transformadas respecto a plantas silvestres (Fig. 3-17). Como no habiamos encontrado
diferencias importantes en el tiempo de floracion de las lineas estudiadas, decidimos no ampliar
la evaluacion al resto de las lineas y continuar con la caracterizacién de la produccion de frutos en

la inflorescencia principal.
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Figura 3-17 : Tiempo de floracion de las lineas pTFL1::AP2m3 y pTFL1::MIM172, determinado mediante el recuento
del n2 de hojas de roseta y hojas caulinares producidas. Se muestra la media de 10 plantas. Las barras de error indican
la desviacion estandar de cada media. Los asteriscos blancos y negros representan diferencias significativas respecto a
Col en numero de hojas de roseta y hojas caulinares respectivamente, con p<0,05. Prueba T-Student.

117



CAPITULO 3

v" Numero de frutos en la inflorescencia principal:

Con la construccion pTFL1::AP2m3, de las 13 lineas homocigéticas caracterizadas conseguimos
siete que aumentaban la produccidn de frutos entre un 5y un 20% y una linea que aumentaba un
24%. Con la construccion pTFL1::MIM172, para la que también fueron caracterizadas 13 lineas
homocigdticas, encontramos dos lineas en las que el nimero de frutos producidos aumenté entre
un 5y un 20%, seis en las que aumentd entre 20-30% y dos que llegaron a producir hasta un 25-
40% mas de frutos en la inflorescencia principal que el silvestre (Fig. 3-18).

pTFL1::AP2m3
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Figura 3-18: Produccion de frutos en la inflorescencia principal de las lineas transgénicas pTFL1::AP2m3 y
pTFL1::MIM172. Para pTFL1::AP2m3 se incluyen dos gréficas porque la caracterizacion se realizd en tiempos distintos y
la variacién de las condiciones de crecimiento alteré el nivel de produccidon de todas las plantas, incluyendo las
silvestres. Las diferentes lineas transgénicas estan ordenadas de menor a mayor produccién de frutos. Aparecen
coloreadas en verde aquellas lineas que no muestran diferencias significativas respecto a Col, en azul las lineas que
presentan disminucién del rendimiento en frutos, en amarillo las lineas con un incremento de la produccion del 5-20%,
en naranja las lineas con un incremento del 20-30% y en rojo las lineas con un incremento superior al 30%. Se muestra
la media de 10 plantas. Las barras de error indican la desviacion estandar de cada media. * representa diferencias
significativas respecto a Col con p<0,05. Prueba T-Student.

118



RESULTADOS

v" Numero y peso de semillas:

Para realizar la caracterizacién de la produccion de semillas seleccionamos algunas de las lineas
gue habian presentado mejores valores de rendimiento en nimero de frutos en la inflorescencia
principal. Al igual que con las construcciones anteriormente descritas, calculamos el ndmero
medio de semillas por fruto y su peso mediante el recuento de las semillas producidas en cinco
silicuas de al menos tres plantas en cada una de las lineas evaluadas.

Seguln los resultados obtenidos, las lineas pTFL1::AP2m3 #6 y pTFL1::MIM172 #19 y #31, que
fueron las que habian tenido mejor rendimiento en frutos, produjeron menor nimero de semillas
por silicua, aunque las semillas eran mas grandes y pesaban mads (Fig. 3-19). En el caso de
pTFL1::AP2m3 #6, la reduccidn de semillas por fruto se compensaba con el aumento de frutos en
la inflorescencia principal, con lo que finalmente la produccién de semillas en la inflorescencia
principal fue similar a la de las plantas silvestres. Esto no ocurria con las lineas pTFL1::MIM172
#19 y #31, donde la produccién de semillas en la inflorescencia no se llegaba a compensar, sino
que se veia reducida significativamente.

La linea pTFL1::AP2m3 #30 produjo unas ocho semillas mas que Col por silicua, pero no se
observaron cambios significativos en el peso de éstas (Fig. 3-19 A) ni en su tamafio (Fig. 3-19 B).
Aunque el incremento de frutos en la inflorescencia principal de esta linea solo habia sido del
10,51%, al sumarle el aumento en la produccién de semillas por silicua, esta linea llegaba a
producir 19,25% mas semillas en el tallo principal que las plantas silvestres.

Tras evaluar todos los resultados de la caracterizacién en conjunto, decidimos eliminar las lineas
pPTFL1::AP2m3 #6 y pTFL1::MIM172 #19 y #31, a pesar de que habian resultado ser las mas
productivas en cuanto a la produccidon de frutos en la inflorescencia principal, debido a la
reduccion en la produccién de semillas por silicua, que afectaba de forma negativa en la
produccién de semillas total. En cambio, seleccionamos las siguientes lineas mas productivas en
cuanto a numero de frutos y con una produccién de semillas por silicua similar al silvestre, las
lineas pTFL1::AP2m3 #27 y #1, con un incremento de produccién de frutos en la inflorescencia
principal del 16% y 20%, y las lineas pTFL1::MIM172 #10 y #18, con un incremento de produccion
de frutos del 28,7% y 28,8%.
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CAPITULO 3

A Frutosenel Estimacion del n2 Peso Peso 100
Linea tallo Semillas/fruto semillasenel semillas/fruto semillas
principal tallo principal (mg) (mg)
Col 53,7316,29 60,2515,62 3237,23 1,44+0,25 2,38
#30 | 56,7315,62* 68,13+0,31* 3865,02* 1,63+0,05 2:39
#16 | 57,67+4,19* 60,47+1,70 3486,91 1,31+0,15 2,16
pTFL1::AP2m3 #12 | 59,00+7,01* 66,87+1,10 3945,13* 1,50+0,19 2,24
#27 | 59,67+3,26* 65,00+2,69 3878,33* 1,44+0,07 2,22
#1 | 66,60+6,13* 53,8818,85 3588,41 1,30+0,18 2,41
#6 68,71+8,99* 47,04+12,26* 3232,63 1,25+0,29 2,78
Frutosenel Estimacién del n2 Peso Peso 100
Linea tallo Semillas/fruto semillasenel semillas/fruto semillas
principal tallo principal (mg) (mg)
Col 48,4543,07 63,2743,84 3065,12 1,04+0,05 1,64
#4 56,22+2,95* 62,47+3,43 3512,01 1,14+0,15 1,82
#26 | 59,00+1,67* 59,30+2,40 3498,70 1,03+0,04 1,74
pTFLI:MIM172 | #10 | 61,252,82* |  68,40£1,74 4189,50* 1,2440,06 1,81
#18 | 61,33+1,58* 64,60+0,72 3962,13* 1,15+0,03 1,79
#19 | 64,29+4,27* 31,8040,57* 2712,86* 0,85+0,04* 2,01*
#31 | 67,50+2,98* 29,4010,57* 1984,50* 0,72+0,03* 2,45*%
B Col pTFL1::AP2m3 pTFL1::MIM172
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Figura 3-19: A) Produccion de semillas de algunas de las lineas pTFL1::AP2m3 y pTFL1::MIM172 seleccionadas por
presentar mayor produccion de frutos en la inflorescencia principal. Los valores mostrados indican la media + SD. La
media del n? de frutos producidos en la inflorescencia principal por las diferentes lineas transgénicas y Col se ha
calculado a partir de al menos 10 plantas por linea. La media del n2 y peso de semillas por fruto se ha calculado a partir
de las semillas producidas en cinco frutos de 3-10 plantas por linea. El peso de 100 semillas se ha estimado con la
formula peso semillas por fruto/ semillas por fruto x 100. La produccidn total de semillas en la inflorescencia principal
se ha estimado con la formula “semillas por fruto x n2 frutos en el tallo principal”. Como los datos de cada construccidn
procedian de experimentos realizados en tiempos distintos, la estimacién de la produccién de semillas en el tallo
principal se ha calculado respecto a los valores de produccion presentados por el Col incluido en el experimento
correspondiente. * indica diferencias significativas respecto a Col con p<0,05. Prueba T-Student. B) Comparacion de la
morfologia de las semillas. El tamafio de cada celdas es de 1 mm’. En la parte inferior de cada imagen se muestra el
drea media en mm?” + SD de las semillas. * indica diferencias significativas respecto a Col con p<0,05. Prueba T-Student.
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RESULTADOS

Validacion de la estrategia mas efectiva

Reproducibilidad de los valores de produccién de las lineas pTFL1::AP2"°

Para asegurarnos de que los resultados obtenidos se debian al efecto del transgén y no a
variacion ambiental entre experimentos, repetimos la caracterizaciéon de la produccién de frutos

170 an diferentes ensayos

en la inflorescencia principal de las mejores lineas pTFL1::AP2
independientes. En la tabla 3-2 se muestra el nimero de frutos producidos en la inflorescencia
principal por las lineas transgénicas y por plantas silvestres Col en los diferentes ensayos
realizados, asi como el incremento de produccion obtenido frente al silvestre en cada uno de

ellos.

En todos los experimentos las lineas caracterizadas produjeron mayor nimero de frutos en la
inflorescencia principal que las plantas silvestres, aunque el incremento de produccion en cada
uno de los experimentos fue variable. Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en
cuanto a produccidon de frutos en la inflorescencia principal, la media del incremento de
rendimiento de las lineas #1, #3, #5, #15 y #21 fue de 29,19%, 21,9%, 30%, 32,87% y 37,52%
respectivamente (Tabla 3-2).

Por tanto, podemos asegurar la eficacia de esta estrategia, ya que aunque los valores de
produccién fluctdan segun las condiciones de crecimiento, las tendencias se mantienen,
produciendo en todos los casos mayor nimero de frutos que el control silvestre.
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RESULTADOS

Efecto aditivo de la sobreexpresion de AP2 y silenciamiento de FUL en el
SAM sobre la produccion de flores y frutos

Los mutantes ap2-170 vy ful retrasaban el GPA y producian un 20 y 50% mas flores que las plantas
silvestres respectivamente, mientras que el doble mutante ful-1 ap2-170 superaba la produccion
de los mutantes simples, aumentando el nimero de flores generadas en la inflorescencia principal
hasta un 81%.

Esto sugeria que combinando las lineas transgénicas que habiamos generado quiza podriamos
incrementar aun mds la produccién de flores y frutos en la planta. Para ello generamos la linea
pTFL1::AP2'° pTFL1::RNAi-FUL mediante la fertilizacién cruzada de las mejores lineas
seleccionadas de cada una de las construcciones: pTFL1:AP2'° #21, que tras diferentes
experimentos es la que mayor produccién de frutos presenta de media, y pTFL1::RNAi-FUL #6. En
F2 identificamos plantas que poseian ambos transgenes, mediante la amplificacidon por PCR del T-
DNA, y recogimos sus semillas. En la generacién F3, nuevamente identificamos la presencia de
ambos transgenes en todas las plantas sembradas, aunque no podemos asegurar que se
encontraran en homocigosis, y realizamos el recuento de frutos.

o
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Col pTFL1:AP2-170  pTFL1:RNAI-FUL pTFL1:AP2-170 pTFL1:AP2-170  pTFL1:RNAi-FUL pTFL1:AP2-170
#21 #6 pTFL1:RNAi-FUL #21 #6 pTFL1:RNAi-FUL

Figura 3- 22: Produccion de frutos en la inflorescencia principal: A) Frutos producidos en la inflorescencia principal. Se
muestra la media de al menos 5 plantas. Las barras de error indican la desviacion estandar de cada media. ay b

representan diferencias significativas respecto a Columbia y TFL1:AP2"° TFL1::RNAi-FUL respectivamente, con p<0,05.

Prueba T-Student. B) % de incremento de produccidn respecto al silvestre.

70 #21 produjo 57 frutos en la inflorescencia principal y la

En este experimento la linea TFL1::AP2
linea TFL1::RNAI-FUL #6, 51 frutos, lo que representa un incremento de produccién frente a Col
de 31% y 17% respectivamente, mientras que la linea doble produjo 59,75 frutos en la
inflorescencia principal, aumentando la produccidon de frutos en un 37% frente a las plantas
silvestres. El aumento que mostro la linea doble fue estadisticamente superior al incremento de
frutos de las plantas pTFL1::AP2'7°

transgénica habia mayor efecto sobre el control del GPA que con las lineas simples.

, por lo que al igual que en el doble mutante, en la doble
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DISCUSION

La ruta FUL-AP2 de mantenimiento de la actividad meristematica podria tener una importante
aplicacion biotecnoldgica en la mejora genética de los cultivos incluidos dentro del grupo de las
plantas monocarpicas.

En esta parte de la tesis hemos pretendido aplicar el conocimiento obtenido previamente sobre la
regulaciéon de la actividad meristematica por parte de FUL y AP2. Hemos propuesto una serie de
estrategias que convergen en aumentar el nivel de expresién de AP2 Unicamente en el SAM
mediante el empleo de promotores especificos de tejido. Estas estrategias se han centrado en el
silenciamiento de FUL, la expresién de una variante artificial de FUL que actuara como activador
dominante (FUL:VP16), la expresién de alelos de AP2 resistentes a la regulacién del miR172 o el
bloqueo de la accién de dicho microRNA mediante la expresién de un RNA complementario al
miR172 que dificulta la unién a sus dianas (Franco-Zorrilla et al., 2007; Todesco et al., 2010).

Conseguir que todas las construcciones disefiadas, que llevarian al silenciamiento de FUL o a una
disminucién de la accién del miR172, se expresaran Unicamente en el SAM era clave para el éxito
de estas estrategias. Tanto FUL como AP2 intervienen en multiples procesos del desarrollo de la
planta, como el tiempo de floracién, el desarrollo de las hojas caulinares, el desarrollo de flores,
frutos y semillas, etc. (Aukerman and Sakai, 2003; Balanza, 2011; Ferrandiz et al., 2000b; Gu et al.,
1998; Jofuku et al., 1994) y, de hecho, en los mutantes ful o ap2-170 ya se observa un GPA tardio
y un incremento en la produccidn de frutos del 45 y el 22% respectivamente, pero también
multiples efectos pleiotropicos desventajosos desde el punto de vista de la produccion (Balanza,
2011). Por tanto, el uso de estos alelos o de construcciones disefiadas para disminuir la expresidn
de FUL o para aumentar la de AP2 que no fueran especificas del SAM no serian Utiles para la
mejora de los cultivos monocarpicos.

No hemos encontrado en la literatura ningun promotor que se haya descrito como especifico del
SAM. Muchos de los genes relacionados con el funcionamiento de los meristemos y que se
expresan en éste, como WUS, CLV3, STM, etc. también se expresan en el meristemo floral, por lo
que si empledaramos su promotor para dirigir la expresion de las construcciones que queriamos
generar, también podiamos dirigir el silenciamiento de FUL o la sobreexpresién de AP2 a los
meristemos florales, con la consiguiente malformacién de las flores o los frutos. Otros genes que
se ha descrito que se expresan en el SAM inflorescente, generalmente relacionados con la
induccion floral, como SOC1, FD o AGL24, también se expresan en otros érganos como hojas,
meristemos u érganos florales y por tanto tampoco serian dptimos (Abe et al., 2005; Hepworth et
al., 2002; Michaels et al., 2003; Wigge et al., 2005). Aun asi, seleccionamos dos genes cuyo patrén
de expresion parecia ser compatible con nuestro disefio experimental. TFL1 muestra una
expresion localizada en una pequefia regidn en el centro del meristemo apical del tallo (Fig. 3-1
A), en el centro de los meristemos inflorescentes axilares (Bradley et al., 1997; Conti and Bradley,
2007; Kobayashi et al., 1999), el tejido vascular del tallo de la inflorescencia (Bradley et al., 1997)
y la raiz (Sohn et al., 2007), pero no se ha observado en los meristemos florales o los gineceos y
frutos. Por otro lado, el promotor del gen FD ha sido ampliamente utilizado en otras trabajos para
dirigir la expresion de genes de interés al SAM (Galvao et al., 2015; Ryu et al., 2014). FD presenta
una expresion en el SAM mas extendida, abarcando todo el domo del meristemo de un modo
similar a FUL, y también se expresa en los meristemos axilares. Sin embargo, se ha detectado
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expresion de FD en los primordios de hoja, y también, aunque en menor nivel, en el centro de los
meristemos florales a partir de estadio 3 (Fig. 3-1 B) (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005). Como
se discute mads adelante, los resultados que hemos obtenido con el promotor de TFLI son en
general bastante especificos, cumpliendo con nuestras expectativas, aunque al tratar de silenciar
a FUL no sea del todo eficiente. Por otro lado el empleo del promotor de FD, ha ocasionado con
bastante frecuencia alteraciones relacionadas con la expresion en el meristemo floral, invalidando
su empleo al menos en las estrategias que alteran la regulacién del miR172.

|”

Por todo ello, seria conveniente seguir buscando promotores alternativos. El promotor “idea
para nuestro proyecto deberia expresarse en todo el SAM inflorescente (y meristemos axilares),
pero no en otros tejidos, y ademas su expresidon deberia mantenerse o incluso aumentar con el
tiempo. Aunque en la literatura no hay tantos promotores analizados donde se detalle con
precision su patrén espacial y temporal, podemos recurrir a otras fuentes. Actualmente existen
multitud de bases de datos de RNAseq y similares que podrian analizarse para encontrar genes
compatibles con el patrén de expresién que requerimos. Posteriormente, se analizarian mas en
detalle, mediante el empleo de lineas reportadoras o hibridacion in situ del RNA.

De igual forma, si queremos extender las estrategias propuestas a otras especies, seria necesario
la validacién de los promotores empleados o la busqueda de promotores especificos de SAM en
esas otras especies.

El silenciamiento postranscripcional de FUL en el SAM incrementa la produccion de
frutos sin alterar su desarrollo.

La primera estrategia que planteamos para retrasar el GPA fue eliminar la expresion de FUL
mediante silenciamiento postranscripcional. Para ello generamos dos construcciones, una que
contenia un RNAI-FUL dirigido por el promotor de TFL1 y otra con un amiR-FUL bajo el control del
promotor de FD. Con ambas construcciones conseguimos incrementos en la produccion de frutos
en la inflorescencia principal del 10-18% en el caso de TFL1::RNAi-FUL y 6-10% para FD::amiR-FUL
sin que se produjeran otros efectos desventajosos en el desarrollo .

A pesar de que el promotor de TFL1 se expresa en un dominio muy restringido en el SAM
mientras que FD, que tiene una expresion mas similar a la de FUL, se expresa en todo el
meristemo, la construccion TFL1::RNAi-FUL funcioné mejor que la FD::amiRNAi-FUL. Inicialmente
habriamos esperado lo contrario, que con el promotor de FD llegdramos a silenciar mas la
expresion de FUL y hubiéramos obtenido mejores resultados.

Una de las posibles explicaciones es que el RNAi dirija de forma mas eficiente el silenciamiento de
FUL que el amiR empleado, aunque segun el fenotipo presentado por las plantas 35S::amiR-FUL,
en particular el efecto de retraso del GPA en alguna de las lineas T1, si se estaba induciendo el
silenciamiento de FUL. No obstante no sabemos cémo se habria comportado el RNAi-FUL bajo el
control del promotor 35S, si hubiera presentado fenotipos similares a los de 35S:amiR-FUL o por
el contrario hubiera tenido fenotipos mas severos. Al igual que tampoco hemos estudiado el
comportamiento del amiR-FUL bajo el control del promotor de TFLI. Por tanto, no podemos
estimar si la eficiencia del silenciamiento mediante el RNAi o amiR empleados son similares. La
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forma mas directa de comprobar si el silenciamiento de FUL en ambos tipos de lineas esta siendo
similar, es la cuantificacion mediante Q-RT-PCR de FUL. Sin embargo, como queremos detectar la
variacién de expresiéon en el SAM, y la expresidon en otros tejidos lo enmascararia, deberiamos
recurrir a técnicas algo mas sofisticadas para la recoleccién del material a estudiar, como la
microdiseccion laser del SAM.

Por otro lado, podrian existir otras posibilidades que explicaran los peores resultados obtenidos
con las lineas FD::amiR-FUL. Tal vez, la disminucién de los niveles de FUL en el meristemo
estuviera reduciendo de alguna forma a la expresién de FD, y por tanto también el amiR-FUL, y
eso haria que finalmente el silenciamiento no fuera demasiado efectivo. Sin embargo, hasta el
momento en la literatura solo estd descrito que FD, junto a FT o los factores de transcripcion
SPL3/4/5 activan la expresion de FUL (Jung et al., 2016; Wang et al., 2009), pero no al revés.

Pese a que los resultados con el RNAI-FUL y el amiR-FUL hayan diferido de algin modo de lo
esperado, con ambos tipos de estrategias hemos conseguido incrementar la produccién de la
planta, que era nuestro objetivo.

FUL como activador transcripcional en el SAM no produce cambios en el rendimiento de
frutos

Segun el modelo de regulacién de la actividad meristematica que hemos propuesto, FUL reprime
de forma indirecta la expresion de WUS en el SAM mediante la represién directa de AP2. Por
tanto, ademas del silenciamiento de FUL, también probamos a intentar aumentar la expresién de
AP2 en el SAM generando un alelo de FUL que se comportara como un activador dominante, en
concreto, FD::FUL:VP16. Con esta construccidn esperdbamos que FUL:VP16 activara la expresion
de AP2, compitiendo con la versién enddégena de FUL, que seguiria ejerciendo su funcién
represora.

Los resultados obtenidos fueron en general peores que con las estrategias de silenciamiento de
FUL. Estds lineas no presentaron defectos en el desarrollo de los frutos, pero ninguna incrementé
la produccidn, sino que incluso algunas de ellas se redujo el nimero de frutos producidos en la
inflorescencia principal. Por otro lado, la caracteristica mas relevante de estas lineas es que todas
florecieron antes que el control silvestre. Aunque en un principio nuestro objetivo no fuera
conseguir plantas con floracion temprana, esta estrategia podria tener ciertas ventajas. Podria
emplearse para mejorar los cultivos reduciendo el periodo vegetativo y adelantando la fase
productiva de la planta sin afectar a su rendimiento. Ademas, esta estrategia, dependiendo del
sistema de cultivo utilizado, como la produccidn en invernadero, donde se pueden realizar varias
generaciones de cultivo al afio, podria permitir aumentar el nimero de cultivos al afio, con lo cual
al final estariamos aumentando también la produccion.

Estos resultados se pueden explicar con el papel de FUL en la promocién de la floracién. FUL
activa a genes integradores de la transicion floral y genes de identidad de meristemo floral
actuando a través de diferentes rutas, como la ruta del fotoperiodo (Melzer et al., 2008; Teper-
Bamnolker and Samach, 2005; Wigge et al., 2005) o la ruta endégena de la edad (Balanza et al.,
2014; Wang et al., 2009). El empleo del activador dominante FUL:VP16 estaria potenciando esa
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activacion, causando el adelanto de la floracién. Sin embargo habriamos esperado que también
mantuviera la actividad meristematica del SAM al final del desarrollo de la planta mediante la
activacion de la expresion de AP2 y segun los resultados obtenidos no parece que estuviera
ocurriendo. Esto podria deberse a que la expresidon de FD no se mantenga con el tiempo o que
disminuya considerablemente, de hecho los datos disponibles en las bases de datos indican un
descenso en la expresién de FD en el meristemo inflorescente tras la transiciéon floral, aunque no
se ha llegado a estudiar su nivel de expresion hasta el GPA (http://bar.utoronto.ca;
http://travadb.org). Si esto fuera asi, el efecto de FUL:VP16 seria mas fuerte durante las primeras
etapas del desarrollo, mientras que al final del desarrollo sus niveles serian mas bajos vy
competirian con el alelo endégeno FUL asi como con el miR172 en el control de la expresién de
AP2, por lo que finalmente la expresion de AP2 disminuiria y se produciria el GPA. Podriamos
estudiar cual es el efecto si se dirige la expresién de FUL:VP16 con el promotor de TFL1. Los
resultados que hemos obtenido en este capitulo indican que este promotor es Util para dirigir la
expresién al meristemo durante las fases finales del desarrollo. Por tanto, es posible que las
plantas TFL1::FUL:VP16 consiguieran retrasaran el GPA.

Reduciendo la represion del miR172 se consigue aumentar el rendimiento en frutos de
las plantas hasta en un 41%.

El segundo grupo de estrategias que utilizamos para retrasar el GPA fue aumentar el nivel de
expresion de AP2 en el SAM disminuyendo el efecto de la represién del miR172 sobre AP2 y otros
genes de la familia de factores de transcripciéon AP2-like con distintas aproximaciones.

70 Gnicamente al SAM con las

En primer lugar, quisimos dirigir la expresién del alelo AP2
construcciones TFL1:: AP2Y°y FD:: AP2'°. Las lineas FD::AP2*"° mostraron por lo general severos
defectos en el desarrollo floral relacionados con la indeterminacién del meristemo floral. Estos
fenotipos, aunque menos severos, recordaban a los que produce la sobreexpresion o expresion
ectdpica en la flor de alelos de AP2 en los que se ha mutado el sitio de reconocimiento del miR172
y que se han relacionado con una actividad de WUS temporalmente prolongada durante el
desarrollo floral (Chen, 2004; Liu et al., 2014; Zhao et al., 2007). Por un lado, esto nos permite
concluir que la expresién de FD en el meristemo floral es significativa y al menos solapa
temporalmente con la ventana en la que WUS debe ser reprimido para una correcta terminacion
del meristemo, lo cual disminuye su utilidad en este tipo de estrategias. Por otro, que AP2'° es
probablemente capaz de activar a WUS no solo en el SAM sino también en otro tipo de
meristemos, lo cual de nuevo supone un apoyo a nuestro modelo de regulacién temporal de la

actividad proliferativa de los mismos.

Con la construccién TFL1::AP2'7°

, la mayoria de las lineas mostraron un incremento de la
produccién (medida como numero de frutos en la inflorescencia principal) de entre un 18 y un
40%. Repetimos la evaluacion de estas lineas transgénicas durante varios experimentos
independientes y aunque el rendimiento varié de uno a otro, las tendencias se mantuvieron. En

todos los experimentos realizados, las lineas TFL1::AP2°

caracterizadas fueron mas productivas
que el control silvestre, y no presentaban otros efectos negativos en el desarrollo de la planta.

Por tanto, esta estrategia cumplia con los objetivos que habiamos planteado.
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170 tan solo cambia un nucleétido en el sitio de reconocimiento

La mutacidn que porta el alelo AP2
del miR172, reduciendo la estabilidad del apareamiento entre ambos y también introduciendo un
cambio de aminoacido en la secuencia codificante de AP2 (Balanza, 2011). Se ha descrito otro
alelo artificial, AP2m3 en el que se han introducido seis mutaciones silenciosas y que, en principio,
anula la regulacion por el miR172 (Chen, 2004), por lo que era de esperar que una estrategia
equivalente pero que empleara el alelo AP2m3 seria mas eficiente. Sin embargo, aunque la
mayoria de las plantas TFL1::AP2m3 también aumentaron la produccidon de frutos en la
inflorescencia principal, el incremento tan solo varié entre el 6y el 24%, quedando por debajo de

los resultados obtenidos con la versiéon AP2*7°

. Por un lado, esto sugiere que aumentar los niveles
de expresion de AP2, en este caso impidiendo su reconocimiento por el miR172, es suficiente para
mantener la capacidad proliferativa de los meristemos. Por otro, también sugiere que el cambio

en la secuencia de aminoécidos que incorpora la variante AP2'"°

es importante para la funcion de
la proteina y que quiza seria interesante explorar nuevas variantes alélicas con otros cambios en

la secuencia de la proteina en este dominio.

Como se ha planteado durante el primer capitulo de esta tesis, no solo AP2 participa en el control
del GPA, sino que también parecen estar implicados otros miembros de la familia AP2-like, por lo
qgue nos planteamos incluirlos también en este tipo de estrategias. Pensamos que si
aumentdaramos conjuntamente el nivel de expresion de todos ellos se podria obtener un efecto
significativo en el incremento de produccion de la planta, por lo que generamos la construccion
TFL1::MIM172 para reducir la actividad de los miR172 enddgenos y consecuentemente aumentar
la actividad de sus dianas, los genes AP2-like. De nuevo, la mayoria de las lineas mostré un GPA
tardio, consiguiendo incrementos del rendimiento en frutos del 18 al 41%, resultados muy
similares a los obtenidos con las lineas transgénicas TFL1:AP2'° aunque en este caso, la
proporcién de lineas con rendimiento mayor del 30% fue mucho mayor, lo cual apoyaba la
hipdtesis de que en el control genético del GPA participaban varios miembros de la familia AP2-
like.

La estrategia mas efectiva para incrementar el rendimiento en frutos en plantas
monocarpicas ha sido reducir la represion del miR172

La disminucién en la expresion de FUL en el dominio de expresién de TFL1 o FD ha conseguido
retrasar ligeramente la parada de la actividad meristematica del SAM, aumentando la produccién
de frutos en el tallo principal en un 10% en el caso de pFD::amiR-FUL o un 17% con
TFL1::RNAI-FUL, sin ocasionar defectos en el desarrollo de la inflorescencia, flores, frutos o
semillas. La estrategia de aumentar el nivel de expresion de AP2 en el SAM interfiriendo de un
modo u otro en su regulacion por el miR172 ha producido resultados variables, dependiendo
principalmente del promotor empleado para dirigir la expresion del transgén. Cuando se empleé

70 parcialmente resistente a la represién del

el promotor de FD para expresar el alelo AP2
miR172, obtuvimos fenotipos de indeterminacidn del meristemo floral que alteraban el desarrollo
de los frutos y repercutian negativamente en el rendimiento en semillas de la planta. Sin
embargo, aumentando la expresion de AP2 en el dominio de expresidon de TFL1, hemos obtenido
lineas donde el desarrollo de los frutos es normal y se eleva el rendimiento de la planta., llegando

a incrementos de la produccion de frutos en la inflorescencia principal del 20% con
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pTFL1::AP2m3, 29% con pTFL1::MIM172 y 38% con pTFL1::AP2"°y en la mayoria de los casos, el
incremento fue aun mayor en el rendimiento en niumero de semillas en la inflorescencia principal,
llegando a valores de 35, 20 y 59% respectivamente (Tabla 3-2).

Tabla 3-2: Resumen de las lineas seleccionadas en cada una de las construcciones realizadas.

{inea Incremento Incremento
Construccion s rendimiento | rendimientoen
seleccionada 2

en frutos (%) semillas (%)
PTFL1::RNAI-FUL #6 18 21
pFD::amiR-FUL #17 10 4
pTFL1::AP2170 #15 36 49
#21 38 59
pTFL1:AP2m3 #1 20 0
#27 16 20
pTFL1::MIM172 #10 29 35
#18 29 29

Tras analizar en conjunto los resultados de todos los abordajes realizados, se puede ver que
aunque la estrategia de disminuir el nivel de expresién de FUL en el SAM consigue ligeros
incrementos en la produccion de frutos, destacando la construccién pTFL1::RNAi-FUL, la
estrategia que realmente se ha mostrado mas eficiente para prolongar la actividad del SAM e
incrementar asi la produccién de frutos, ha sido la sobreexpresién de AP2 en el SAM. Dentro de
esta estrategia, las construcciones con mejores resultados han sido pTFL1:AP2'° y TFL1:MIM172.

Todo ello nos lleva a pensar en disefiar nuevas alternativas que pudieran aportar mejoras en el
rendimiento. Por un lado seria necesario continuar con la bdsqueda de promotores que fueran
especificos del SAM, pero con una expresion fuerte y por todo el meristemo, que permitieran
silenciar con mayor eficiencia a FUL. Por otro, se podrian probar combinaciones de las diferentes
estrategias propuestas, ya que en un primer estudio realizado con la combinacidon de
TFL1::RNAI-FUL y TFL1:AP2'°, observamos que las plantas TFL1:RNAi-FUL TFL1::AP2°
aumentaron la produccién respecto a las que solo portaban una de las construcciones. También
se podrian probar otras variantes alélicas de AP2 o de otros AP2-like. Por ejemplo se podria
probar a expresar en el SAM una variante alélica de AP2 totalmente resistente a la regulacion del
miR172 pero que ademds incorporara el mismo cambio de nucledtido presente en la mutacién
AP2'° que podria estar causando un ligero cambio en la estructura cuaternaria de la proteina o

algun otro efecto funcional, ya que con el alelo Ap2""°

se han obtenido mejores resultados que
con AP2m3. También se podria explorar si otros cambios de aminodcido en la regién de
reconocimiento del miR172, en la misma posicion que el cambio de la mutacién ap2-170 o en
otras, tienen mejores efectos. Segun los resultados que hemos obtenido, tanto en el estudio de la
linea 355:miR172 en el capitulo 1 como TFL1::MIM172 en este capitulo, otros miembros de la
familia AP2-like podrian estar regulando la actividad meristematica. Por tanto, también se podria
probar a disefiar alelos mutantes equivalentes en otros genes AP2-like. De hecho aunque todos
los AP2-like estan regulados por el miR172, la secuencia de reconocimiento no es idéntica en
todos ellos. Como la accién del miR172 se da tanto a nivel de regulacidon de la cantidad de

transcrito como de la traduccién, es posible que los diferentes tipos de alelos de AP2 (AP2' y
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AP2m3) estén alterando la regulacidon del miR172 a diferente nivel. Por ello, adquirir una mejor
comprension del comportamiento del transcrito o de la proteina podria ser Util para optimizar
cualquier tipo de estrategia para incrementar la produccion de la planta.

Aplicacion a otros cultivos de importancia econémica

Mediante las estrategias de transformacidn genética propuestas en este trabajo se ha conseguido
incrementar la produccién de Arabidopsis thaliana, pero el siguiente paso es la aplicacidn de esta
herramienta biotecnoldgica a otras plantas monocarpicas que se cultiven por su importancia
econdémica.

Algunos cultivos pertenecientes a la familia de las Brasicaceas, como la colza (Brassica napus) o las
mostazas (Sinapis sp.), cultivadas para la produccion de semillas, son las primeras dianas para la
aplicacién de esta tecnologia, ya que al pertenecer a la misma familia que Arabidopsis, existe un
alto grado de conservacion genética y funcional (Cavell et al., 1998; Lukens et al., 2003). En
Brassica napus se identificd el gen BnAP2, ortdlogo de AtAP2 (Yan et al., 2012) y se vio que en
lineas transgénicas RNAIi-BnAP2, donde se elimina la expresidén de este gen, aparecian los mismos
defectos en el desarrollo de las flores que en los mutantes ap2 de Arabidopsis. Aunque habria que
comprobar si el gen BnAP2 también participa en la regulacién del mantenimiento de la actividad
meristematica y si es regulado por los mismos factores que en Arabidopsis, es muy probable que
la introduccion de las construcciones genéticas disefiadas en este trabajo causen en colza el
mismo efecto que han producido en Arabidopsis.

Otros cultivos mds alejados filogenéticamente, como las leguminosas, también podrian ser
mejorados mediante esta estrategia. Diferentes trabajos realizados en guisante han mostrado que
en esta especie se produce también el GPA y que la eliminacidn de los frutos retrasa su aparicién
(Lockhart and Gottschall, 1961; Wang and Woolhouse, 1982), al igual que en Arabidopsis, por lo
cual podrian estar conservados los mecanismos de regulacion. Esta hipdtesis estda en parte
apoyada por el trabajo que hemos realizado en el Ultimo capitulo de esta tesis, donde hemos
estudiado la conservacion funcional de FUL en el control del GPA en guisante.

Sin embargo no hay que olvidar que estas estrategias, que conllevan el incremento en la
produccién de frutos y semillas de forma escalada no son aplicables a todos los cultivos
monocarpicos. En algunos cultivos interesa la produccidn de hojas, tallos o raices, como en el caso
de Brassica oleracea o Solanum tuberosum. Y en los cultivos aprovechados por los frutos o las
semillas hay ocasiones donde una produccién escalada, donde habrd que ir recolectando los
frutos a medida que vayan alcanzando su grado éptimo de maduracién, no interesa vy
tradicionalmente se han seleccionado variedades que produzcan el maximo antes de una Unica
cosecha.

131






CAPITULO 4:

Estudio de la conservacion funcional de la ruta
FUL-AP2 en otras especies y posible aplicacion para
la mejora genética de los cultivos.






RESULTADOS

Gran parte de las especies cultivadas en la actualidad por su alto valor econédmico se incluyen
dentro del grupo de las plantas monocarpicas. Por ejemplo, dentro de este grupo encontramos
monocotileddneas como el trigo, la cebada o el arroz y dicotiledéneas como las pertenecientes a
la familia de las brasicdceas, destacando la colza o la camelina, que tienen gran importancia en la
industria de produccion de biofuel, y la familia de las leguminosas, que representan mds de un
cuarto de la produccién primaria de cultivos en el mundo con multiples cultivos de importancia
proteaginosa, como soja, guisante, lenteja, habas y garbanzos.

Estudiar los mecanismos que regulan la actividad y el momento de parada del SAM en estos
cultivos y la obtencién de recursos genéticos que se puedan emplear para la mejora de la
produccién o la mejor adaptacidon a diversos ambientes puede reportar grandes beneficios
econdmicos a los productores y a toda la cadena productiva.

Las estrategias propuestas en el capitulo anterior para incrementar la produccién en Arabidopsis
mediante la prolongacion de la actividad del SAM podrian ser aplicadas en otros cultivos.
Principalmente los cultivos susceptibles de ser mejorados mediante esta tecnologia serian colza,
camelina o mostazas, puesto que todos ellos pertenecen a la misma familia que Arabidopsis y se
ha reportado que tanto los genes FUL y AP2 como sus funciones estdn bastante conservadas
dentro de la familia. Por tanto, cabria esperar que las estrategias planteadas podrian funcionar en
cualquiera de estos cultivos, adaptando minimamente las construcciones para introducir las
secuencias propias de cada una de las especies.

Sin embargo, para poder utilizar estas estrategias en otras familias menos emparentadas, es
necesario establecer si las funciones de FUL y/o los genes AP2-like en otras especies estan
conservadas.

Las leguminosas constituyen la tercera familia mds numerosa de las angiospermas, con mas de
700 géneros y 20.000 especies (Lewis, 2005). La mayoria son variedades silvestres o semi-
domesticadas, pero con un gran potencial para el cultivo. Principalmente se emplean para la
produccién de alimentos y piensos, ya que son una importante fuente de proteina y en muchas
regiones del mundo son cultivos basicos (Vaz Patto et al., 2015). También son utiles como cultivo
de cobertura o para la rotacién de cultivos, ya que las leguminosas juegan un papel clave
restaurando, manteniendo o enriqueciendo la fertilidad del suelo a través de la fijacion simbidtica
de nitrégeno. Por tanto su cultivo evita la necesidad de fertilizantes nitrogenados en los cultivos
subsiguientes, reduce la transmisién de plagas y patdgenos entre los cereales y por tanto la
necesidad de plaguicidas, y aumenta la biodiversidad que soporta insectos polinizadores
(Jeromela et al., 2017).

En nuestro grupo existe una extensa tradicion en el estudio de diferentes especies de
leguminosas, por lo que disponiamos de los recursos necesarios para su cultivo, asi como acceso a
numerosas herramientas genéticas, entre ellas, la disponibilidad de mutantes en Pisum sativum.
Por todo ello decidimos comenzar a estudiar la conservacién funcional de FUL en leguminosas,
concretamente en esta especie.
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Dentro de los genes MADS-box, FUL pertenece al clado APETALA1 (AP1)/FUL. Diferentes
duplicaciones durante la evolucién de las eudicotileddneas generaron los linajes euAP1, euFUL y
euAGL79. Los genes euFUL son los que presentan mayor similitud de secuencia y patrén de
expresion con los genes FUL-like de las angiospermas basales, probablemente sus homodlogos
funcionales, mientras que los genes euAP1 y euAGL79 presentan cambios significativos en la
secuencia y el patron de expresidén, que probablemente favorecen su neofuncionalizacién
(Ferrandiz and Fourquin, 2014). Dentro del linaje euFUL, se agrupan en el mismo clado que el gen
AtFUL de Arabidopsis los genes PsFULa y PsFULb de Pisum sativum (Fig. 4-1).
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Figura 4-1: Arbol filogenético de las secuencias de aminodcidos de la familia AP1/FUL. AtFUL, PsFULa y PsFULb se
agrupan dentro del mismo clado del linaje euFUL. Nombre de las especies: Amtr, Amborella thrichopoda; At,
Arabidopsis thaliana; Vv, Vitis vinifera; Md, Malus domestica; Ps, Pisum sativum; Mt, Medicago truncatula; Ph, Petunia
hybrida; Am, Antirrhinum majus; S|, Solanum lycopersicum; Mp, Magnolia praecocissima; Kc, Crocus sativus; Os, Oryza
sativa; Ta, Triticum aestivum; Hv, Hordeum vulgare. Imagen modificada a partir de Berbel et al., 2012 .
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En trabajos previos realizados en nuestro grupo se habian identificado mutantes para los genes
PsFULa y PsFULb en una coleccion mutagenizada con EMS mediante una estrategia de TILLING
(Dalmais et al., 2008). El mutante fula presentaba un cambio de nucledtido (G a A) a 411 pb del
final del segundo exdén ocasionando una variante de splicing que incorporaba a la secuencia de la
proteina dos aminodcidos (I, C) y un coddn de parada prematuro en la posicién 146, generando
una proteina truncada. En el mutante fulb se habia producido un cambio de nucledtido (G a A) a
448 pb del final del segundo exdn, apareciendo un codén de parada prematuro en la posiciéon 92 y
generando una proteina truncada. Ambas proteinas no eran funcionales, por lo que ambos
mutantes probablemente puedan considerarse alelos nulos (Fig. 4-2 A). Al contrario que en
Arabidopsis, los mutantes fula y fulb no causaban defectos en el desarrollo de los frutos, aunque
las plantas frecuentemente presentaban abortos florales. Sin embargo, las mutaciones fula y fulb
tenian un efecto positivo en la prolongaciéon de la vida de la planta, que producia un mayor
numero de nudos reproductivos y de frutos (Fig. 4-2 B) (Chloé Fourquin, datos no publicados).

Estos resultados, aunque preliminares, eran muy prometedores ya que significaban que estos
nuevos alelos de FUL se podrian emplear en programas de mejora para incrementar el
rendimiento del cultivo de guisante, y posiblemente para extender esta estrategia a otras
leguminosas.

Los mutantes obtenidos mediante la técnica de TILLING procedian de una poblacién
mutagenizada con EMS, en la que se habia estimado que, de media, podia haber 2,93x10"
mutaciones inducidas por el mutageno por individuo (Dalmais et al., 2008). Aunque la mayoria se
localizarian en regiones del genoma no codificantes, ocasionando mutaciones silenciosas, una
pequeia proporcion de ellas podria estar comprometiendo la funcidn de algunos genes. Por esto,
no podiamos descartar el posible efecto de otras mutaciones sobre el fenotipo observado en los
mutantes fula y fulb.

Como primer objetivo de este capitulo nos propusimos realizar una serie de retrocruces entre los
mutantes fula y fulb con el cultivar parental Caméor para eliminar otras mutaciones no ligadas, y
posteriormente caracterizarlos fenotipicamente para comprobar si el retraso del GPA que se
habia observado previamente estaba causado por las mutaciones en los genes fula y fulb o si por
el contrario era debido a otras mutaciones.
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Figura 4-2: Mutantes fula y fulb en Pisum sativum procedentes de una poblacion de EMS seleccionada mediante
TILLING. A) Posicion de las mutaciones en los genes FULa y FULb. Los rectangulos corresponden a los exones y las lineas
a los intrones. Las marcas rojas marcan la posicion de las mutaciones. Posicién del cambio de nucledtido respecto al
final del segundo exdn. B) Efecto fenotipico de las mutaciones fula y fulb sobre el desarrollo de la planta (Chloé
Fourquin, datos no publicados).

Caracterizacion fenotipica de los mutantes fula y fulb en Pisum sativum

Para eliminar otras mutaciones realizamos una serie de retrocruces entre el doble mutante fula
fulb con el cultivar Caméor, seleccionando en cada generacidn plantas fula fulb heterocigéticas,
que se utilizaron a su vez en el siguiente cruce con Caméor. Los retrocruces y la seleccién de
plantas se realizaron durante 6 generaciones como se muestra en la figura 4-3. En la generacion 7
se seleccionaron plantas doble heterocigdticas y se recogieron las semillas resultantes de su
autofecundacién. Estas dieron lugar a una poblaciéon segregante en la que se seleccionaron
individuos fula, fulb y el doble mutante fula fulb. Puesto que tras cinco retrocruces la proporcién
del genoma del parental donante (mutantes fula fulb del TILLING) tan solo era del 1/64, se
habrian eliminado la mayoria de las mutaciones accesorias, pudiendo haberse mantenido tan solo
1-2% de mutaciones.
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Figura 4-3: Esquema de retrocruces seguido para la eliminacion de otras mutaciones presentes en las plantas fula y
fulb procedentes de una poblacion mutagenizada con EMS.

Debido a que en nuestras condiciones de crecimiento cada ciclo de crecimiento duraba cuatro
meses y asi completar la serie de retrocruces llevaria al menos 2 afos y medio, decidimos realizar
una caracterizacion previa de los mutantes a partir del RC2 (1/8 del genoma procedente de los
mutantes originales), mientras continudbamos con el programa de retrocruces hasta el RC5.

Por tanto, en la tercera generacidon, ademas de realizar el retrocruce 3, se recolectd la
descendencia de las plantas fula/+ fulb/+ autofecundadas del retrocruce 2 y en la siguiente
generacion identificamos mediante genotipado individuos fula, fulb y el doble mutante fula fulb
(Fig. 4-3).

En total seleccionamos tres plantas silvestres, dos plantas fula, una planta fulb y tres plantas
doble mutantes fula fulb, que caracterizamos fenotipicamente.

La inflorescencia de Pisum sativum es un racimo compuesto, tipico de muchas leguminosas.
Durante la fase vegetativa, el meristemo apical del tallo genera hojas compuestas con un
meristemo axilar que generalmente permanece latente hasta que se produce la transicidn floral.
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Tras la transicidn floral, el SAM se convierte en un meristemo inflorescente primario (I1), con
crecimiento indeterminado, que produce en sus flancos meristemos inflorescentes secundarios
(12). Los 12 producen a su vez un nimero variable de meristemos florales, segun la variedad, antes
de terminar en un érgano residual filiforme.

Teniendo en cuenta el tipo de inflorescencia que presenta este cultivo, decidimos evaluar los
siguientes caracteres: nimero de nudos vegetativos, como medida del tiempo en el que las
plantas florecian; nudos reproductivos, como medida del tiempo que se mantenia activo el SAM;
y otros caracteres descriptivos de la produccién de la planta como el niumero total de frutos
producidos por la planta, nimero total de semillas producidas por la planta, semillas por vaina y
peso total de las semillas producidas por la planta, ademds de otros pardmetros que nos
permitirian evaluar la calidad de frutos y semillas y la arquitectura de la planta, como el tamafio
de los frutos, peso de las semillas, composicidn de las semillas, longitud de entrenudos y longitud
de los pedunculos de las inflorescencias secundarias (Fig. 4-4).
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Figura 4-4: La inflorescencia de Pisum sativum es un racimo compuesto. Tras la transicion floral el meristemo
inflorescente primario (11) genera meristemos inflorescentes secundarios (12), a partir de los cuales se desarrolla un
ndmero variable de meristemos florales antes de agotarse en un érgano residual (A). B-E) Algunos de los caracteres
evaluados durante este trabajo. B) Numero de nudos vegetativos, desde el nudo con la primera hoja compuesta hasta
el nudo anterior a la floracién. Nimero de nudos reproductivos, desde el primer nudo con flor hasta el nudo donde se
produce el GPA. C) Numero y longitud de las vainas. Numero y tamafio de las semillas. D) Longitud de los entrenudos.
E) Longitud de los pedunculos de las 12, desde el tallo principal hasta la insercion de la primera flor.
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No observamos que la mutacién en FULa ocasionara alteraciones en el GPA, ya que produjo un
numero de nudos reproductivos similar al silvestre, mientras que la mutacién en FULDb si que tenia
un claro efecto en el control de la parada de la actividad meristematica, aumentando Ia
produccién de nudos reproductivos al doble del silvestre. Por otro lado, el mutante fula fulb se
comportd practicamente como fulb, sugiriendo que FULa no tiene un papel clave en la regulacidn
del GPA (Fig. 4-5 A, B, 1) al menos en el fondo Caméor.

Los mutantes fula y fulb, asi como el doble mutante, produjeron una unica flor en cada nudo,
mientras que las plantas silvestres, aunque por lo general presentaban una flor por nudo, en
ocasiones tenian dos flores por inflorescencia secundaria (12) (Fig. 4-5 A). También observamos
gue una pequeiia proporcién de los frutos abortaban en estadios tempranos del desarrollo, tanto
en los mutantes como el silvestre.

Estudiando el nimero total de frutos producidos por la planta, la mutaciéon en FULb aumento la
produccién de frutos, ya que los mutante fulb y fula fulb produjeron 11 y 10 frutos
respectivamente, en comparacion al silvestre o el mutante fula, que produjeron 6 y 7 frutos (Fig.
4-5 Ay C). Teniendo en cuenta los pardmetros descritos hasta el momento, este incremento de la
produccién de frutos se debié al aumento de nudos reproductivos.

Estudiando el nimero de semillas llenas por vaina, asi como el numero de semillas abortadas por
vaina no observamos diferencias significativas entre el silvestre y los mutantes. Sin embargo,
debido nuevamente a la mayor produccién de nudos reproductivos, la produccién total de
semillas en la planta se incrementd considerablemente en los genotipos que contenian la
mutacién en FULb, con 38 o 37,7 semillas por planta en los mutantes fulb y en el doble mutante
fula fulb respectivamente, en comparacion a las 18 semillas por planta de fula o 14,5 del silvestre
(Fig. 4-5 Ay D), lo que significd un incremento de semillas por planta del 132-162% en presencia
del alelo fulb.

Para comprobar que los frutos y las semillas de los mutantes se desarrollaban de igual forma que
en las plantas silvestres, evaluamos el tamafio de los frutos midiendo su longitud y el tamafio de
las semillas midiendo el drea de la proyeccidon de su circunferencia maxima, asi como la
estimacion del peso de 100 semillas (peso semillas por planta/total semillas por planta x 100). En
el doble mutante fula fulb observamos que las vainas eran un 16% mas cortas que las del silvestre
(Fig. 4-5 F). En cuanto al tamafio de las semillas, en presencia del alelo fulb (mutante simple y
doble mutante) las semillas mostraban un area de la proyeccion de su circunferencia maxima un
12% menor que en las semillas silvestres (Fig. 4-5 F). Aunque tanto el mutante fulb como el
mutante fula fulb habian mostrado tener semillas de menor tamafio, al estimar el peso de 100
semillas, tan solo el doble mutante presentd una disminucién significativa de peso, con una
reduccion del 22% del peso de 100 semillas respecto al silvestre (Fig. 4-5 A). Sin embargo, el gran
incremento en la produccion de semillas de estos genotipos, suplen las ligeras deficiencias que
puedan tener en el tamafio de las vainas o de las semillas, obteniendo un rendimiento en peso de
semilla por planta de 82 a 123% mayor con la mutacién en FULb que en las plantas silvestres.

Para comprobar que la calidad de las semillas no se estaba viendo afectada a causa de las
mutaciones en FULa y FULb, evaluamos la composicidon de las semillas en colaboracién con la
doctora Maria Carlota Vaz Patto, del Instituto de Tecnologia Quimica e Biologica (Universidade
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Nova de Lisboa, Portugal). Segun los resultados obtenidos, no existen diferencias de composicién
de proteinas, grasas, fibra o residuo mineral entre los mutantes y el silvestre (Figd-5 G)

Como hemos descrito en el capitulo anterior, FUL interviene en el control del tiempo de floracidn
en Arabidopsis. Trabajos realizados en Medicago truncatula sugerian que esta funcién podria
estar conservada en leguminosas, puesto que la sobreexpresién en Arabidopsis de los ortdlogos
de FUL de Medicago, MtFULa y MtFULb, adelantaban la floracién (Jaudal et al., 2015). Ademas,
en Pisum sativum se esta investigando la posible participacién de los genes PsFUL en la ruta de
respuesta al fotoperiodo, donde estaria actuando posiblemente bajo la regulacion de
LATE BLOOMER1 (LATE1, un ortdlogo del gen GIGANTEA de Arabidopsis, implicado en el reloj
circadiano) y LATE BLOOMER2 (LATE2) (Hecht et al., 2007) y PHYTOCHROME A (PHYA) (Weller et
al., 2004) (Weller, comunicacién personal). Para evaluar si en los mutantes fula y fulb de guisante
se estaba alterando el tiempo de floracién, también incluimos en la caracterizacidn fenotipica el
recuento de nudos vegetativos, y la medicidn de la longitud de entrenudos y de los pedunculos de
las inflorescencias secundarias, todos ellos caracteres relacionados con la respuesta al
fotoperiodo (Weller et al., 1997).

Mientras que el silvestre produjo 8,5 nudos vegetativos, el mutante fulb produjo 9 y los mutantes
fula y el doble fula fulb 10 y 9,7 nudos respectivamente (Fig. 4-5 A y B). Estas diferencias no
resultaron estadisticamente significativas, aunque podria deberse a causa del bajo numero de
plantas estudiadas.

En cuanto a la elongacion de los entrenudos, observamos que en todas las plantas, tanto
silvestres como mutantes, la longitud aumentaba de un entrenudo al siguiente, hasta que la
planta comenzé a producir flores (entrenudo 10-11). Aproximadamente tras haber producido dos
12, los siguientes entrenudos que se formaron tuvieron menor longitud a medida que se acercaba
el nudo de parada del SAM. En los cuatro genotipos, el aumento de longitud fue similar hasta el
entrenudo 6. Sin embargo, fulb a partir de ese punto, y fula y el doble mutante a partir del
entrenudo siguiente, presentaron un mayor aumento en la longitud de los entrenudos que las
plantas silvestres. A partir del entrenudo 10-11 la disminucién de la longitud de los entrenudos
consecutivos fue menos acusada en los mutantes que en el silvestre, posiblemente a causa del
aumento del numero de entrenudos, puesto que en todas las plantas el Ultimo entrenudo mostré
una longitud similar, independientemente del genotipo (Fig. 4-5 G).

La longitud que alcanzan los pedidnculos de las inflorescencias secundarias se redujo
paulatinamente desde el primer nudo reproductivo hasta el nudo de parada del SAM, tanto en el
silvestre como en los mutantes, pero en presencia de la mutaciéon en FULDb, la longitud de todos
los pedunculos fue mayor que en el silvestre y que en el mutante fula y la disminucion de la
longitud del pedinculo de un nudo al siguiente fue mas gradual (Fig. 4-4H). Estos resultados
sugerian que los genes FUL podrian estar respondiendo a la ruta del fotoperiodo.

142


http://www.itqb.unl.pt/

RESULTADOS
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Figura 4-5: Caracterizacion fenotipica de los mutantes fula, fulby fula fulb procedentes del RC2-F2.

(Continda en la pagina

siguiente).
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| Longitud de los entrenudos

— Cameor
E 59 — fula
30 = fulb
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Caméorv fula fulb

Figura 4-5: Caracterizacion fenotipica de los mutantes fula, fulb y fula fulb procedentes del RC2-F2. A) Tabla resumen
de los parametros evaluados Se muestra la media + SD de dos plantas silvestres, 2 plantas fula, 1 planta fulb y 3 plantas
fula fulb. B) Nimero de nudos vegetativos y nudos reproductivos. C) Nimero total de vainas producidas en el tallo
principal. D) Semillas maduras y semillas abortadas por vaina, la barra completa indica el nimero de OAvulos
formados/vaina. E) Peso total de las semillas producidas por la planta (rendimiento en peso de semilla). F) A la
izquierda Longitud de las vainas. A la derecha vainas abiertas de la planta silvestre y de los diferentes mutantes. Se
puede observar la diferencia en la longitud de las vainas y del tamafio de las semillas. Bajo la imagen se indica el area
media de la proyeccion de la circunferencia maxima de al menos 10 semillas de cada planta + SD. G) Composicion de las
semillas. H) Longitud de los pedunculos. Se muestra las lineas de tendencia polindmicas que se ajustan a los valores
obtenidos. 1) Longitud de los entrenudos. J) Comparacion del aspecto fenotipico de los genotipos evaluados. Barra de
escala: 20 cm. B-F) Se muestra la media de dos plantas silvestres, 2 plantas fula, 1 planta fulb y 3 plantas fula fulb. Las
barras de error indican la desviacidn estandar de cada media. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al
silvestre, con p<0,05. Prueba T-Student.
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Todos los resultados que obtuvimos de la caracterizacién fenotipica de los mutantes fula y fulb
apuntaban a que el gen FULb estaria implicado en la regulacién del mantenimiento de la actividad
meristemadtica en el SAM, mientras que FULa no participaria en ese proceso. Por otro lado,
aunque no habiamos observado un claro efecto sobre el tiempo de floracién, los resultados de la
medicién de la longitud de entrenudos sugerian que ambos podrian estar interviniendo en la
respuesta al fotoperiodo, aunque ninguno de los mutantes aumenté significativamente el nimero
de nudos vegetativos. Ademas, FULa y FULb actuarian redundantemente en la regulacion del
desarrollo del fruto, apareciendo vainas mas cortas unicamente en el doble mutante. Sin embargo
para poder sacar conclusiones seria necesario contar con un mayor tamano muestral al disponible
en este ensayo.

Por ello, tras la multiplicacién de las semillas de este mismo RC2 por autofecundacién, realizamos
dos nuevos ensayos, con diez plantas de cada genotipo en cada uno de los ensayos.

El segundo ensayo se llevd a cabo en la misma cabina de cultivo donde se habia realizado la
caracterizacion fenotipica anterior, que contaba con fotoperiodo largo (16h luz/8h oscuridad) y
una temperatura mdaxima de 21,5°C y minima de 15°C. Sin embargo, debido a diferentes
problemas con el riego y plagas, hubo gran nimero de frutos abortados en todas las plantas,
tanto mutantes como silvestres (Fig. 4-6 G). Por esta razdn consideramos necesario realizar la
caracterizacién fenotipica una vez tercera vez. El tercer ensayo, por motivos ajenos a este trabajo,
hubo que realizarlo en otra cabina de cultivo que contaba con fotoperiodo largo (16h luz/8h
oscuridad) y temperatura maxima de 23,5°C y minima de 15°C.
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Figura 4-6: Resumen de la caracterizacion fenotipica de los mutantes fula, fulb y fula fulb procedentes del RC2 en tres
ensayos independientes. (Continta en la pagina siguiente).
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Figura 4-6: Resumen de la caracterizacion fenotipica de los mutantes fula, fulb y fula fulb procedentes del RC2 en tres
ensayos independientes. A) Caracteres que mostraron el mismo comportamiento en los tres ensayos. Se muestra la
media de los tres ensayos + SD, n=21-23. B) Numero medio de nudos vegetativos y nudos reproductivos de los tres
ensayos. Los mutantes mostraron diferencias significativas respecto al silvestre en cuanto a nudos vegetativos. Para los
nudos reproductivos tan solo el mutante fulb y fula fulb mostraron diferencias con p<0,05. Prueba T-Student. C-F) La
tendencia de produccién de vainas y semillas entre el silvestre y el mutante se mantuvo a lo largo de los ensayos,
aunque debido a diferentes factores externos los valores variaron de un ensayo a otro. Por tanto, para los caracteres
que dependen de dichos valores, se muestran de forma independiente los resultados obtenidos en cada ensayo. Las
barras de error indican la desviacidn estandar de cada media. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al
silvestre, con p<0,05. Prueba T-Student. C) Numero total de vainas producidas en el tallo principal. D) Nimero de
vainas abortadas en el tallo principal. E) Semillas maduras y semillas abortadas por vaina, la barra completa indica el
numero de évulos formados/vaina. F) Peso total de las semillas producidas por la planta (rendimiento en peso de
semilla). G) Comparacion del aspecto fenotipico de los genotipos evaluados durante el segundo y tercer ensayo. En la
imagen de la izquierda se han eliminado las hojas de los nudos reproductivos para poder apreciar los nudos con frutos
abortados.

Tras analizar los resultados obtenidos en los tres ensayos, observamos que algunos caracteres se
mantuvieron estables a pesar de los cambios en las condiciones de crecimiento, como el nimero
de nudos vegetativos y reproductivos, la longitud de las vainas y el tamafio y peso de las semillas
(estimado a través el area de la proyeccion de su circunferencia maxima y del peso de 100
semillas). Sin embargo, otros variaron considerablemente de un ensayo a otro, como el nimero
de vainas producidas por planta, el nimero de semillas maduras o abortadas por vaina, el nimero
de semillas producidas por planta y el peso de éstas. La variacién en los resultados de estos
caracteres se debidé exclusivamente a la variacidon en el nimero de frutos abortados y semillas
abortadas, ocasionado por problemas con el riego, las plagas y el aumento de la temperatura de
crecimiento. No obstante, la tendencia de produccion de frutos y semillas observada en el primer
ensayo se mantuvo en las caracterizaciones posteriores, siendo los mutantes fulb y fula fulb los
mas productivos.

Para los caracteres que no variaron considerablemente entre ensayos, tratamos conjuntamente
todos los datos para contar con un mayor tamafio muestral (Fig. 4-6 A), mientras que aquellos
relacionados con el aborto de frutos y semillas, los tratamos de forma independiente para cada
ensayo.

Observamos que tan solo los mutantes fulb y fula fulb incrementaron el nimero de nudos
reproductivos, aunque todos los mutantes produjeron uno o dos nudos vegetativos mas que el
silvestre (Fig. 4-6 A y B). Ademas, la longitud de los entrenudos, asi como la longitud de los
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pedunculos de las 12, mantuvieron la tendencia observada en el primer ensayo. Estos resultados
apoyaban la idea previa de que el gen FULb seria el Unico implicado en la regulacion del
mantenimiento de la actividad meristematica en el SAM, mientras que ambos genes, FULa y FULD,
podrian tener un papel en la regulacion del tiempo de floracidn o la respuesta al fotoperiodo.

En cuanto al desarrollo de las vainas y las semillas, FULa y FULb podrian estar actuando
redundantemente, y tan solo al mutar ambos genes observamos vainas mds cortas y semillas
maduras mas pequefias (Fig. 4-6 A). Sin embargo, estos pequefios defectos mostrados por el
doble mutante no repercutieron en el rendimiento en semillas de la planta, gracias a que en
presencia de la mutacidén en FULa y/o FULb se formaron mas dvulos (Fig. 4-6 E) y, aunque cierta
proporcién de semillas abortd, dependiendo de las condiciones de crecimiento, la cantidad de
semillas maduras final resulté mayor en los mutantes que en el silvestre (Fig. 4-6 A).

Por otro lado, aunque pudiera parecer que el mutante fulb fue mas sensible a las condiciones de
crecimiento, presentando mas frutos abortados (Fig. 4-6 D), es un efecto indirecto de la mayor
produccién de nudos reproductivos, puesto que si se normaliza el nUmero de vainas abortadas
por el nimero de nudos reproductivos generados, la proporcidn resultante no varia mucho entre
los diferentes genotipos.

Efecto del estrés hidrico sobre la produccion de los mutantes fula y fulb.

Durante la caracterizacién fenotipica, ademas de estudiar pardmetros de produccién y efectos
sobre el tiempo de floraciéon o el desarrollo de los frutos y las semillas, también observamos a
grandes rasgos el desarrollo radicular. Tras limpiar las raices de los cuatro genotipos estudiados
de restos de vermiculita en la que se crecieron las plantas, observamos que en presencia de la
mutacion fulb el desarrollo de la raiz fue mayor (Fig. 4-7). No llegamos a identificar si el aumento
en la masa de raices se debia a un mayor crecimiento de la raiz principal o a un mayor desarrollo
de las raices secundarias, aunque en estudios similares realizados en nuestro grupo en
Arabidopsis thaliana, se observd que en el mutante ful las raices secundarias crecian mas que en
el silvestre (Vicente Balanza, comunicacién personal).

Para estudiar si este fenotipo podria representar una ventaja en condiciones de crecimiento de
estrés hidrico, caracteristica que suele estar presente cuando se cultiva en campo, nos
planteamos caracterizar el desarrollo de los mutantes fula, fulb y fula fulb crecidos en dichas
condiciones.
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Figura 4-7: Comparacion del desarrollo radicular de
plantas silvestres y mutantes fula y fulb. En presencia de

y-. m}* e la mutacion en el gen FULb hay mayor desarrollo de la raiz.
G
Caméor fula

fulb fula ful b

Inicialmente realizamos una prueba con plantas silvestres, privandolas intermitentemente de
riego con solucion nutritiva durante la fase vegetativa de la planta. En total se ensayaron cinco
tratamientos de estrés hidrico. Los tratamientos consistieron en realizar ciclos de uno a cinco dias
sin riego, dependiendo del tratamiento, seguido de un dia con riego, es decir, que las plantas se
regaron cada 2-6 dias segun el tratamiento. Los tratamientos se aplicaron durante tres semanas,
desde que la hoja del segundo nudo se habia desplegado hasta la aparicion de las primeras flores
en antesis. Tras completar los tratamientos se recogioé toda la parte aérea de las plantas y se peso,
para cuantificar en qué medida la privacién del riego habia afectado a la biomasa. Segun los
resultados que obtuvimos, la biomasa de las plantas fue disminuyendo un 10% con cada dia que
las plantas eran privadas de riego, produciendo un 90%, 81%, 71%, 66% y 50% de biomasa tras
haber regado cada dos a seis dias durante tres semanas respectivamente, en comparaciéon con
plantas que se regaron todos los dias (Fig. 4-8).

I I ‘

Riego 1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5dias Riego B e
continuo continuo Dias sin riego

120 -

Biomasa (%)

Dias sin riego

Figura 4-8: Efecto del estrés hidrico sobre el desarrollo de plantas silvestres de P. sativum cv. Caméor. La biomasa de
la planta disminuyo un 10% cada dia de privacién de riego. Para realizar el ensayo con los mutantes fula y fulb
seleccionamos el tratamiento de estrés hidrico que conseguia reducir mas de un 30% la biomasa de la planta, marcado
por las flechas. La grafica muestra la variacion porcentual de biomasa, estimada a partir del peso fresco de la parte
aérea de la planta. En la imagen se observa cdmo el crecimiento de la planta se ve afectado por la ausencia de agua.
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Para realizar el estudio del estrés hidrico sobre los mutantes fula y fulb elegimos el tratamiento
gue habia conseguido reducir mas del 30% la biomasa de las plantas (regar cada cinco dias).
Sembramos 30 plantas del genotipo silvestre y del doble mutante fula fulb y 20 plantas de los
mutantes simples. Cuando las plantas florecieron comenzamos a aplicar el tratamiento de estrés
hidrico a la mitad de las plantas, cortando el riego con solucién nutritiva durante cuatro dias y
regando al quinto dia, mientras que la otra mitad de las plantas mantuvo el riego habitual. El
tratamiento de estrés hidrico se prolongd hasta que todas las plantas habian detenido su
crecimiento (las plantas silvestres y las mutantes fula detuvieron su actividad meristematica
aproximadamente una semana antes de parar el tratamiento de sequia).

El crecimiento de la planta se vio severamente afectado por la restriccién hidrica impuesta. Tan
solo el doble mutante continud produciendo mas nudos reproductivos, aunque las diferencias con
el resto de genotipos fueron muy bajas (Fig. 4-9 A y B). A diferencia de lo que ocurre cuando las
plantas se regaron normalmente, no hubo diferencias de produccion de frutos por planta entre
los cuatro genotipos regados cada cinco dias, presentando estas plantas la misma produccién que
las plantas silvestres con riego continuo (Fig. 4-9 A y C). Por otro lado, en este experimento, la
mayor produccion de semillas maduras por vaina la encontramos en el mutante fula crecido bajo
estrés hidrico (Fig. 4-9 Ay D).

No observamos diferencias de rendimiento en peso de semillas de los genotipos mutantes frente
al silvestre crecidos con menor aporte hidrico, y comparando con las plantas regadas, el
rendimiento se redujo considerablemente en los mutantes, aunque las plantas silvestres apenas
se vieron afectadas.

Una vez que se detuvo el crecimiento, pesamos la parte aérea de las plantas y calculamos el
porcentaje de biomasa respecto a las plantas silvestres. En las plantas que se regaron cada cinco
dias, los mutantes fulb y fula fulb presentaban una fuerte disminucion de biomasa, a pesar de que
poseian uno o dos nudos mas (Fig. 4-9 G). Esto se correlacionaba con que en estos genotipos los
organos vegetativos senescian antes que en las plantas silvestres o los mutantes fula (Fig. 4-9 F).
Estos resultados sugerian que el alelo mutante fulb se adapta peor al estrés hidrico.

También observamos que bajo el estrés hidrico aplicado las vainas del mutante fula fulb fueron
parcialmente dehiscentes, abriéndose algunas de las vainas en la planta (en algunas ocasiones
todavia verdes). Esto no ocurridé en las plantas silvestres ni en los mutantes simples, asi como
tampoco en ninguno de los genotipos crecidos en condiciones de riego constante (Fig. 4-9He ).
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A wt fula fulb fula fulb
Riego Riego cada Riego Riego cada Riego Riego cada Riego Riego cada
continuo 5 dias continuo 5 dias continuo 5 dias continuo 5 dias
Nudos vegetativos 9,18 9,36 10,78 10,33 9,63 9,89 10,29 10,21
Nudos reproductivos 4,45 4,29 6,78 4,89 10,38 5,44 10,86 5,79
Vainas/nudo 1 1 1 1 1 1 1 4
N2 vainas 3,00 3,07 5,22 2,89 8,43 3,56 8,70 3,86
Semillas/vaina 2,17 2,94 2,93 4,35 2,87 3,60 3,25 3,67
Semillas/planta 6,63 8,86 15,50 12,14 24,14 11,78 20,33 13,82
Peso 100 semillas 21,70 19,22 23,95 19,93 24,16 18,16 28,03 15,55
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Figura 4-9: Caracterizacion fenotipica del efecto de ausencia de riego durante cinco dias sobre el desarrollo y
produccién de los mutantes fula y fulb. (Continta en la pagina siguiente).
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Figura 4-9: Caracterizacion fenotipica del efecto de ausencia de riego durante cinco dias sobre el desarrollo y
produccion de los mutantes fula y fulb. A) Tabla resumen de los parametros evaluados. Se muestra la media + SD de 15
plantas silvestres, 10 plantas fula, 10 plantas fulb y 15 plantas fula fulb. Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto al silvestre Caméor, con p<0,05. Prueba T-Student. B) NUmero de nudos reproductivos (desde el primer nudo
con flor hasta el nudo de parada). C) Numero total de vainas producidas en el tallo principal. D) Semillas maduras por
vaina. E) Peso total de las semillas producidas por la planta (rendimiento en peso de semilla). F) Comparacion del
desarrollo de plantas de los cuatro genotipos regadas constantemente y plantas regadas cada cinco dias. Barra de
escala: 40 cm. G) Porcentaje de biomasa de los mutantes respecto a plantas silvestres con riego continuo o regadas
cada cinco dias. H) Vainas de plantas silvestres y mutantes simples y doble regados cada cinco dias. 1) Ampliacidn del
fruto del doble mutante fula fulb regado cada cinco dias. En estas condiciones de crecimiento las vainas son
dehiscentes. J) Longitud de las vainas desarrolladas bajo estrés hidrico. Se muestra la media + SD de 15 plantas
silvestres, 10 plantas fula, 10 plantas fulb y 15 plantas fula fulb.

Ensayos de campo con los mutantes fula y fulb

El alelo mutante fulb en condiciones de crecimiento éptimas en invernadero habia mostrado un
considerable retraso del GPA, incrementando la produccién de nudos reproductivos y frutos, sin
afectar al desarrollo de los mismos. Los ensayos que realizamos en condiciones de restriccion
hidrica habian revelado que cuando se unian ambas mutaciones aparecian efectos en la
dehiscencia del fruto, causando la apertura de las vainas, caracter no deseable para este cultivo y
su posterior cosecha. Sin embargo, este caracter no lo observamos en el mutante simple fulb, que
es el que realmente ejercia un claro efecto en la regulacion de la actividad meristematica.

No obstante, para comprobar si estos alelos podrian ser de utilidad para incrementar la
produccién de los cultivos necesitdbamos saber cual seria su comportamiento en campo. Para
ello, establecimos una colaboracién con el grupo de Tom Warkentin y Shaoming Huang, de la
Universidad de Saskatchewan (Canada).

Setenta y cinco semillas de cada genotipo procedentes del RC2 fueron sembradas en campo, en
Saskatchewan, en mayo de 2016. Cada linea se sembrd en linea dejando 30 cm entre ellas.
Finalmente, el numero de plantas que germinaron fue de 33 silvestres, 44 fula, 37 fulb y 47 fula
fulb.

Paralelamente a los ensayos de campo, también se realizd la caracterizaciéon en sus condiciones
de crecimiento en invernadero, sembrando 25 semillas de cada genotipo.

Tanto en los ensayos de campo como en invernadero se tomaron datos de seis caracteres: primer
nudo con flor, nimero de nudos reproductivos, nUmero de vainas, nimero de semillas por vaina,
peso de mil semillas y rendimiento de la planta (peso semillas por planta).
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Los cuatro genotipos estudiados florecieron, tanto en invernadero como en campo, antes que los
cultivares del oeste de Canada, debido a que el fondo genético Caméor carece de un alelo
funcional de LATE FLOWERING (LF).

Los resultados de la caracterizacidén fenotipica en invernadero mostraron que el doble mutante
fula fub tuvo un ciclo de vida mas largo que las otras tres lineas, ya que requirié mds dias para la
emergencia, floracion y madurez de los frutos; también tuvo un periodo de floracién mas largo y
produjo un mayor numero de nudos reproductivos y vainas que el resto de lineas. Sin embargo,
esta mayor produccién se vio contrarrestada por tener menos semillas por vaina, por lo que
finalmente, en sus condiciones de crecimiento en invernadero, el doble mutante no llegd a tener
ineas (Fig. 4-10).

un mayor rendimiento en peso de semillas por planta que las otras

A B
Cameor fula ful b fula fulb Peso semillas/planta
Primer nudo con flor 10,2 10,8 9,9 9,4 10
N2 nudos reproductivos 6,3 7,9 8,6* 10,6* 8
Ne vainas 8 9,7 9,6 11,3* &
Semillas maduras/vaina 4,6 4,2 4,1 3,6* 4 I I B
Peso de 1000 semillas 198 236* 221* 207 2.
Peso semillas/planta (g) 7 9,3 8,6 9 0 i i )
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Figura 4-10: Caracterizacion fenotipica de los mutantes fula y fulb crecidos en invernadero en Saskatchewan.

A) Resumen de los parametros evaluados. Se muestra la media de 24-25 plantas. B) Peso total de las semillas
producidas por la planta (rendimiento en peso de semilla). C) Nimero de nudos reproductivos en el tallo principal. D)
Nudmero total de vainas producidas en el tallo principal. E) Semillas maduras por vaina. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al silvestre, con p<0,05. Prueba T-Student.

Cuando las plantas crecieron en campo mostraron algunas diferencias en el desarrollo de la planta
frente al crecimiento en invernadero. En campo, las plantas desarrollaron mds ramas basales y el
periodo de floracidn y el ciclo de vida fue mas largo. Mientras que los valores promedio de nudos
reproductivos y nimero de vainas en el tallo principal fueron similares entre las condiciones de
invernadero y de campo, la mayoria de las plantas en el campo desarrollaron mas de una rama
basal, por lo que el rendimiento promedio de una sola planta en el campo fue casi tres veces
mayor que el rendimiento de la planta en invernadero.

Teniendo en cuenta el nudo donde aparece la primera flor, todos los mutantes florecieron algo
mas tarde que el silvestre (Fig. 4-11 A).
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Los mutantes fulb y el doble mutante fula fulb mostraron mayor produccion de nudos
reproductivos y de nimero de vainas en el tallo principal que las plantas silvestres (Fig. 4-11 A, Cy
D). El nimero de semillas por vaina no vario entre los diferentes genotipos (Fig. 4-11 E), aunque el
peso de mil semillas resulté ser mayor en fula (Fig. 4-11 A). Por ello, y por la produccion de
semillas en el resto de ramas de la planta, el rendimiento de la planta, medido como peso de
semillas por planta, fue superior en todos los mutantes, siendo el doble mutante el genotipo mas
productivo, seguido por fulb y por fula (Fig. 4-11 B).

Los resultados obtenidos en los ensayos en campo sugieren que los alelos fula y fulb podrian ser
un recurso genético util para mejorar la productividad del cultivo de guisante y posiblemente
también el de otras leguminosas.

A Cameor fula ful b fula fulb B S0 bemiltas/planta .
Primer nudo con flor 7,1 7,6* 7,8* 7,8* 1512 F —
N2 nudos reproductivos 16,5 20,8 23,9* 31,2* :g | * . L
Ne vainas 17,9 233 26,7 32,4 o B B B
Semillas maduras/vaina 5,8 6,3 6,4 6,2 ig ’7 B B e .
Peso de 1000 semillas (g) 227 241* 221 222 10 |
Peso semillas/planta (g) 24,1 35,3* 38,3* 45,2* Z H I B B .
N 33 44 37 47 Cameor  fula fulb  fula fulb
¢ Nudos reproductivos D Ne vainas/planta E Semillas/vaina
35 = 35 ™ 7
30 . 30 * 6
25 25 5
20— — 20 jpa BN NN B
15 — . T 15 —— ‘g NN BN = =
10— — 0 — — — — — 2
5 jjjm= EEEE I T - 1
0 = — - - 0 == — * . 0 — — s
Cameor fula fulb fulafulb Cameor fula  fulb  fula fulb Cameor fula fulb  fulafulb

Figura 4-11: Caracterizacion fenotipica de los mutantes fula y fulb crecidos en campo. A) Resumen de los parametros
evaluados. Se muestra la media de 33-47 plantas. B) Peso total de las semillas producidas por toda la planta (tallo
principal mas ramas laterales). C) Nimero de nudos reproductivos en el tallo principal. D) Niumero total de vainas
producidas en el tallo principal. E) Semillas maduras por vaina. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto
al silvestre, con p<0,05. Prueba T-Student.
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RESULTADOS

Introgresion de los alelos fula y fulb en variedades de élite

Como confirmacion de que fula y fulb podria ser util para mejorar la productividad del cultivo de
guisante nos propusimos introgresarlo en variedades de élite cultivadas tanto en Europa como en
Canada.

La introduccion de la mutacion en los genes FULa y FULb en un fondo genético de élite nos
permitiria estudiar si en variedades seleccionadas por su alta productividad se puede continuar
mejorando su rendimiento.

Para esto, en colaboracién con Tom Warkentin, de la Universidad de Saskatchewan (Canad3) y
Gérard Duc, INRA (Francia), seleccionamos dos cultivares canadienses, CDC Amarillo y CDC
Meadow y dos cultivares europeos, Kasard y Kayanne. Estos cultivares presentan un alto
rendimiento y resistencia al encamado por presentar caracter afilo o semiafilo (los foliolos se
transforman en zarcillos).

Generacién Parental donante Parental recurrente

fula CDC Amarillo = CDC Meadow

M e e

2:RC1 F1 .

3:RC2 RC1-F1 .

{

1: cruce

4-6: RC3-RC5
7: cruce fula x fulb a/+ x b/+ a/+ X | b/+ - X -
8: Seleccion doble a/+ b/+ a/+ b/+ -
heterocigotoy ® [9) X
autofecundacion 1 l 1
9: Segregacion de la F2 fulg fula -
y seleccion de mutantes
fulb 1b

simples y doble fu -

fula fulb fula fulb -

10: Caracterizacion fenotipica en
invernadero y multiplicacion de
semilla para posteriores ensayos en
campo.

Figura 4-12: Esquema de introgresion de los alelos fula y fulb en variedades de élite.
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Realizamos la introgresién de los alelos fula y fulb de forma separada, realizando una serie de
retrocruces entre el mutante fula o fulb con el cultivar canadiense o europeo correspondiente. En
cada generacién seleccionamos mediante genotipado plantas fula o fulb heterocigdticas, que se
emplearon para realizar el siguiente retrocruce con el cultivar de élite. Los retrocruces y la
seleccion de plantas se realizaron durante 6 generaciones como se muestra en la figura 4-12,
hasta completar el retrocruce 5. En la séptima generacidn, tras seleccionar mediante genotipado
plantas fula o fulb heterocigéticas, procedimos a cruzarlas entre si. Debido a diferentes problemas
de plagas y falta de espacio en el invernadero, durante esta tesis doctoral no pudimos continuar
con el esquema de trabajo marcado, habiendo llegado hasta este punto. Continuaremos en la
octava generacion, con la identificacion mediante genotipado de plantas doble heterocigdticas y
recogeremos las semillas resultantes de su autofecundacién, para en la siguiente generacién
seleccionar individuos fula, fulb y el doble mutante fula fulb de la poblacion segregante. Una vez
gue contemos con los mutantes simples y el doble mutante en los cuatro fondos genéticos de
élite, llevaremos a cabo diferentes pruebas en invernadero y en campo, para evaluar su
rendimiento.
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DISCUSION

En este capitulo, hemos abordado el estudio de la posible conservacién de las rutas genéticas que
controlan el GPA en especies distantes a Arabidopsis. Decidimos comenzar el estudio con la
conservacién funcional de FUL en guisante, ya que nuestro grupo poseia experiencia en el estudio
de esta especie y disponiamos de mutantes para los dos ortdlogos de AtFUL en guisante, PsFULa y
PsFULb. Ademas, se conoce que las leguminosas tienen un GPA similar a Arabidopsis, gracias a
que los primeros trabajos que se realizaron sobre el control de la parada meristematica
emplearon guisante o soja para sus experimentos (Davies and Gan, 2012; Kelly et al., 1988;
Lockhart and Gottschall, 1961; Wang and Woolhouse, 1982).

La caracterizacion fenotipica de los mutantes ful de guisante nos ha permitido comprobar que, al
menos fulb presenta un GPA tardio, pero ninguno de los mutantes ful muestran otros defectos
evidentes en el desarrollo relacionados con las funciones descritas para AtFUL (regulacion del
tiempo de floracién, regulacidon del desarrollo de hojas caulinares y del desarrollo de gineceo y
fruto, etc.) (Balanza, 2011; Balanza et al., 2014; Ferrandiz et al., 2000b; Gu et al., 1998).

Respecto a la regulacion del momento de aparicion del GPA en guisante, parece que el Unico
ortélogo de AtFUL implicado es FULDb, sin existir redundancia con FULa. Esta idea se basa en los
resultados que hemos obtenido de la caracterizacion fenotipica de los mutantes simples y el
doble mutante en diferentes ensayos. Mientras que la mutacion en FULb de guisante tiene un
claro efecto en el retraso de la parada de la actividad meristemdtica, con el mutante fula no
observamos alteraciones en el GPA, produciendo el mutante simple un nimero de nudos
reproductivos similar al silvestre, y el doble mutante un nimero de nudos reproductivos similar al
mutante fulb. Esto sugiere varios posibles escenarios: por un lado, podria ser que FULa se hubiera
convertido en un pseudogen, pero dado que este gen se expresa a niveles comparables al FULD, la
secuencia de aminodacidos de la proteina es similar a la de FULb y ademas se ha visto que la
sobreexpresion de MtFULa en Arabidopsis promueve la floracion (Jaudal et al., 2015), al igual que
la sobreexpresiéon de AtFUL (Balanza et al., 2014), esta hipotesis es poco probable. Por otro lado,
es posible que se haya producido una subfuncionalizacidon y que FULb haya adoptado la funcién
de regulacidon meristematica, mientras que FULa lleve a cabo otras de sus funciones, como la
regulaciéon del tiempo de floracién, desarrollo del carpelo, etc., aunque esto sea contradictorio
con el desarrollo aparentemente normal de los mutantes fula. También es posible que otras
funciones comunes o especificas de los genes FULa y FULb en guisante estén enmascaradas por
redundancia funcional o epistasia con otros factores, e incluso por las condiciones de crecimiento
de nuestros experimentos. Por ejemplo, todos los ensayos han sido realizados bajo condiciones
de crecimiento de dia largo, y, dado que en Arabidopsis se ha visto que el efecto del retraso de la
floracion del mutante ful es apreciable sobre todo en dia corto (Balanza et al., 2014) , es posible
que si creciéramos los mutantes fula y fulb de guisante en este régimen observaramos diferencias
con los parentales silvestres. Por otro lado, Caméor es una variedad de guisante que se ha
seleccionado por su floraciéon temprana, causada por una mutacién en el gen LATE FLOWERING
(LF), ortdlogo del gen TFL1 en Arabidopsis. LF controla la floracién mediante la integracion de
diferentes sefiales enddgenas y ambientales, incluido el fotoperiodo (Foucher et al., 2003).
Aungque el alelo If presente en Caméor no es un alelo nulo, si que afecta en gran medida a su
funcionalidad, adelantando la floracion de esta variedad en comparacion a otros genotipos con un
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alelo totalmente funcional. Asi, seria interesante observar si la mutaciones ful tienen efecto en el
tiempo de floracidn en un fondo genético con un alelo funcional de LF.

En el grupo del Dr. James Weller se investigando si los genes PsFULs se sitlan aguas abajo de
PHYA, LATE1 y LATE2, todos ellos factores implicados en la ruta del fotoperiodo (Hecht et al.,
2007; Weller et al., 2004; Weller et al., 2009). Si los genes PsFULs estan respondiendo al
fotoperiodo, su pérdida de funcién deberia mostrar algin tipo de cambio en los caracteres
controlados por esta ruta. El fotoperiodo afecta sobre todo al nudo de floracién en guisante, pero
también hay otros caracteres que estan regulados de forma indirecta por esta ruta, como puede
ser la longitud de los entrenudos o la longitud de los pedunculos de los 12. En nuestros ensayos,
no observamos grandes cambios en el nudo de floracién de los mutantes respecto al silvestre,
pero si en la longitud de los entrenudos o los pedunculos de los 12, que en los mutantes fueron
algo mas largos, especialmente en fulb o el doble mutante, aunque en fula también se observé
cierta variacién frente al silvestre. Estos datos refuerzan la idea de que FULa no sea un
pseudogen, sino que mas bien esté participando en otras funciones, que posiblemente a causa del
fondo genético empleado o de nuestras condiciones experimentales no somos capaces de
detectar con claridad.

Respecto al desarrollo del fruto, también fue sorprendente que los mutantes ful no mostraran
defectos claros en su desarrollo, ya que la regulacién del desarrollo del carpelo y fruto es una de
las funciones mejor caracterizadas de FUL en Arabidopsis.

El fruto de Arabidopsis es un fruto seco y dehiscente denominado silicua, similar al de guisante,
aunque en Arabidopsis la silicua se origina a partir de un gineceo constituido por la fusidn
congénita de dos carpelos y en guisante consta de un solo carpelo (Smyth et al., 1990). Cuando el
gineceo de Arabidopsis ha alcanzado su estado maduro a lo largo del eje apical-basal se puede
distinguir el estigma, estilo, ovario y ginéforo. El ovario ocupa la mayor parte del gineceo vy
externamente se pueden diferenciar dos valvas separadas por el replum. Entre la valva y el
replum se localiza la zona de dehiscencia, compuesta por la capa de lignificacion y la capa de
separacion. El nivel de lignificacion de las diferentes zonas esta finamente regulado, para permitir
gue una vez haya madurado el fruto, procesos mecdnicos desencadenen la dehiscencia (Ballester
and Ferrandiz, 2017; Ferrandiz and Fourquin, 2014). De forma muy resumida, algunos de los
genes implicados en el correcto desarrollo del fruto y en concreto de la zona de dehiscencia son
SHATTERPROOF1 (SHP1), SHP2, INDEHISCENT (IND) y ALCATRAZ (ALC), que se expresan en la zona
de dehiscencia, donde promueven la lignificacién y la formaciéon de una capa de separacion. La
pérdida de funcién de estos genes produce frutos indehiscentes. Restringiendo la expresion de
los genes anteriores al margen de valva se encontrarian REPLUMLESS (RPL), que se expresa en el
replum, y FUL, que se expresa en toda la valva y la vasculatura del estilo (Ballester and Ferrandiz,
2017; Ferrandiz and Fourquin, 2014). Cuando se pierde la funcion de FUL, la expresion de los
genes de identidad de zona de dehiscencia se expanden a la valva, y por ello los frutos del
mutante ful son mas pequenos, al no poder elongar las células de la valva por estar lignificadas,
mientras que las células del replum siguen su crecimiento por lo que finalmente el replum se
ensancha y adquiere forma de zigzag (Ferrandiz et al., 2000a; Ferrandiz et al., 2000b; Gu et al.,
1998). Esta funcion de FUL parece estar conservada en varias especies alejadas filogenéticamente
de guisante como Medicago truncatula o Nicotiana benthamiana (Ferrandiz and Fourquin, 2014;
Pabén-Mora et al., 2012) e incluso se ha reportado que FUL también participa en la regulacion de
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la maduracién de especies mas alejadas como tomate o melocotdn (Bemer et al., 2012; Tani et
al., 2007). Por tanto, es muy llamativo el hecho de que no hayamos encontrado defectos en el
desarrollo de los frutos de los mutantes fula fulb en guisante, aparte de una ligera reduccidén en el
tamanfio de las vainas del doble mutante o la dehiscencia de algunos frutos de plantas fula fulb
cuando las plantas fueron sometidas a estrés hidrico. Tal vez, como el gineceo de guisante estd
compuesto por un unico carpelo (Fourquin et al., 2014), los procesos de regulacién sean algo
diferentes, aunque dada la conservacidon de la funcién de FUL en frutos con morfologia y fisiologia
muy distinta, esta suposiciéon es poco probable. Por otro lado, no hay que olvidar que las
diferentes variedades de guisantes empleadas actualmente han pasado por un intenso proceso de
seleccidn en busca de variedades con menor dehiscencia. Por tanto, es posible que no estemos
observando el efecto real de la pérdida de funcidon de los genes FUL al estar presentes otras
mutaciones que causan la indehiscencia del fruto. De hecho, en Arabidopsis el efecto fenotipico
de la mutacién ful en el desarrollo del fruto se suprime en gran medida en el doble mutante ind
ful, ya que la ausencia de ind impide la lignificacién ectépica de las células de la valva y la
restriccion de su crecimiento (Liljegren et al., 2004). Asi, podemos tener una situacidon analoga en
el fruto de guisante a la que proponemos para explicar la falta de efecto de las mutaciones ful en
el tiempo de floracidn por causa del genotipo If del cultivar Caméor, es decir, que efectos
epistaticos de otras mutaciones estén enmascarando la participacion de los genes FUL en el
desarrollo del fruto.

Todos estos datos estarian sugiriendo que gran parte de las funciones descritas para FUL en
Arabidopsis podrian conservadas en guisante. Sin embargo, con los resultados obtenidos durante
esta tesis doctoral, la Unica funcion que claramente estd conservada entre ambas especies es la
regulacién del GPA. Esto podria relacionarse con que la funcién mdas ancestral de FUL tal vez sea la
regulacion de la actividad meristematica. FUL forma parte del clado AP1/FUL, junto a APETALLA1
(AP1) y CAULIFLOWER (CAL), y todos ellos actian de forma redundante en la especificacién de la
identidad del meristemo (Ferrandiz et al., 2000a). Este clado esta presente tanto en
monocotiledéneas como dicotiledéneas (Benlloch et al., 2007; Preston and Kellogg, 2007), donde
los procesos de duplicacién que sufrieron a lo largo de la evolucién fueron completamente
distintos, por lo cual el clado AP1/FUL deberia haber estado presente en un ancestro comun
previo a la separacién de estos dos grande grupos de angiospermas. En leguminosas esta
presente otro gen del clado AP1/FUL, PsFULc/VEG1, ortdlogo de AGL79 de Arabidopsis. Mientras
gue en Arabidopsis AGL79 no tiene una funcidn asignada, sino que se considera un pseudogen, en
leguminosas juega un importante papel en la especificacion de la identidad de meristemo
inflorescente secundario (12), y en su ausencia, la planta no llega a florecer, sino que en lugar de
generarse |12 que daran lugar a flores, se generan ramas vegetativas (Berbel et al., 2012).

Segun el modelo de regulacién de la actividad meristematica que hemos estudiado durante este
trabajo de tesis doctoral en la planta modelo Arabidopsis thaliana, los niveles crecientes de FUL y
el miR172 con la edad de la planta controlan la parada de la actividad meristematica mediante la
regulacién de la expresidon de AP2. La conservacion de la funcidon de FUL en la regulacidon del GPA
en guisante, unido a que no tenga efecto en el desarrollo del fruto, hace que el alelo mutante de
FULb sea un recurso genético de gran valor para los programas de mejora en el cultivo de
guisante. Aun asi, queda por resolver si el resto de los integrantes de la ruta FUL-AP2 tienen
también funciones conservadas en guisante o si por el contrario, FUL esta regulando el GPA a
través de otras rutas genéticas en leguminosas
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Segun la informacién disponible en la literatura, tanto el miR172, como sus dianas, los factores de
transcripcién AP2, estan presentes en angiospermas, gimnospermas e incluso pteridofitos (Axtell
and Bartel, 2005; Luo et al., 2013; Shigyo et al., 2006). La mayoria de los estudios sobre el papel
del miR172 en el desarrollo de la planta se han realizado en Arabidopsis, aunque algunos trabajos
realizados en trigo, maiz, arroz, tomate, patata y otras plantas no modelo sugieren un alto nivel
de conservacién al menos en la regulacion de la floracidon y la regulacidn de la actividad
meristematica (Axtell and Bartel, 2005; Debernardi et al., 2017; Greenwood et al., 2017; Sunkar
and Jagadeeswaran, 2008; Wang et al., 2016; Willmann and Poethig, 2007; Zhang et al., 2006).

Homodlogos de AP2 se han encontrado en una amplia variedad de especies (Axtell and Bartel,
2005; Shigyo et al., 2006) pero parece que los factores TOE2, TOE3, SMZ y SNZ son especificos de
Brassicas (Wang et al., 2016). Las filogenias tanto de gimnospermas como de angiospermas de la
familia AP2 sugieren una significativa conservacién del sitio de unién del miR172 (Shigyo et al.,
2006). Dentro de las angiospermas hay muy pocos cambios en la secuencia de nucledtidos del
sitio de unidon del miR172 de los genes AP2 de Arabidopsis, arroz, maiz y cebada (Zhu and
Helliwell, 2011). Sin embargo, la informacién disponible sobre su conservacion funcional es mas
escasa, aunque consistente con una conservacién amplia de sus funciones. En Antirrhinum majus
hay trabajos sobre la conservacién en la regulacién de la identidad de periantio, donde el doble
mutante lipless1/2 muestra la conversion homedtica de sépalos en hojas, sin afectar al desarrollo
de los pétalos (Amy Litt, 2007; Keck et al., 2003) y en tomate se ha visto que los ortdlogos de AP2
desempeian un papel en el desarrollo y la maduracion del fruto (Chung et al., 2010). Respecto a
la actividad meristematica, se ha descrito la que sobreexpresién heterdloga de AP2L de Picea
abies en Arabidopsis altera la expresién de WUS y CLV3 (Nilsson et al., 2007), y que la
sobreexpresion de AtAP2 en N. benthamiana también causa cambios en la expresién de NbWUS
(Mlotshwa et al., 2006). En maiz hay dos ortdlogos tipo AP2, INDETERMINATE SPIKELET1 (IDS1),
que especifica la identidad de meristemo de espiga y limita el nimero de meristemos florales
producidos (Chuck et al., 1998), y GLOSSY15 (GL15), que controla la fase de transicién de estado
juvenil a adulto (Moose and Sisco, 1994). En trigo, dos trabajos recientes muestran como la
regulaciéon de la expresion de AP2 mediante el miR172 controla el desarrollo de la espiga
(Debernardi et al., 2017; Greenwood et al., 2017). Por ultimo, ya dentro de la leguminosas, se ha
estudiado en Phaseolus vulgaris el papel del médulo AP2/miR172 en el control de la nodulacién,
relaciondndolo con la regulacion de la expresion de genes de control de la actividad
meristematica (Iniguez et al., 2015; Nova-Franco et al., 2015).

Los trabajos que se han realizado hasta el momento han mostrado la presencia del mddulo
AP2/miR172 en especies alejadas filogenéticamente con funciones conservadas en la regulacion
de distintos aspectos del desarrollo de la planta. Por tanto, cabria esperar que la funcién de
regulacion del GPA también estuviera conservada, aunque hasta el momento, y como
consecuencia légica de que este papel aun no ha sido descrito (Balanza et al., 2017), no hay
ningun trabajo que se haya centrado en el estudio concreto del papel de AP2 en el
mantenimiento de la actividad meristematica en las etapas finales del desarrollo. Por tanto, sera
interesante estudiar la conservacién funcional de AP2/miR172 en la regulacién de la actividad
meristematica en leguminosas y otras especies de interés agrondmico. Ese tipo de estudios
posiblemente nos aportard nuevos recursos para mejorar el rendimiento de estos cultivos.
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Por el momento la conservacion de la funcién de FUL en la regulacién del GPA en guisante nos ha
permitido comenzar a aplicar directamente el uso de alelos mutantes para aumentar el
rendimiento de este cultivo. Los experimentos que hemos llevado a cabo son preliminares, puesto
qgue han sido realizados en el fondo genético Cameor, de gran utilidad en investigaciéon por su
floracién temprana y menor tamafio de la planta entre otras caracteristicas, pero que sin embargo
no es una variedad élite que se cultive con fines productivos. Los resultados de produccién que
hemos obtenido en los ensayos de campo son muy positivos, pero quiza cuando evaluemos los
mutantes introgresados en variedades élite queden atenuados, ya que dichas variedades ya son
de alto rendimiento. No obstante, aunque el rendimiento solo se aumentara en un pequefo
porcentaje, podria tener impacto en la produccion. Ademads, es posible que no solo sea util en
guisante, sino que el empleo de alelos mutantes de ful en otras leguminosas, como Vicia faba,
Phaseolus vulgaris, Lens culinaris, etc., también domesticadas para ser indehiscentes, de lugar
resultados similares.
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La ruta FUL-AP2 participa en la regulacién del mantenimiento de la actividad meristematica
y el GPA. Con este trabajo, hemos demostrado que AP2 actua junto con otros miembros de
la familia AP2 regulados por el miR172 en el control de este proceso. Ademas, nuestros
resultados indican que la accidon de FUL y AP2 en el SAM es necesaria para prevenir la
expresion ectdpica de AG en el meristemo apical del tallo y mantener el hdabito de
crecimiento indeterminado. Por otro lado, hemos identificado nuevos factores
potencialmente involucrados en el control del GPA como BP, ER o ETT, y que posiblemente
estén participando en esta misma ruta.

La induccidon de la actividad AP2 en meristemos que han experimentado el GPA es
suficiente para inducir su reactivacion y la formacion de nuevas flores y frutos. El andlisis de
los cambios en el transcriptoma de meristemos reactivados de este modo, y su
comparacién con los reportados para meristemos proliferativos, reactivado o parados,
realizados por otros grupos, nos ha permitido proponer hipdtesis nuevas sobre los
mecanismos moleculares y fisioldgicos subyacentes a este proceso que serdn la base de
lineas de investigacién futuras.

La identificacién y caracterizacién de mutantes estériles con GPA temprano nos puede
permitir identificar factores implicados en el mecanismo de sefializacién entre las semillas
en desarrollo y el SAM que desencadena el GPA. Por el momento, nos ha llevado a la
identificacion de un gen implicado en la metilacién del DNA como un posible candidato a
regular este proceso.

Mediante la aplicacion de diferentes estrategias biotecnoldgicas que pretenden silenciar la
expresion de FUL o la desregulacidon de la accién del miR172 en el SAM para conseguir
aumentar el nivel de expresién de AP2, hemos conseguido incrementar el rendimiento en
frutos de plantas de Arabidopsis hasta en un 40% sin que se produzcan efectos colaterales
no deseados. Estos resultados avalan la utilidad de estos alelos como herramienta para
aumentar la produccién de otros cultivos de interés agronémico.

En Pisum sativum, FULb regula el mantenimiento de la actividad meristematica. El mutante
fulb podria representar un recurso genético util para los programas de mejora genética del
cultivo de guisante ya que no presenta defectos en el desarrollo de los frutos ni las semillas,
pero si un aumento significativo de nudos reproductivos/vainas, lo que hace que presente
rendimientos en peso de semillas por planta del 82 al 173% superiores al presentado por
las plantas silvestres.
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CONCLUSIONS

v

The FUL-AP2 pathway is involved in the regulation of maintenance of meristematic activity
and GPA. With this work, we have demonstrated that AP2 acts together with other
members of the AP2 family regulated by the miR172 in the control of this process. In
addition, our results indicate that the action of FUL and AP2 in SAM is needed to prevent
AG ectopic expression in the shoot apical meristem and to maintain the indeterminate
growth habit. In addition, we have identified new factors potentially involved in GPA
control such as BP, ER or ETT, which possibly participate in this same pathway.

The induction of AP2 activity in meristems that have undergone GPA is enough to induce
their reactivation and the formation of new flowers and fruits. The analysis of
transcriptomic changes of meristems reactivated in this way, and further comparison with
those reported for proliferative, reactivated or arrested meristems performed by other
groups, has allowed us to propose new hypotheses about the molecular and physiological
mechanisms underlying this process. These results will be the basis of future lines of
research.

The identification and characterization of sterile mutants with early GPA may lead to
identify factors involved in the signaling mechanism between the developing seeds and the
SAM that triggers GPA. For the moment, it has led us to the identification of a gene
involved in DNA methylation as a possible candidate to regulate this process.

Through the application of different biotechnology strategies that seek to increase the level
of expression of AP2 in the SAM, either by silencing the expression of FUL or by impairing
miR172-mediated regulation of AP2-like genes, we have succeeded in increasing the fruit
yield of Arabidopsis plants up to one 40% without undesirable side effects. These results
support the usefulness of these alleles as a tool to increase the production of other crops of
agronomic interest.

In Pisum sativum, FULD regulates the maintenance of meristematic activity. The fulb mutant
could represent a useful genetic resource for pea breeding programs as it has no defects in
fruit development or seed, but shows a significant increase in reproductive nodes/pods,
reaching up to 82-173% higher yield (as seed weigth per plant) than the parental cultivar.
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Material bioldgico y condiciones de cultivo
Material microbiano

Cepas bacterianas utilizadas

Durante la realizacidn de esta tesis se han utilizado las cepas bacterianas descritas en la tabla M-1.

Tabla M-1: Cepas bacterianas empleadas durante la realizacion de este trabajo.

CEPA uso ORIGEN/REFERENCIA
Escherichia Coli Clonaje de vectores Clontech
Supercharge EZ10 Escherichia Coli Clonaje de vectores portadores del gen ccdB del Invitrogen
DB3.1TM sistema Gateway
Agrobacterium tumefaciens C58 Transformacion de Arabidopsis (Koncz and Schell,
pMP90 1986)
Agrobacterium tumefaciens C58 Clonaje de vectores pGreen utilizados para (Hellens et al., 2005)
pMP90 + pSOUP transformacion de plantas.

Cepas de levadura utilizadas

En este trabajo se han utilizado las cepas de levadura PJ69-4A y PJ69-4a. Las caracteristicas de
estas cepas son las siguientes:

PJ69-4A: MATa; trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4 (deleted) gal80 (deleted) LYS2::GAL1-
HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ.

PJ69-4a: MATaq; trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4 (deleted) gal80 (delated) LYS2::GAL1-
HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ.

Material vegetal

Genotipos de Arabidopsis utilizados

Durante la realizacidon de este trabajo se han empleado los ecotipos silvestres de Arabidopsis
Columbia-0 (Col) y Lansberg erecta (Ler). En la tabla M-2 se indican los diferentes genotipos de
Arabidopsis con los que se ha trabajado.
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Tabla M-2: Genotipos y lineas transgénicas utilizadas es este trabajo.

Gen Linea Ecotipo Referencia
Mutantes
AP2 ap2-12 Col (Yant et al., 2010)
ap2-12 ful-2 Col (Balanza, 2011)
AP2-like smz-2 Col (Mathieu et al., 2009)
snz-1 Col (Mathieu et al., 2009)
toel-2 Col (Aukerman and Sakai, 2003)
toe2-1 Col (Aukerman and Sakai, 2003)
toe3-1 Col (Yant et al., 2010)
toel toe2 toe3 smz snz ap2 Col (Yant et al., 2010)
APS1 apsi Col (Ventriglia et al., 2008)
BP bp-1 Ler (Koornneef et al., 1983)
CER6 cer6-2 Ler (Preuss et al., 1993)
Mutagenesis EMS en cer6-2 cer6-2 (Ler) (Alonso Cantabrana, 2005)
ER er-105 Ler (Shpak et al., 2005)
ETT arf3-2 Col (Okushima et al., 2005)
ett-13 Col (Pekker et al., 2005)
ett-3 Col (Sessions et al., 1997)
FUL ful-1 Ler (Gu et al., 1998)
ful-2 Col (Ferrandiz et al., 2000a)
GBS1 gbsi Col (Ortiz-Marchena et al., 2014)
SEX1 sex1 Col (Yu et al., 2001)
Lineas transgénicas
AP2 GT.100845 (AP2: GUS) Col (Sundaresan et al., 1995)
ful-2 GT.100845 (AP2: GUS) Col (Balanza, 2011)
FUL:VP16 GT.100845 (AP2: GUS) Col (Balanza, 2011)
pPAP2::AP2:YFP Ler (Wollmann et al., 2010)
miR172 35S:miR172 col (Yant et al., 2010)
AG AG::GUS (KB9) Col (Busch et al., 1999)
ful-2 AG::GUS Col (Balanza, 2011)
ap2-12 AG::GUS Col (Balanza, 2011)
ETT PARF3::ARF3:GFP Col (Liu et al., 2014)
pETT::GUS Col (Ng et al., 2009)
ful-2 pETT::GUS Col (Balanza, 2011)
pFUL:FUL::VP16 pETT::GUS Col (Balanza, 2011)
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Genotipos de Pisum sativum utilizados

Durante la realizacién de este trabajo se han empleado las variedades de Pisum sativum indicadas
en la tabla M-3.

Tabla M-3: Variedades de Pisum sativum utilizadas es este trabajo.

CULTIVARES:
NOMBRE ORIGEN
Caméor -
CDC Amarillo Tom Warkentin (Universidad de Saskatchewan, Canada)
CDC Meadow Tom Warkentin (Universidad de Saskatchewan, Canada)
Kasard Gérard Duc (INRA, Francia)
Kayanne Gérard Duc (INRA, Francia)
MUTANTES:
GENOTIPO CULTIVAR REFERENCIA
fula (#999) Caméor (Dalmais et al., 2008)
fulb (#4082) Caméor (Dalmais et al., 2008)

Condiciones de cultivo de plantas

Cultivo de Arabidopsis thaliana en invernadero

Las semillas de Arabidopsis se sembraron en una mezcla 2:1:1 de turba:perlita:vermiculita y se
estratificaron durante 4 dias en oscuridad a 4°C para sincronizar la germinacion, tras lo cual se
pasaron a la cabina de cultivo.

Las plantas se cultivaron en cabinas de invernadero o en camara de cultivo (fitotrén) con un
fotoperiodo inductivo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad (dia largo, DL) y una temperatura que
oscilé entre 21 y 22°C durante el dia y 15°C durante la noche. Se regd por inmersion dos veces a la
semana con solucién Hoagland n2 1 suplementada con oligoelementos (Hewitt, 1966).

Cultivo de Arabidopsis thaliana en placas Petri.

Las semillas se esterilizaron y se sembraron en placas Petri que contenian medio MS (2.2g/L de
sales MS de “Duchefa”, 20g/L de sacarosa, 0.1g/L MES y 6g/L de agar, pH 5.9) mas el agente de
seleccidn correspondiente en cada caso.

Tras la estratificaron durante 4 dias a 4°C en oscuridad, las placas se pasaron a una camara de
cultivo in vitro, con temperatura constante de 24°C y fotoperiodo de DL (16 h de luz y 8 h de
oscuridad).
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Cultivo de Pisum sativum en invernadero

Las semillas de guisante se sembraron en macetas (12cm de didmetro) con vermiculita. Las
macetas se colocaron en mesas que disponian de riego automatico. Las plantas fueron regadas
con solucién Hoagland n2 1 suplementada con oligoelementos (Hewitt, 1966). Las plantas se
cultivaron en cabinas de invernadero con un fotoperiodo inductivo de 16h de luz y 8h de
oscuridad, con luz natural suplementada con luz artificial mediante |[dmparas de vapor de
mercurio de 400 W. Las condiciones de temperatura variaron segln el experimento entre 21.5y
23.5°C durante el diay 15°C durante la noche.

Metodologias
Métodos de biologia molecular.

Extraccion y purificacion de acidos nucleicos.

v" Método de extraccion de DNA gendmico para genotipado de Arabidopsis por PCR

Se siguio el protocolo descrito en (Berendzen et al., 2005) con alguna modificacion. Se partié de
aproximadamente de 10 mg de material (una hoja joven pequeia) y se congeld la muestra en
nitrégeno liquido. Se molié el tejido con 100 pl de una disolucién de sacarosa: 50 mM Tris-HCl;
pH7.5, 300 mM NaCl, 300 mM Sacarosa y agua hasta 20 ml. Posteriormente se afiadieron 100 pl
mas de esta solucién y se incubd inmediatamente a 95-100°C durante 10 min. Se centrifugd a
9000 rpm durante 15 seg. Finalmente se transfirieron 100 pl del sobrenadante a un nuevo tubo,
sin arrastrar material vegetal, y se mantuvo en hielo o congelado a -20°C hasta realizar la PCR. Se
utilizaron 2 pl para la reaccion de PCR.

v" Método de extraccién de DNA gendmico de alta calidad para Arabidopsis.

Se siguio el protocolo proporcionado por A. Sessions (comunicacién personal), con alguna
modificacién. Se partié de aproximadamente de 10 mg de material (una hoja joven pequefia) y se
congeld la muestra en nitrégeno liquido. Se molié el tejido congelado. Posteriormente se
afiadieron 600 mL de tampdn de lisis al 1X (1x tampdn de lisis 10X*, 50 mM EDTA, 7 M urea, 2%
sarcosyl) y se termind de moler. A continuacion, se incubaron las muestras a 37°C durante 10 min
con agitacidn fuerte. Transcurrido ese tiempo se afadieron 300 mL de fenol/CHCI3/IsoOH vy se
sometieron a un nuevo periodo de incubacién de 10 min. Tras centrifugar las muestras se
transfirid la fase superior a un nuevo tubo y se afiadieron 50 pL de NaOAc 3 M (pH=5) y 550 pL de
isopropanol y se mezclé homogéneamente. Se centrifugaron las muestras y se decantd el
sobrenadante. A continuacién, se lavé el DNA con etanol al 70% y una vez que se hubo evaporado
todo el etanol, se resuspendid en 100ul de H,0 y se traté con RNAsa.

*Tampon de lisis 10X: 3,5M NaCl, 10 mM Tris (pH=7,6), 10 mM EDTA (pH=8).

174



MATERIALES Y METODOS

v" Método de extraccion de DNA gendmico para Pisum sativum

Se siguié un protocolo adaptado a partir del método de extraccion de acidos nucleicos de alta
calidad para Arabidopsis. Se partié de aproximadamente de una muestra de medio eppendorf de
hojas jévenes del dpice. Se congeld en nitrégeno liquido y con la ayuda de una varilla de plastico
se molid. Posteriormente se afiadieron 600 mL de tampdn de lisis al 1X (1x tampdn de lisis 10X*,
50 mM EDTA, 7 M urea, 2% sarcosyl) y se terminé de moler. A continuacién, se incubaron las
muestras a 37°C durante 10 min con agitacién fuerte. Transcurrido ese tiempo se afiadieron 300
mL de fenol/CHCI3/IsoOH y se sometieron a un nuevo periodo de incubacién de 10 min. Tras
centrifugar las muestras se transfirié la fase superior a un nuevo tubo que contenia 50 pL de
NaOAc 3 M (pH=5) y 550 uL de isopropanol. Con la ayuda de una varilla de vidrio se recogioé el
DNA precipitado y se lavd introduciéndolo varias veces en un eppendorf que contenia etanol al
70%. A continuacién, se dejé secar y una vez que se hubo evaporado todo el etanol se
resuspendid el DNA introduciendo la varilla de vidrio con el DNA en un eppendorf con H,0 ,
tratando posteriormente con RNAsa durante al menos dos o tres horas.

*Tampon de lisis 10X: 3,5 M NaCl, 10 mM Tris (pH=7,6), 10 mM EDTA (pH=8).

v Extraccién y purificacién de RNA total

Para la extraccidon de RNA se utilizaron los sistemas RNeasy Plant Minikit (Qiagen) y E.Z.N.A. Plant
RNA KIT (OMEGA bio-tek). Si el objetivo final es cuantificar la expresién génica mediante Q-RT-
PCR se requiere un paso previo a la sintesis de cDNA de eliminacion de DNA gendmico, debido a
gue en el protocolo de extraccidn de estos kits no esta presente.

Para la extraccidon de RNA total destinado a la obtencidon de cDNA con el que se realizaria el RNA-
seq se empled el kit NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel) que incluye el tratamiento con
DNAsa en la columna.

Amplificacion del DNA mediante PCR

A continuacidn, se detallan los diferentes protocolos de PCR que se han empleado durante la
realizacion de este trabajo. En el Anexo | se recogen todos los cebadores empleados en esta Tesis.

v PCR tipo para amplificar cDNAs

Se empled una polimerasa de alta fidelidad que posee una tasa de error minima y actividad
exonucleasa 3’-5’. Las condiciones generales seguidas fueron:

0.8 uM de cada cebador; 0.2 mM de una mezcla equimolar de cada desoxirribonucledtido; 0.5 U
Taq Phusion® High-Fidelity (New England Biolabs); Tampdn de PCR 1X (New England Biolabs) y
200 ng de DNA molde. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador con una incubacion
inicial de 95°C 2 min; seguida de 30 a 35 ciclos de 95°C 30 seg, Tanilamiento 30 S€8 Y 72 °C textension;
con una incubacion final de 72°C 10 min. La temperatura de anillamiento (T.niamiento) S€ €5timo en
funcion de la temperatura de fusion aproximada (Tm) de los cebadores empleados en la reaccion.
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El tiempo de extension (texensisn) dependia de la longitud del fragmento a amplificar que con esta
polimerasa fue de 30 seg/kb.

v" PCR tipo para genotipados

Para el genotipado mediante PCR se empled 2ul de la extraccién de DNA gendmico de las
diferentes plantas a analizar. Las condiciones generales seguidas fueron:

0.8 uM de cada cebador; 0.2 mM de una mezcla equimolar de cada desoxirribonucledtido; 2-3
mM MgCl,; 1 U Taq DNA polimerasa EcoTaq (GoTaq); Tampdn de PCR 5X (GoTaq) y DNA molde en
concentracién variable (2 pl). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador con una
incubacioén inicial de 94°C 5-10 min; seguida de 35 ciclos de 94 °C 40 seg, Tanilamiento 40 segy 72 °C
Textensisn; CON UNa incubacion final de 72°C 5 min. La temperatura de anillamiento (Tanilamiento) S€
estimo en funcidn de la temperatura de fusién aproximada (Tm) de los cebadores empleados en
la reaccion. El tiempo de extension (teensisn) dependia de la longitud del fragmento a amplificar,
gue con esta polimerasa fue de 1 min/Kb.

En el anexo Il se muestran las combinaciones de cebadores utilizadas para el genotipado, asi
como el tamaiio de los fragmentos esperados. En el caso de algunos mutantes aplicamos la
técnica de dCAPS, donde el tamafio del fragmento obtenido para el alelo silvestre y el mutante es
el mismo, pero la diferencia entre ellos es visible tras el tratamiento con un enzima de restriccidon.

v" PCR semicuantitativa

Esta técnica se utilizd para detectar cambios en el nivel de expresion de los genes localizados en
torno a la insercidon del T-DNA del vector pSKO15 empleado en la mutagenesis de Activation
tagging. Se disefiaron cebadores para amplificar fragmentos de entre 500-600 pb (Anexo I). Como
DNA molde se empled el cDNA obtenido a partir de la retrotranscripcién de RNA total de hojas de
roseta. Ademas de la amplificacidon con cebadores especificos para cada gen de interés también se
incluyd como control constitutivo la amplificacion del gen enddgeno ACTINA. En total se
realizaron tres PCRs para cada uno de los genes estudiados, asi como para el control de ACTINA.
Cada una de las reacciones se detuvo a diferente nimero de ciclos (25, 27 y 30 ciclos) con el fin de
establecer una relacion lineal entre la cantidad de producto amplificado y la cantidad de
transcrito inicial en la reaccién y poder observar la existencia de cambios de expresion entre
muestras silvestres y muestras mutantes.

v" PCR cuantitativa en tiempo real (Q-RT-PCR)

Esta técnica se utilizd para estudiar el nivel de expresidn de diferentes genes. Los oligonucleétidos
utilizados como cebadores se obtuvieron de la literatura o fueron disefiados mediante el
programa Primer Express 2.0 utilizando los parametros por defecto, que incluye entre otros, Tm
entre 58-60 °C, contenido en GC 30-80% y amplicones entre 100-150 pb. En el anexo | se
muestran los cebadores utilizados.
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Las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron en un volumen final de 20 ul empleando 10 pl de
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y 1.2 ul de cada uno de los cebadores a partir
de un stock de 5 pM (concentracién final 0.3 uM), en placas MicroAmp Optical 96-well reaction
plate (Applied Biosystems). Para cada muestra se realizaron tres PCRs idénticas (replicas técnicas)
y se incluyeron controles negativos de la reaccidn para descartar contaminaciones. Las reacciones
se llevaron a cabo en un termociclador “7500 Real-Time PCR System”. Se utilizd el programa de
amplificacion recomendado por la casa comercial para los oligos disefiados con Primer Express (2
min. 50°C, 10 min. 95°C, 40 ciclos de 15 seg. a 95 °C, 1 min. a 60°C). El cDNA del gen de interés se
cuantifico, durante la fase exponencial de la reaccién de PCR, en funcién del nimero de ciclos
necesarios para superar un umbral determinado de fluorescencia (Ct). A partir de este valor, se
calculé la expresidn relativa del gen de interés respecto al gen constitutivo TIP41-like segun el
método “AAthreshold cycle (Ct)” propuesto en el manual “Guide to performing Relative
Quantitation of Gene Expression Using Real-Time Quantitative PCR” (Applied Biosystems, 2008).
Al final de cada PCR también se realizd una cinética de Tm (curva de disociacién) aplicando un
gradiente de temperaturas creciente para analizar la presencia de productos inespecificos o
dimeros de los cebadores.

Construcciones

v' Vectores

Los vectores que se han empleado durante esta tesis doctoral se recogen en la tabla M-4. Todos
los plasmidos obtenidos durante esta tesis se muestran en el anexo lll y el procedimiento para su
construccion de detalla en los apartados siguientes.

v Clonaje de fragmentos de DNA amplificados por PCR

Los fragmentos amplificados se clonaron en los plasmidos intermedios adecuados segun las
caracteristicas del vector final que se fuera a emplear en cada caso. Estos plasmidos permitieron
la secuenciacion de los fragmentos de DNA amplificados. Durante este trabajo se ha empleado
como plasmidos intermedios el vector pGEM-T Easy (Promega) y el vector pCR8/TOPO/GW
(Invitrogen), siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

v" Generacién de plasmidos para la expresion de diferentes alelos de AP2 o el MIM172 bajo
el control del promotor de TFL1.

Para amplificar los diferentes fragmentos de DNA (AP2'°, AP2m3 o MIM172) se disefiaron
cebadores que incluian la secuencia de los sitios de restriccion necesarios para su clonaje en el
vector final. En la reaccidon de PCR se empled una polimerasa de alta fidelidad (tasa de error
minima y actividad exonucleasa 3’-5’). Los diferentes amplicones se clonaron en el vector pGEM-T
Easy o pCR8/TOPO/GW. Posteriormente se subclonaron en el vector binario p2.2-G-4.6. Este
vector, obtenido a partir del vector pBIN19, contiene las regiones promotoras en 5" y 3’ del gen
TFL1, y la secuencia codificante del gen de la B-Galacturonasa(GUS). La secuencia GUS fue
sustituida por los diferentes insertos generados previamente.
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v" Generacién de plasmidos para la expresion de un RNAi-FUL bajo el control del promotor
de TFL1.

Debido a la alta homologia de secuencia existente entre los genes MADS (Parenicova, 2003), para
la generacion del RNAI-FUL se eligié una regién de la secuencia codificante de FUL con baja
homologia con el resto de genes MADS-box (282-726 pb desde el ATG), para evitar el
silenciamiento de estos.

La region seleccionada se amplificd con dos combinaciones de cebadores que incluian en el
extremo 5 la secuencia de los sitios de restriccidn necesarios para su clonaje en el pldsmido
Hannibal en sentido directo (Hpal/Kpnl, “FUL1”) y en antisentido (Smal/Xbal, “FUL2") vy
posteriormente en el plasmido final p2.2-G-4.6..

Inicialmente, cada uno de los amplicones fue clonado en el vector pGEM-T Easy. Este paso
permitié, ademds de comprobar mediante secuenciacién que la secuencia clanada fuera correcta,
incorporar un nuevo sitio de restriccion para EcoRI (presente en el sitio de clonacidon multiple del
vector) en el inserto “FUL1”, necesario para el clonaje en pHANNIBAL.

pHANNIBAL es un vector de clonacidn direccional para la insercién de productos de PCR a ambos
lados del intrén, generando horquillas de silenciamiento. Una vez que se disponia de los vectores
PGEM-FUL1 y pGEM-FUL2 se procedid a la subclonacion de los insertos “FUL1” y “FUL2” en el
vector pHANNIBAL segln el procedimiento siguiente.

Se digirié el vector recombinante pGEM-FUL1 con los enzimas de restricciéon EcoRI/Kpnl, para
liberar el inserto y el vector pHANNIBAL con los mismos enzimas para linearizarlo y generar
extremos cohesivos compatibles con el inserto. Los extremos cohesivos del pHANNIBAL se
desfosforilaron para impedir la religacién.

Se ligé el inserto “FUL1” con el vector pHANNIBAL lineal, por unién de los extremos cohesivos
producidos por la digestién con los enzimas de restriccion. En este paso FUL se insertd en sentido
5-3’,

Tras este paso, se procedio a la digestién el vector recombinante pGEM-FUL2 con los enzimas de
restriccion Clal/Xbal, para liberar el inserto y el vector pHANNIBAL-FUL1 con los mismos enzimas
para linearizarlo y generar extremos cohesivos compatibles. Nuevamente el vector fue sometido a
la desfosforilacién de los extremos 5’ cohesivos para impedir la religacion. Y se ligd el inserto
“FUL2” con el vector pHANNIBAL-FUL1 lineal. En este paso FUL se insertd en sentido 3’-5.

A continuacidén, se extrajo la secuencia del RNAi-FUL (FUL 5’-3’-intrén-FUL 3’-5’) mediante la
digestion del vector recombinante pHANNIBAL-“FUL1”-“FUL2” con los enzimas de restriccidon Hpal
y Xbal. Paralelamente Se digirié el vector binario p2.2-G-4.6, que contiene el promotor de TFL1,
con los enzimas de restriccion Xbal y Smal, que linearizaron el vector y eliminaron la secuencia
codificante del gen GUS.
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Tabla M-4: Vectores utilizados durante este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

VECTOR

CARACTERISTICAS

ORIGEN/REFERENCIA

pGEM-T Easy

pCR8/GW/TOPO

pHANNIBAL

pBIN-GUS
(p2.2-G-4.6)

pFK100

pFK101

pEarleyGate100

RS300

pOpON2.1

pSKI015

pDEST22

pDEST32

pYFC43

pYFC43

Amp', lacz, sitios de unién para los cebadores T7, SP6,
M13Dy M13R

Specr, sitios de unidén para los cebadores M13D,M13R,
GW1yGW?2

Amp', promotor 35S, dos sitios de clonaje separados por
un intrén para generar un RNAi

Vector de expresidn, promotor de TFL1, Kan" (bacteria y
planta)

Vector de expresion, Spec’ (bacteria) y Kan' (planta),
promotor de FD, sitios de recombinacion Gateway AttR,
sitios de union para los cebadores M13D,M13R

Vector de expresion, promotor de FD , Spec’ (bacteria) y
Basta' (planta), sitios de recombinacién Gateway AttR,
sitios de unidn para los cebadores M13D,M13R

Vector de expresion, promotor 355 del CaMV, Kan'
(bacteria) y Basta' (planta)

Amp', vector pBluescript (SK) con el miR319a

Vector de expresién induclible por dexametasona. Spec’
(bacteria) y Kan'(planta)

Vector de expresién, Amp' (bacteria) y Basta' (planta),
4x35S, , sitios de unién para los cebadores M13D, M13R

Amp' (bacterias) y TRP1 (levadura), GAL4 AD

Gm' (bacterias) y LEU2 (levadura), GAL4 BD

Vector de expresion transitoria. Kan"

Vector de expresién transitoria. Kan'

Promega

Invitrogen

Wesley et al., 2001

Serrano-Mislata, 2010

Markus Smith

Markus Smith

Invitrogen

http://wmd.weigelword.org

Craft et al., 2005

Weigel et al., 2000

Invitrogen

Invitrogen

pMDC43/A.Ferrando

pMDC43/A.Ferrando
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Finalmente, se ligd el inserto FUL1-intron-FUL2 con el vector binario p2.2-G-4.6. Se unieron entre
si los extremos cohesivos producidos por la digestién con el enzima de restriccién Xbal y los
extremos romos producidos por la digestién con Hpal y Smal. Inicialmente el disefio de la
construcciéon se basaba en la linearizacién del vector binario p2.2-G-4.6 con los enzimas de
restriccion Hpal y Xbal, pero posteriormente se observd que el vector poseia varios sitios de corte
para el enzima de restriccién Hpal, por tanto no era viable esa estrategia, y se disefid una
alternativa con la unién de los extremos romos que se formaban con Hpal en el inserto y Smal en
el vector de destino.

v" Generacién de plasmidos para la expresion de diferentes alelos de AP2 o FUL bajo el
control del promotor de FD.

Los vectores pFK100 y pFK101, que contenian la secuencia promotora del gen FD, contaban con
las secuencias de recombinacién AttR del sistema de clonaje Gateway. Por ello inicialmente las
secuencias de los alelos de AP2 con diferente resistencia a la regulacién del miR172 fueron
clonadas en el vector intermedio pCR8/TOPO/GW vy se tuvo acceso al vector pCR8-FUL:VP16
(cedido por Balanza). Posteriormente se procedidé a su subclonacidn en el vector final pFK100 y
pFK101 mediante la reaccién de recombinacion LR.

v" Generacién de plasmidos para la expresién de un amiR- FUL bajo el control del promotor
de FD.

El primer paso de esta construccién fue el disefio del microRNA artificial (Schwab et al. 2006).

Para ello se usé la herramienta bioinformdtica “Web  MicroRNA Designer”
(http://wmd.weigelword.org). En este caso concreto, donde solo se queria silenciar Unicamente la
expresion del gen FUL, se introdujo en el programa la misma secuencia especifica de FUL
empleada en la construccidon del RNAI. El programa, tras realizar el analisis pertinente, devolvié
diferentes alternativas para la construccion del amiRNA, de las cuales se seleccioné la primera
opcion.

Esta herramienta bioinformatica proporciond la secuencia de cuatro cebadores especificos (I a IV),
necesarios para obtener el microRNA artificial. EIl molde utilizado para realizar las PCR fue el
vector RS300, que se trata de un vector pBluescript (SK) con el miR319a, miRNA enddgeno de
Arabidopsis. Este plasmido no contiene ninglin promotor, sélo sirve como molde para
mutagénesis directa por PCR. Para sustitucion del microRNA presente en el plasmido RS300 por el
microRNA especifico del gen FUL se realizaron cuatro PCRs, combinando los diferentes cebadores
indicados por la aplicacion (Anexo 1) y siguiendo el protocolo proporcionado por el programa (Fig.
M-1).
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A
Prom
B REACCION | CEBADOR DIRECTO | CEBADOR REVERSO MOLDE TAMANO BANDA
a A IV (0IMF50) pRS300 272pb
b 1l (oIMF49) Il (oIMF48) pRS300 171pb
c | (0IMF47) B8 pRS300 298pb
d A B a+b+c 701pb

Figura M-1: A) Sustitucion del miRNA319 del plasmido R300 por el microRNA especifico para el gen FUL. Mediante la
superposicion de PCRs en varios pasos se consiguio sustituir el diplex miRNA-miRNA* endégeno del RS300 por una
secuencia especifica de FUL, generando un precursor artificial de un miRNA contra FUL. Posteriormente la secuencia
quimérica se transfirio al vector elegido. B) Combinacion de cebadores en las 4 PCRs.

Después, el producto de PCR obtenido a partir de la reaccién “d” se clond en el vector
pCR8/GW/TOPO y posteriormente se secuencié con los cebadores A y B que forman parte del
fragmento amplificado. Finalmente, este microRNA se cloné en los vectores pFK100 y pFK101,
gue contienen el promotor de FD.

Transformacion genética de Arabidopsis mediante infiltracion al vacio.

Para la generacion de plantas transgénicas de Arabidopsis se utilizd el ecotipo silvestre Col. La
transformacion se realizé segun el protocolo de infiltracién por vacio descrito en Bechtold et al.
(Bechtold et al., 1993) con algunas modificaciones introducidas en Clough y Bent (Clough and
Bent, 1998).

Andlisis transcriptomico

v"Induccién con dexametasona

Tres semanas tras el alzado de la inflorescencia de las plantas pOpON:AP2m3, aproximadamente
una semana antes de que se desencadene el GPA, se realizé la induccién de la expresion de
AP2m3 mediante la aplicacion de un tratamiento con dexametasona 5uM (DEXA) o un
tratamiento control (MOCK). Para ello, se sumergieron todos los apices en una solucién DEXA
(5uM, 0,015% Silvet L77) o MOCK (0,015% Silvet L77). Seis horas después del tratamiento
DEXA/MOCK se recogieron los apices de las inflorescencias a los que se les habia eliminado el
mayor nimero posible de yemas florales, en nitrégeno liquido. En total se recogieron tres replicas
bioldgicas del tratamiento MOCK y otras tres réplicas del tratamiento DEXA. Cada muestra
contaba con al menos 20 apices.
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v" Secuenciacidn del transcriptoma

La construccidn de las librerias de cDNA a partir de las muestras obtenidas tras la inducciéon con
dexametasona o con mock (tres replicas bioldgicas de cada grupo) se realizé con el sistema
TruSeq Stranded mRNA LT Sample Preparation Kit (lllumina, San Diego, CA, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La distribucién de tamafios de las librerias se evalué usando el
sistema 2100 Bioanalyzer and the High Sensitivity DNA Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA). La
cuantificacion de las librerias se obtuvo usando 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) y KAPA Library Quantification Kit (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA). Las
librerias de cDNA se secuenciaron en el servicio de secuenciacidn de la Universidad Federal de Rio
de Janeiro, en colaboracion con el Dr. Marcio Alves Ferreira. Para la secuenciacidén se empled la
plataforma MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA).

v" Andlisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron preprocesadas y analizadas por el Servicio de Bioinformatica del
IBMCP. Para el preprocesado de las secuencias (eliminaciéon de adaptadores y extremos de baja
calidad) se usd el software 'cutadapt' (http://cutadapt.readthedocs.io). Las secuencias asi
preprocesadas fueron alineadas al transcriptoma de referencia TAIR10 de Arabidopsis thaliana,
disponible en la base de datos TAIR (https://www.arabidopsis.org; Lamesch et al., 2012) usando
Bowtie2 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22388286 Langmead and Salzberg, 2012).

La estimacion de la abundancia de transcritos se realizdé mediante el paquete RSEM (Li and
Dewey, 2011) y la expresion diferencial de transcritos (valores logFC, logCPM, p-value y FDR) fue
estimada usando el paquete edgeR (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19910308; Robinson
et al., 2010).

Para identificar los genes diferencialmente expresados se calculd la tasa de cambio o fold change
(FC), dividiendo los valores de FPKM de la muestra tratada con dexametasona entre los de la
muestra tratada con mock. Para poder interpretar con mayor facilidad la expresién diferencial de
los diferentes genes, los valores de FC fueron transformados a una escala log2, donde un FC de +1
equivale al doble de expresién de una muestra frente a la otra. También se aplicaron los test
estadisticos correspondientes al p-value y al “False Discovery Rate” (FDR) para tener un nivel de
significatividad del cambio de expresion.

Para la seleccién de genes diferencialmente expresados aplicamos como parametros de seleccién
un FC>0,75y<-0,75, p-value <0,05 y FDR <0,05.

v" Anélisis de enriquecimiento de categorias de ontologia génica

Se realizd mediante la aplicacion AgriGO (Du et al., 2010), empleando el Andlisis de
Enriquecimiento Singular (SEA) y comparando frente a la base de datos de Arabidopsis (TAIR10).
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Estudios de interaccién proteina-proteina:

v" Ensayo de doble hibrido en levadura (Yeast two hybrid, Y2H)

En el ensayo de Y2H se estudia la posible interaccion entre distintos factores de transcripcién.
Este ensayo se llevé a cabo en colaboracion con el Dr. Stefan de Folter. Se siguid el protocolo
descrito en Yeast Protein-Protein Interaction Assays and Screens (de Folter and Immink, 2011),
donde se emplea un sistema de doble hibrido en levadura basado en GAL-4 (Invitrogen). Para este
sistema se emplean los vectores pDEST22, que contiene dominio de activacién de GAL4
(activation domain, AD) y pDEST32 contiene dominio de unién de GAL4 (binding domain, BD).

A continuacidn se presenta de forma breve el protocolo seguido:

Tras la generacion del vector BD:AP2 este se transformod en la cepa de levadura PJ69-4a vy se llevd
a cabo el test de autoactivacion para comprobar si la proteina unida al BD poseia dominios de
activacion propios, que podria dar sefial aunque no hubiera interaccién con la proteina unida al
AD. Como en este caso si que hubo autoactivacion, se hizo una prueba adicional afadiendo al
medio concentraciones crecientes de 3AT (inhibe la sintesis de histidina) hasta eliminar la
autoactivacion.

Una vez que se conocia la concentracion adecuada de 3AT para eliminar la autoactivacién de AP2,
se procedid a mating entre la levadura haploide PJ69-4a que contenia BD:AP2 con la levadura
haploide PJ69-4A que contenia el vector AD con los diferentes factores de transcripcién presentes
en la genoteca. Tras este paso se obtuvieron levaduras diploides que contenian ambos vectores
AD:X 'y BD:AP2.

El siguiente paso fue el rastreo de interacciones, mediante el cultivos de las distintas levaduras
diploides generadas en medio selectivo (YSD —His, -Leu, -Trp, +250mM 3AT).

v" Ensayo de complementacidon Fluorescente Bimolecular (BiFC)

Con el ensayo de BiFC se pretendia comprobar si dos proteinas de interés interaccionaban. Para
ello se utilizaron los plasmidos de Gateway YFN43 y YFC43. Estos vectores contienen un promotor
35S por duplicado, la regidon N-terminal o C-terminal de la proteina YFP, un nexo de unidn flexible
entre la secuencia del gen de la YFP y la secuencia del gen de interés (que permite la movilidad de
la proteina de fusidn), el casete de Gateway (donde se clona el gen de interés) y un terminador.
Para mas informacidn sobre estos vectores se puede consultar la pagina web
http://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors.php.

Se cloné la region codificante de los genes de interés (AP2 y BP, genes cuya interaccién queriamos
testar, asi como AP3 y PI, genes cuya interaccion testada en multiples trabajos nos serviria como
control positivo del ensayo) en los vectores YFN43 e YFC43. Una vez obtenidas todas las
construcciones se transformaron en la cepa de Agrobacterium C58.

3 dias antes de la infiltracién de plantas de Nicotiana benthamiana se inocularon cultivos de 3mL
de medio LB suplementado con los antibidticos apropiados a partir de un glicerinado de
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Agrobacterium y se crecieron o/n a 28°C. Para el ensayo se incluyé ademas de los Agrobacterium
transformados con los genes a testar, los controles positivo y negativo.

Como control positivo del ensayo se empled la interaccion AP3:YFP"-PI:-YFP® y como control
negativo la interaccion FUL:YFP"-PI: YFP®. Las construcciones AP3:YFP" vy PI: YFP® fueron
generadas durante esta tesis y FUL:YFP" fue cedida por el doctor Vicente Balanza.

Un dia antes de la infiltracidn se inocularon cultivos de 50mL de medio LB suplementado con los
antibidticos correspondientes a partir del cultivo fresco de 3mL anterior y se crecieron o/n a 28°C.

El dia de la infiltracion se transfirieron los cultivos de Agrobacterium a botes falcon de 50mL y se
centrifugd a 3000 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Tras la centrifugacién y eliminacidn del sobrenadante se resuspendio el pelet en 10mL de solucidn
de infiltracién y posteriormente se midié la absorbancia a una longitud de onda de 600nm y se
realizé la dilucidn conveniente con solucion de infiltracién para ajustar todos los cultivos a una
OoD~1.

A continuaciodn, los cultivos se incubaron horizontalmente y en oscuridad durante 3 horas, con
agitacién suave (50 rpm) y a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo, se prepararon las mezclas de cultivos para la infiltracion afiadiendo 5mL
del cultivo “N” y 5 mL del cultivo “C” correspondiente.

Las plantas de Nicotiana benthamiana habian crecido unas 3 semanas en dia largo, presentando
aproximadamente 5 hojas. Posteriormente, y con la ayuda de jeringuillas de 2mL se realizé la
infiltracion de cada una de las mezclas en tres hojas de plantas diferentes. Las infiltraciones se
realizaron en el envés de hojas jévenes (normalmente la 32 y 42 hoja).

A los tres dias de la infiltracidn se observaron las hojas en un microscopio confocal. Se tomaron
secciones de las hojas agroinflitradas y se montaron exponiendo el envés de la hoja, en un
portaobjetos con MOBIOL y cubierto por el cubreobjetos.

Solucion de infiltracion: 10mM MgCl,*, 10mM MES pH 5.6 (autoclavado), 200uM
acetosiringona*.

*Esterilizados por filtracién.

Técnicas microscépicas

Microscopia Optica.

Antes de montar las muestras sobre portaobjetos, los apices se diseccionaron con ayuda de una
lupa binocular y agujas finas para dejar al descubierto el meristemo. Las muestras se colocaron
sobre el portaobjetos y sobre ellas se afadid una gota de glicerol 50%. Para evitar que las
muestras se aplastaran con el cubreobjetos se colocd en los extremos del portaobjetos unas
pegatinas pequefias de forma que quedara espacio entre el portaobjetos y el cubreobjetos. Las
muestras fueron observadas con iluminacidon de campo claro, utilizando la técnica Normasky que
permite detectar cierto volumen en las muestras.
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Durante este trabajo se ha utilizado el sistema de microscopia déptica Nikon Eclipse E-600
acoplado a una camara fotogréfica digital Nikon Digital-Sight (DS-Fil) y un ordenador con el
software de analisis de imagen AnalySIS 3.2 (Soft Imaging System) y NIS-Elements F3.0.

Microscopia confocal.

Se utilizé un microscopio confocal Zeiss LSM 780 (Carl Zeiss Group, Jena, Alemania), consistente
en un microscopio invertido Axio Observer.Z1 y una unidad espectral confocal con un detector
GaAsp con 34 canales y 8 lineas de laser (405nm, 458nm, 488nm, 514nm, 561nm, 594nm vy
633nm). La GFP se excité con un laser de 488nm, y su emisién se recogié entre 500nm y 520nm
(maximo de emision: 509nm) y la YFP se excité con un laser de 488 nm, y su emision se recogid
entre 520 nm y 540 nm (maximo de emision a 529 nm). La clorofila se excitd con el mismo laser, y
su emision se recogié entre 660 nm y 690 nm. La identidad de la sefial se confirmé en todos los
casos mediante un barrido de longitudes de onda (A-scan), para visualizar la intensidad de la
emision a las diferentes longitudes de onda.

Analisis fenotipico

Fertilizacion cruzada.

Para realizar cruzamientos entre los diferentes genotipos de Arabidopsis o Pisum sativum, se
emascularon las flores receptoras, con ayuda de unas pinzas cuando fue necesario, retirando
todos los drganos excepto el pistilo, sobre el que se depositd el polen de las plantas donantes. Se
esperd a que la silicua o la vaina se desarrollara y se secara por completo antes de recoger las
semillas.

Recuento de semillas de Arabidopsis

El ndmero de semillas que se forma va variando a lo largo de la inflorescencia. Por ello, para
homogeneizar el recuento de semillas en todas las lineas transgénicas estudiadas, elegimos los
frutos del 15 al 19 producidos en la inflorescencia principal. En los casos en los que alguno de esos
frutos se hubiera caido o ya se hubiera abierto, cogimos el fruto mds cercano cerrado.

Medida del area de la proyeccién de la circunferencia maxima de las semillas

Se realizé mediante el programa de andlisis de imagenes Imagel. Para ello se tomaron fotografias
de las semillas y posteriormente con este programa se ajusto la escala, se dibujé la circunferencia
de las semillas, y se calculé el area.

Observacion y fotografia a bajo aumento.

Para obtener imagenes a bajo aumento de los distintos rasgos fenotipicos se utilizé una cdmara
digital Leica V-LUX1. Para la obtencién de imagenes a mayor aumento, se empled una lupa
binocular Nikon modelo SMZ800, provista de una unidad de iluminacién externa de luz blanca fria
(Volpi Intralux 4000-1) y conectada a una camara digital CoolPix 5000 (Nikon) y el sistema de
Nikon Digital Sight (DS-Fil1) en el que las fotos se capturan directamente en una pantalla digital
acoplada a la cdmara.
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Estudios de expresion

Deteccion GUS

Para realizar detecciones GUS poco precisas, en generaciones F1y F2, por ejemplo para descartar
las plantas que no fueran portadoras del gen delator, se utilizd un protocolo GUS rédpido: Se
incubaron apices de inflorescencias posiblemente portadoras de construcciones con el gen
marcador de la B-glucuronidasa durante la noche a 372C y en oscuridad con una disolucidn
13.42mM de NaH2P0O2, 11.58mM de Na2HPO4, 2mM X-Gluc, 2mM Ferrocianuro potasico, 2mM
de ferricianuro potasico y 0.02% de Tritdn X-100. Posteriormente las muestras se observaron a la
lupa. En los casos donde la seiial no se detectaba con claridad, las muestras se lavaron en etanol
70% durante 30 minutos antes de volver a observarlas a la lupa.

Para realizar detecciones GUS precisas se siguié el protocolo descrito por Kirsten Bomblies en el
Manual de Arabidopsis (Pelletier et al., 1997) pag. 243- 245 con algunas modificaciones. Los
apices e inflorescencias de plantas portadoras de construcciones con el gen testigo de la B-
glucuronidasa se incubaron en acetona 90% durante 10 minutos en hielo. A continuacion, se
enjuagaron con agua y por ultimo se incubaron en solucidn de revelado con sustrato (tampdn
fosfato sédico 25 mM pH 7; ferricianuro potasico 10 mM; ferrocianuro potasico 10 mM; Tritdn-
X100 0,25 mM y X-Gluc 2 mM) durante una noche a 372C y en oscuridad. Las concentraciones
elevadas de ferrocianuro y ferricianuro (ej. 10mM) restringen el nivel de sefial GUS, mientras que
concentraciones mas bajas permiten detectar sefial GUS mas débil (Sessions et al., 1999).
Posteriormente se realizaron series de etanol 30% y 50% 30 minutos cada una. A continuacidn, se
incubaron 30 minutos en FAE (composicidn) y se pasaron a 70% etanol y fueron almacenadas a
42C hasta el momento de la observacidn. A continuacidn las muestras se aclararon con hidrato de
cloral (proximo apartado) y se observaron y fotografiaron mediante un microscopio dptico.

Aclarado con Hidrato de cloral

Se utilizd el protocolo de Sioux Christensen (Pelletier et al., 1997) con alguna modificacion.
Mediante este protocolo, se aclaran los tejidos vegetales, que se vuelven transparentes,
permitiendo analizar la sefial GUS mediante el uso de un microscopio. Es importante realizar todo
el proceso en una campana de extraccion de gases ya que el hidrato de cloral es téxico. Una vez
los apices fueron fijados, incubados con el tampdn de deteccidn y deshidratados hasta etanol al
70% (apartado anterior), se quito el etanol al 70% y se reemplazé con una disolucién de hidrato
de cloral: Hidrato de cloral/ glicerol/ agua (8g/1ml/2ml). Se mantuvo en esta disolucion un dia.

Analisis estadistico

El ajuste de las segregaciones observadas de las lineas transgénicas a la segregacién esperada si se
hubiera producido una o mas inserciones se realizé mediante la prueba estadistica Chi®, con un
nivel de significatividad del 0,05. Los datos obtenidos durante el analisis fenotipico se analizaron
mediante la prueba estadistica T-Student de dos colas y con un nivel de significatividad del 0,05.
Previamente se comprobd la homogeneidad de varianzas mediante el test de Bartlet
(http://home.ubalt.edu/ntsbarsh/Business-stat/otherapplets/BartletTest.htm).
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Cuando se realizé una comparacién simultanea entre mas de dos grupos se empleé el andlisis de
la varianza (ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Centurion XVI (StatPoint Technologies,
Inc. Warrenton, VA) y cuando aparecieron diferencias significativas entre los grupos se aplicé una
prueba de multiples rangos con el procedimiento de menor diferencia significativa de Fisher (LSD)
con un nivel de confianza del 95 %.
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ANEXO |

Cebadores utilizados para la generacién de construcciones

ANEXO |

Incluye
Nombre Secuencia 5'-3' Sentido Posicion Gen sitio de Construccion Propésito
restriccion
CCCGGGATGTGGGATC pTFL1:AP2 "y .
AP2 Smal TAAACGACGCAC F ATG AP2 Smal pTFLL:AP2m3 Ad”;p/l';';f Scuzs
TCTAGATCAAGAAGGT pTFL1::AP2 "y i
AP2 Xbal CTCATGAGAGG R STOP AP2 Xbal oTFL1:AP2m3 variantes
sitio de
ACCAGAGGAAGCAGCT o .
OIMF2 | CATTTGTCAACACTTG R “n:'i‘;q;j; ! AP2 ) PTFLL:AP2M3 Generar
CAAATGCAGCTGCTTC sitio de ve ”aAr:;n?;el'ca
olMF 3 CTCTGGTTTCTCTCCTC F unién del AP2 - pTFL1::AP2m3
ATCATCACAATC miR172
GGATCCGGCCGCAAAA -
oIMF71 CACCACAAAAAC F - MIM172 BamHI pTFL1:MIM172 seAcr:s:EZadre
ACTAGTGAAGAGGAAT
oIMF72 TCACTATAAAGA R - MIM172 Spel pTFL1:MIM172 MIM172
ATCGATCTCGTTCGTA 726pb T
FUL Clal CTGGTAGGACG R del ATG FUL Clal pTFL1::RNAI-FUL
GTTAACACATGCTAAG 282pb I Amplificacién
FUL Hpal CTCAAGGCAAG F del ATG FUL Hpal PTFLLERNAIFUL ) 0 445pb de Ia
GGTACCCTCGTTCGTA 726pb DN A secuencia de
FUL Kpnl CTGGTAGGACG R del ATG FUL Kpnl pTFL1::RNAI-FUL FUL
TCTAGAACATGCTAAG 282pb T~
FUL Xbal CTCAAG F del ATG FUL Xbal pTFL1::RNAI-FUL
TTTCCTTATCAAGCTGG - . . Secuenciacion
oIMF18 GGTAC R intrén - - pTFL1::RNAI-FUL RNALFUL
CTG CAA GGC GAT )
A TAA GTT GGG TAA C F ’ ’ ’ amiRNA-FUL
GCGGATAACAATTTCA ]
B CACAGGAAACAG R ) ) ) amiRNA-FUL
oiMFa7: | GATGATAGCTTACGTA
| miR s' CATGCGTTCTCTCTTTT F - - - amiRNA-FUL Generar
GTATTCC amiRNA-FUL
oIMFAS: GAACGCATGTACGTAA partiendo Del
Il miR.a | GCTATCATCAAAGAGA R - - - amiRNA-FUL plasmido RS300
ATCAATGA que contiene el
oIMF49: | GAACACATGTACGTAT mIR319a
Il mir*s | GCTATCTTCACAGGTC F - - - amiRNA-FUL
GTGATATG
oIMFS0: | GAAGATAGCATACGTA
v miR*z; CATGTGTTCTACATATA R - - - amiRNA-FUL
TATTCCT
ATG GGT AGA GGA
PI AT F AT PI - PCR8:PI
G AAG ATC G G CR8 Amplificar CDS
pisTop | TCAATCGAT GACCAA R STOP PI - PCR8:PI Pl
AGA C
ATGGAAGAATACCAGC
21 B - :B
olMF AT F ATG P PCR8:BP Amplificar CDS
oIMF22 TFATGGA(;CAGAGACGA R STOP BP - PCR8:BP BP
Secuenciacién
YFN43 ATCA(;FGGCG_I_GGGGCAC F - YFp-Nter - - de plasmidos
YFN43
Secuenciacion
YFC43 ceiig?rg?gGGAT F - YFp-Cter - - de plasmidos
YFC43
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Cebadores empleados para genotipar

Nombre Secuencia 5'-3' Sentido Gen/alelo
ful-2 F CAAATGTTACACATTATAACATGTGAA
FUL/ ful-2
ful-2R GCCTTGAGCTTAGCATGTTCTAGGGCC
olMF 115 AACGGTAGTCCAAATCTTCGC
ETT/ett-13
olMF116 TCTGCTTTGAGAGCAGAGGAG
LBb1-3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC T-DNA
#999 FOR2 TAAACCTTACATATTAACCGTACC
. FULa
olMF107: FULA
Bst1107| Rev TATTGGCAAGAATTTGTTTAGTATA
4082 F fulb tilling GATATGCATTGGTGTTCAATC
FULb
4082 wt R CfR 13| TCAGTTTTGCATGTTCTAGGTC
Cebadores empleados para Q-RT-PCR
Nombre Secuencia 5'-3' Sentido Gen Referencia
olMF 4 CAGCAGCAGCAAAATGCAATGAG F
SNZ Este trabajo
olMF 5 CACCGATCGATTCAAACCCATGT R
olMF 6 TATGATAAAGCGGCAATAAAGTGT F
TOE3 Este trabajo
olMF 7 AGGAATGCGGTAAGGGGAAG R
olMF 8 TTTACTGGAACGGAGCATGC F
TOE1 Este trabajo
olMF 9 GTGTGGATAAAAGTAACCACGTGTT R
AP; C(Ii ) GGCTTCCAACCTCCTCTCATG F
Acé’z 2) AP2 Este trabajo
qPCR CGATGATTAATGAAATGACCAAGAAC R
olMF62 ACCGTACCTCGCATTACCCTT F
GUS (Fernandez-Nohales et al., 2014)
olMF63 CATCTGCCCAGTCGAGCAT R
0IMF92 GTGAAAACTGTTGGAGAGAAGCAA F TIp41-
lik (Czechowski et al., 2005)
olMF93 TCAACTGGATACCCTTTCGCA R Ike

Cebadores empleados para RT-PCR semicuantitativa

Nombre Secuencia 5'-3' Sentido Gen
olMF108 ATGAGGTCTTCAAGTGGTCT F
AT1G54850
olMF109 TCAGTCTTCGTAGTACACCT R
o0lMF110 ATGAATATAACTAAGATGAAACTC F
AT1G54790
olMF111 CTTCCTCATAAAGCCTCTTGA R
olMF112 ATGGATCAACAAGGACAATC F
AT1G54830
olMF113 CTAATTGTCAGGATCCTGCTG R
olMF124 ATGAGTGATACAATGCCT F
AT1G54840
olMF125 TCCACGCTCTCATCAATC R
Vep33 CACTCCTGCCATGTATGTCGCTAT F
AT3G12110 (Actina)
Vep21 GCCAAAGCAGTGATCTCTTTGCTC R
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Temperatura de

Genotipado Cebadores oy as dCAPS Tamano de banda esperada
hibridacion
enzima mutante silvestre
ful-2 f
ful-2 56°C Apal 291 pb 263pb
ful-2r
olMF115 (LP)
o RP/LBb1-3 LP/RP
ett-13 olMF 116 (RP) 56°C - 700 pb 1100 pb
LBb1-3
olMF153
fula 55°C Bst1107I 340 pb 315pb
olMF107
4082 F fulb tilling
fulb 53°C Cfri13l 340 pb 315 pb

4082 wt R Cfr13|
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Construcciones:

NOMBRE pIMFO1: pGEM:AP2-170

ORIGEN Amplificacion cDNA del mutante ap2-170 con oligos AP2-Smal /AP2-
Xbal
PROPOSITO Paso previo para clonar en pBGUS6(pB2.2-G-4.6, vector con promotor
TFL1, Serrano-Mislata).
VECTOR POEMT:-Easy
INSERTO smal-AP2-Xbal (aprox.1300pb)
CEPA E coli JM110 RESISTENCIA Amp
Xmn | 2009
Nae |
Scal 1890 2707 71

1 start

f1on Apa | 14

Aatll 20

Sph | 26

BsiZ | 3 1

Arip’ Neo | 3

PGEM®-T Easy lacZ BsiZ| | 43

Vector = Not | 43

{3015bp) Sac |l 49

EcoR | 52

Spe | B4

EcoR | 70

Not | 77

BsiZ | 77

Pst| 88

on Sall 20

Nde | 97

Sac | 109
Bsixl |118 g
Nsi'l 127 @
141 2
T sps g

NOMBRE pIMF03: pGEM:FUL2

ORIGEN
conservada de los MADS box)

PROPOSITO Paso previo para clonar en pHANNIBAL

VECTOR PGEM T-Easy

INSERTO xbal-FUL-Clal (aprox. 450pb)
CEPA E. coli JM110 RESISTENCIA
Xron | 2009
ae |
Seal 1890 P
1 or\
Amp'
PGEM®-T Easy lacZ
Vector T
{3015bp)

ori

Amp

Amplificacién cDNA FUL con oligos FUL-Xbal y FUL-Clal (secuencia no

1473VA05 €A

ANEXO I

ANEXO Il

NOMBRE pIMF02: pGEM:FUL1

ORIGEN Aplificacion cDNA FUL con oligos Ful-Hpal Ful-Kpnl (secuendia no

conservada de los MADS box)

PROPOSITO Paso previo para clonar en pHANNIBAL

VECTOR PGEMT-Easy

INSERTO  Hpal-FUL-KpnI (aprox. 450 pb)

CEPA E. coli JM110 RESISTENCIA Amp

Xmn | 2002

Nae |
Scal 1890 =

2707
f1 Or\

PGEM®-T Easy lacZ
Vector | Not |
(3015bp)

Arp'

on Sail

NOMBRE pIMF04: pHANNIBAL:FUL1

ORIGEN Digestion de pIMF 2 (pGEM.FUL1) con EcoRI y Kpnl

PROPOSITO Construccién hairping RNAI. Paso previo a la clonacién en pBGUS6

(vector con promotor TFL1)

VECTOR PHANNIBAL

INSERTO EcoRi-Hpal-FUL-Kpnl (aprox. 450 pb)

CEPA E. coli EZ10 RESISTENCIA Amp

(s818) Not!

(5040) Xbal
(5034) BamHI
(5028) HindIIl
(s023) Clal

(4227) Kpnl
(4217) EcoRl
(4211) xhol

Nott (2858)

1473VADS €A
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NOMBRE pIMF05: pHANNIBAL:FUL1-FUL2
ORIGEN Digestin de pIMF 3 (pGEM:FUL2) con Xbal y Clal

PROPOSITO Construccion hairping RNAi. Paso previo a la donacién en ppBGUS6
(vector con promotor TFL1)

VECTOR PIMF 4 (pHAN-FULT)

INSERTO xpal-FUL-Clal (aprox 450pb)

CEPA E coli EZ10 RESISTENCIA Amp

(s828) Nott

(5040) Xbal
(50%4) BamH
(5028) Mindlll

(5029) Clal

PHANNIBAL
5824 bp.
(4227) Kpnl
(4217) EcoRI
(4211) Xhol

Notl (2858)

NOMBRE pIMF07: pBIN:RNAi-FUL
ORIGEN Digestion pIMFS (Hanibal-FUL1-FUL2) con Hpal y Xbal

PROPOSITO Transformacién de Arabidopsis. Expresion del RNAi anti FUL solo en el
SAM gracias al empleo del promotor de TFL1.

VECTOR P2.2-G-4.6 (promotor TFL1)

INSERTO FuLS'-3"intron-FUL3"-5’ (aprox.1600pb)

CEPA E coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan

Mg (MO0

Ol (0530 v2

ord (VOIW) 22

word
Cant gt

naw

Mol (0N 1T
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NOMBRE pIMFO06: pBIN:AP2-170 (pTFL1::AP2-170)
ORIGEN Digestion de pIMF1(pGEM:AP2-170) con Smal y Xbal

PROPOSITO Transformacion de Arabidopsis. Expresion del alelo AP2-170 solo en el
SAM gracias al empleo del promotor de TFL1.

VECTOR p2.2-G-4.6 (promotor TFL1)

INSERTO Ap2 (2pox.1300pb)

CEPA E coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan

Cooftl (13178 3 ool (610 10

Bami (T246) 12

Bared (7389 22

Eoof (hass) 23

M2k e

NOMBRE pIMF09: PCR8:PI
ORIGEN Amplificacion cDNA PI desde ATG a STOP

PROPOSITO Paso previo para clonar en vectores BiFC

VECTOR PCREGW/TOPO

INSERTO CDS PI (627pb)

CEPA E. coli EZ10 RESISTENCIA Spect

Apats (3125) [

Apal (367), a1 (648

£ ol (61)
ot (2705),
S (996)
e (1177)
Aali (2184) N
- (207) ¢ Ca (1302)
\ \ N\
xbat (1552) wom(107)
\\ *=2ny
Pos (1431)
v (106



NOMBRE pIMF10: YFN43:PI
ORIGEN LR entre pCR8:PIy YFN43
PROPOSITO BIFC
VECTOR YFN43

INSERTO (DS PI (627pb)

CEPA E. coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan o AmiK

S 1a1)

a (10982)

2 (10600)

AR (10243) 92 (10942)
#

o (9677,

v (3519

NOMBRE pIMF12: YFN43:AP3

ORIGEN LR entre pDONR201:AP3 (Regia) y YFN43

PROPOSITO BiFC

VECTOR YFN43
INSERTO (CDSAP3

CEPA E. coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan o AmiK

HOdE (10443) X0 (11054)

ami (1030) M2 (11014)

Semal (3650),

\
ot (9677),

ANEXO I

NOMBRE pIMF11: YFC43:PI
ORIGEN LR entre pCR8:PI y YFC43

PROPOSITO BiFC

VECTOR YFC43
INSERTO (DS pI (627pb)

CEPA E. coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan o AmiK

St (0792
@43

seicases ||
e (oms)
Cu (0N

s (10
woun b ST
w

el PP
s

NOMBRE pIMF13: YFC43:AP3

ORIGEN LR entre pDONR201:AP3 (Regia) yYFC43

PROPOSITO BiFC

VECTOR YFC43
INSERTO CDS AP3

CEPA E. coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kano AmiK

Mot 00230)  Sa (10864)
20177 Me(10835)
\ wh (10798

nai (10039 W

—— . e

Saukv (3519)
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NOMBRE pIMF24: YFN43:AP2

ORIGEN LR entre pCR8:AP2 (cedido por Balanza) y YFN43

PROPOSITO BiFC

VECTOR YFN43
INSERTO ap2 CDS (1299pb)

CEPA E. coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan o AmiK

Saa (11607
o (11578
oty (10795) B2 EcoR (895)

i (3519)

NOMBRE pIMF26: pCR8:BP
ORIGEN amplificacion de cDNA BP desde ATG a STOP

PROPOSITO paso previo para clonar en vectores BIFC

VECTOR PCRB/GW/TOPO

INSERTO CDSEP (1197pb)

CEPA E.coli EZ10 RESISTENCIA Spectinomicina

Mot (1128)
g (1159}

— W (1240
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NOMBRE pIMF25: YFC43:AP2

ORIGEN LR entre pCR8:AP2 (cedido por Balanza) y YFC43

PROPOSITO BiFC

VECTOR YFC43
INSERTO Ap2 CDS (1299pb)

CEPA E. coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan o AmiK

T
w2 (11298)

NOMBRE pIMF27: YFN43:BP

ORIGEN LR entre pCR8:BPy YFN43

PROPOSITO BiFC

VECTOR YFN43
INSERTO CDS BP (1197pb)

CEPA E. coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan o AmiK

ol (11841)
 (11582)
-2 (1512)

Ecom (11496)
ot {11.484)
nugosn || o (995)




NOMBRE pIMF28: YFC43:BP
ORIGEN LR entre pCR8:BP y YFC43

PROPOSITO BIiFC

VECTOR YFC43
INSERTO (DS BP (1197pb)

CEPA E. coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan o Amik

1272
et (10985)

S

PYFCA3 B8P

1156509

NOMBRE pIMF34: AD-AP2

ORIGEN LR entre pCR8:AP2 (cedido por Balanza) y pDEST22

PROPOSITO Y2H contra la de factores de tr de Stefan de Folter

VECTOR PDEST22
INSERTO P2 CDS (1299pb)

CEPA E. coli EZ10 y levadura PJ69-4A  RESISTENCIA Ampicilina

St 19940

ANEXO I

NOMBRE pIMF33: BD-AP2

ORIGEN LR entre pCR8:AP2 (cedido por Balanza) y pDEST32

PROPOSITO Y2H contra la genoteca de factores de transcripcion de Stefan de Folter

VECTOR PDEST32
INSERTO ap2 CDS (1299pb)

CEPA E. coli EZ10 y levadura PJ69 RESISTENCIA Gentamicina

-4alfa

Bami (83)

M (1556)
WIRY 2041)
/

0 (5416)
Kped (5515)

NOMBRE pIMF35: FD:AP2-170

ORIGEN LR entre pCR8:AP2-170 (cedido por Balanza) y pFK100 (promotor FD)

PROPOSITO Transformacion de Arabidopsis. Expresion del alelo AP2-170 en todo
SAM gracias al promotor FD

VECTOR PFK100

INSERTO AP2-170 (alelo parcialmente resistente al miR172)

CEPA E. coli EZ10 y Agrobacterium RESISTENCIA Spect en bacteria,
C58 PMP90 pSUP kan en planta

ial (1949)
y,
Sact (7362)
- Xbal 2591)
Xbal (ssnr’% N
// ‘&5\%
BamH (6558)
aR2 (6536)7 S/ A Xeal (3810)
Solv (3720 $aci (5087) EcoRv (3816)
BamHl (5362)
ak1 (5213)
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NOMBRE pIMF37: pCR8:AP2m3

ORIGEN PCRs consecutivas usando como molde cDNA para generar el alelo
AP2m3. PCR1 con oligos AP2Smal/oIMF2; PCR2 con oligos
AP2Xbal/oIMF3: PCR3 con oliaos AP2Smal/AP2Xbal.

PROPOSITO Paso previo para clonar en vectores pTFL1 y pFD

VECTOR PCR8/GW/TOPO

INSERTO Ap2m3 (1299 pb)

CEPA E. coli EZ10 RESISTENCIA Spect

/ 7

L3 ressin
3 preer

¢ /t.‘tﬂl.

wa, [3 R -

N\ St &15)

S (984

&) owe 010)
kv 023)
- (1235)

et 2108)

NOMBRE pIMF39: FD:AP2m3
ORIGEN LR entre pIMF37 y pFK101

PROPOSITO Transformacion de Arabidopsis. Expresion del alelo AP2m3 en todo el
SAM gracias al promotor de FD.

VECTOR PFK101

INSERTO AP2m3 (1299 pb)

CEPA E. coli EZ10 y Agrobacterium RESISTENCIA Spect en bacteria,
C58 PMP90 pSUP basta en planta

Cal (1 714)
Apal (1942)
Xbal (2356)
Saci (7160)~
Apsl (6992) —

Xoal (6368)
Ecolt (6317)

EcoRV (S560) ¢y (5000)
Sact (4852)
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NOMBRE pIMF38: TFL1:AP2m3
ORIGEN PIMF37 digerido con Smal y Xbal para extraer el inserto AP2m3

PROPOSITO Transformacion de Arabidopsis. Expresion del alelo AP2m3 en el SAM
gracias al promotor de TFL1

VECTOR p2.2-G-4.6 (promotor TFL1)

INSERTO ap2m3 (1299 pb)

CEPA E.coli EZ10 y Agrobacterium RESISTENCIA Kan

cs8

i (4630

oottt 98 10
e e (7200 12

Coofs (13178 30 %

Cane s (730) 27

NOMBRE pIMF40: pOpON-AP2-170
ORIGEN LR entre pCR8-AP2-170 (cedido por Balanza) y pOpON 2.1

PROPOSITO Transformar Arabidopsis. Cuanto las plantas se traten con
dexametasona se empezara a expresar el alelo AP2-170.

VECTOR POPON 2.1

INSERTO AP2-170 (1299 pb)
CEPA E. coli EZ10 y Agrobacterium RESISTENCIA Spect. (también
cs8

Kan) en bacteria,
kan en planta

Sared (V1) g (1321)

| T wsus
[

ou (16478,
Bamn (16202).

Sac (14743 | ¢

Sacs (14230) |

Sae (12851) —



NOMBRE pIMF41: pOpON-AP2-m3
ORIGEN LR entre pIMF37 y pOpON 2.1

PROPOSITO Transformar Arabidopsis. Cuando las plantas se traten con
asona se a a exp! el alelo AP2m3.

VECTOR POPON21

INSERTO Ap2m3 (1299 pb)
CEPA E. coli EZ10 y Agrobacterium RESISTENCIA Spect. (también
Cs8

Kan) en bacteria,
kan en planta

Bama(13)  scom (1306)

v et e
| s sy s
| [ [ o iem
o, !

NOMBRE pIMF47: FD::amiR-FUL
ORIGEN LR entre pIMF45 y pFK101
PROPOSITO silenciar FUL en el SAM
VECTOR pFK101

INSERTO amiR-FUL (701 pb)

CEPA E. coli EZ10 y Agrobacterium RESISTENCIA Spect en bacteria,
C58 PMP90 pSUP basta en planta

cu(1714)
Aod (1942)

Yo (2356)
03 (6394

~ ookt (2965)

&con (5719)7
St (5625)

) B (3575)
Xt (5597)

b
e 3161
wamsa (5505) Cu 5140y |
v (5149)
A (5123)
ool (000)
Sach (4852)

ANEXO I

NOMBRE pIMF45: pCR8:amiR-FUL

ORIGEN PCRs consecutivas, utilizando como DNA molde miR319a.

PROPOSITO Generar un amiRNA para reducir los niveles de expresion de FUL

VECTOR PCRBGW/TOPO
INSERTO amiR FUL (701 pb)

CEPA E. coli EZ10 RESISTENCIA Spect

774
ol 2778,

N e (1268)

T, S 1279
o ot (1390)
\ S50 (1296)

ot (1625)

NOMBRE pIMF48: FD::FUL-VP16

ORIGEN LR entre pCR8:FUL-VP16 (cedido por Balanza) y pFK101
PROPOSITO expresar FUL:VP16 solo en el SAM

VECTOR PFK101

INSERTO FUL-VP16

CEPA E. coli EZ10 y Agrobacterium RESISTENCIA Spect en bacteria,
C58 PMP90 pSUP basta en planta

FD 101-RUL- VP16
903580

e R

o 5200 '>x ¢
prosye :
(UL TS S~

—
i )
BGDG S
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NOMBRE pIMF50: pCR8:MIM172

ORIGEN Amplificacion del MIM172 desde el vector 35S:MIM172 (Marco Todesco)

PROPOSITO Paso previo para clonar en vectores de expresion bajo el control de
diferentes promotores

VECTOR pCR8/GW/TOPO
INSERTO MiM172 (549 pb)

CEPA E.coli EZ10 RESISTENCIA Spect.

RV (1370)

NOMBRE pIMF57: pEarley Gate 100 amiR-FUL
ORIGEN LR entre pIMF45 y pEarley100

PROPOSITO Silenciar FUL en toda la planta. Control del silenciamiento con el amiR-
FUL.

VECTOR PEarley Gate 100
INSERTO amiR-FUL (701 pb)
CEPA E.coli EZ10

RESISTENCIA Kan en bacteria,
basta en planta

(656
A (70D
0M) | Cuee
R (%04) i
S¥S 2y [comnn

PEARLEY Gate 100 amiRFUL
10721tp

¥ = o 2034
_——

0 09
\ Sk (31512 e 047D

ool (1408) ool (2851)
e (225)

Ao (4100) -

1 v X

o (sa12) o (216 o
Sma 3473)
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NOMBRE pIMF51: pTFL1:MIM172

ORIGEN PIMF50 digerico con BamHI y Spel para extraer el MIM172

PROPOSITO Transformacion de Arabidopsis. Expresion del MIM172 en el SAM
gracias al promotor de TFL1

VECTOR p2.2-G-4.6 (promotor TFL1)
INSERTO MiM172 (549pb)

CEPA E. coli EZ10 y Agro C58 RESISTENCIA Kan

wecwon
oty
oo

respenn,

i Mg s P =
P



ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

3-AT: 3-Amino-1,2,4-triazol

A: Adenina

Arabidopsis: Arabidopsis thaliana

Aux: Auxinas

BiFC: Complementacién bimolecular de la fluorescencia

C: Citosina

ChIP: Inmunoprecipitacion de la cromatina (Chromatine Inmuno Precipitation)
ChIP-seq: ChIP acoplado a un proceso de secuenciacion masiva
CKs: Citoquininas

Col: Ecotipo Columbia (Col-0)

DNA: Acido desoxirribonucleico

EMS: Etilmetanosulfonato

FC: Tasa de cambio (Fold Change)

FDR: False Discovery Rate

FM: Meristemo floral (Floral Meristem)

FPKM: Fragmentos por millén de kilobases (Fragments Per Kilobase Million)
G: Guanina

GAs: Giberelinas

GO: Ontologia Génica

GPA: Parada global de la proliferacién (Global Proliferative Arrest)
His: Histidina

LAM: Microdiseccion asistida por laser

Ler: Ecotipo Landsberg erecta.

Leu: Leucina

n.d.: Datos no disponibles

pb: Pares de bases.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (Polimerase Chair Reaction)
Q-RT-PCR: PCR cuantitativa a tiempo real.

RNA: Acido ribonucleico

RNAi: ARN de interferencia

RNAm: ARN mensajero.

SAM: Meristemo apical del tallo (Shoot Apical Meristem)

SEA: Analisis de Enriquecimiento Singular

T: Timina

Trp: Triptéfano

wt: Plantas silvestres

Y2H: Ensayo de doble hibrido en levadura (Yeast Two Hybrid)
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