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RESUMEN

El conocimiento del desarrollo reproductivo de las plantas, ademas de los numerosos
retos cientificos que plantea, tiene un interés aplicado y econdmico innegable. El éxito
reproductivo de una angiosperma depende de una concatenacién de procesos de
desarrollo sucesivos. Estos incluyen la decisién sobre el momento de la floracién, la
formacion de flores, 6vulos y polen, sus correspondientes gametéfitos, la fertilizacion,
la produccion de frutos y semillas y, finalmente, la germinacion. Para coordinar todos
estos procesos es necesario integrar numerosas sefiales endégenas y del entorno,
para lo que la planta esta dotada de complejos circuitos de control genético.

Se ha progresado enormemente en la identificacion de genes involucrados en
cada una de estas etapas del desarrollo reproductivo, asi como en dilucidar sus
vinculos jerarquicos y funcionales. Muchos de estos genes codifican factores de
transcripcion. En todos los organismos, no obstante, cada vez resulta mas evidente la
importancia de actividades de regulacion génica que operan postranscripcionalmente,
afectando a mas de un proceso molecular, incluyendo la transcripcion, y aportando un
mayor nivel de control y ajuste de la expresion. Algunas de estas actividades
postranscripcionales participan en diversos programas fisioldgicos o de desarrollo, por
lo que su versatilidad podria contribuir a la coordinacién entre etapas sucesivas. Con
estas premisas, se planteé una estrategia de analisis genético para investigar el
impacto de PEPPER (PEP) y otros genes codificantes de presuntos factores
postranscripcionales durante distintas etapas del desarrollo reproductivo de la planta
modelo Arabidopsis thaliana.

En esta Tesis se ha continuado la caracterizacién genética y funcional de PEP,
un gen que codifica un polipéptido con tres motivos de unién a RNA de tipo K-
homology (KH). Comprobamos que PEP activa a FLOWERING LOCUS C (FLC), un
gen MADS-box clave para la inhibicion de la floracion, por lo que antagoniza a
FLOWERING LOCUS KH DOMAIN (FLK), un paralogo cercano de PEP y miembro de
la ruta auténoma de floracion. PEP actia en colaboracién con HUA2, una proteina de
tipo RPR implicada en el procesamiento de pre-mRNA. Ademas, se muestra que las
proteinas PEP y FLK interaccionan fisicamente.

También se muestra que PEP interactua genéticamente con HUA1, HUA2 y
HUA ENHANCER 4 (HEN4), genes previamente identificados como reguladores del
gen MADS-box AGAMOUS (AG), los cuales codifican distintas proteinas de union a
RNA sin relacién estructural entre si. Diversas combinaciones de alelos mutantes
huat, hua2, hen4 y pep indican que PEP ejerce un importante papel en el

mantenimiento de la funcién C ejercida por AG, crucial para el desarrollo de la flor, al



contribuir al correcto procesamiento de su pre-mRNA. Significativamente, la proteina
PEP forma heterodimeros tanto con HUA1 como con HEN4. También presentamos
resultados que muestran como FLK, en lugar de actuar como antagonista, colabora
con PEP, HUA1 y HUAZ2 en otros procesos de desarrollo, incluyendo la morfogénesis
floral. Es mas, FLK también interactia fisicamente con HUA1 y HEN4. Por tanto,
proponemos la existencia de una actividad génica conjunta que hemos dado en llamar
HUA-PEP, compuesta por factores como PEP, FLK, HUA1, HUA2 y HEN4, que
regulan a sus genes diana transcripcional y postranscripcionalmente.

Nuestro analisis genético indica que la actividad HUA-PEP no se detiene en la
organogénesis floral y regula la adquisicion de identidad de los ovulos. En
consonancia, en nuestras estirpes mutantes hua-pep se registrd un descenso de la
expresion de genes MADS-box de funcién D, SHATTERPROOF1 (SHP1), SHP2 y
SEEDSTICK (STK). Llamativamente, se detectd la presencia de la proteina
APETALA1 (AP1) en los o6rganos ectopicos que se forman en lugar de o6vulos,
insinuando una transformacién de tipo sepaloide. Por ultimo, se muestra que la
perturbacion de la actividad HUA-PEP puede interferir con el desarrollo del gametofito
femenino. En conjunto, los resultados perfilan una actividad genética que opera
durante el desarrollo reproductivo mediante el mantenimiento de la funcién de genes
fundamentales en sus distintas etapas. Se discuten posibles mecanismos de accién

molecular.



RESUM

El coneixement del desenvolupament reproductiu de les plantes, a més dels
nombrosos reptes cientifics que planteja, té un interés aplicat i economic innegable.
L’éxit reproductiu d’'una angiosperma depén d’'una concatenacié de processos de
desenvolupament successius. Aquests inclouen la decisi6 sobre el moment de la
floracid, la formacioé de flors, ovuls i pol-len i els seus corresponents gametofits, la
fertilitzacid, la produccio de fruits i llavors, i finalment, la germinaci6. Per a coordinar
tots aquests processos és necessari integrar nombroses senyals endodgenes i del
entorn, i per aixo la planta posseeix complexes circuits de control génic.

S’ha progressat enormement en la identificaci6 de gens involucrats en
cadascuna d’aquestes etapes del desenvolupament reproductiu, aixi com en dilucidar
els seus vincles jerarquics i funcionals. Molts d’aquests gens codifiquen factors de
transcripcié. En tots els organismes, en canvi, cada vegada resulta més evident la
importancia d’altres activitats de regulacié génica que operen postranscripcionalment,
afectant a més d’'un procés molecular, incloent la transcripcio, i aportant un major nivell
de control i ajustament de [I'expressidé. Algunes d’aquestes activitats
postranscripcionals participen diversos programes fisioldgics o de desenvolupament,
per la qual cosa la seva versatilitat podria contribuir a la coordinacid entre etapes
successives. Amb aquestes premisses, es planteja una estratégia d’analisi genétic per
investigar I'impacte de PEPPER (PEP) i altres gens codificants de presumptes factors
postranscripcionals durant distintes etapes del desenvolupament reproductiu de la
planta model Arabidopsis thaliana.

En aquesta Tesi s’ha continuat la caracteritzacié genética i funcional de PEP,
un gen que codifica un polipéptid amb tres motius d’'unié a RNA de tipus K-homology
(KH). Comprovarem que PEP activa FLOWERING LOCUS C (FLC), un gen MADS-
box clau per a la inhibicio de la floracié, antagonitzant amb FLOWERING LOCUS KH
DOMAIN (FLK), un paralog proper de PEP i membre de la ruta autbnoma de floracio.
PEP actua en col-laboraci6 amb HUAZ2, una proteina de tipus RPR implicada en el
processament del pre-mRNA. A més, mostrem que les proteines PEP i FLK
interaccionen fisicament.

També es mostra que PEP interactua genéticament amb HUA1, HUA2 i HUA
ENHANCER 4 (HEN4), gens previament identificats com reguladors del gen MADS-
box AGAMOUS (AG), els quals codifiquen distintes proteines d’'uni6 a RNA sense
relacio estructural entre si. Diverses combinacions d’al-lels mutants hua1, hua2, hen4 i
pep indiquen que PEP posseeix un important paper en el manteniment de la funcié C

exercida per AG, crucial per al desenvolupament de la flor, ja que en contribueix al



correcte processament del seu pre-mRNA. Significativament, la proteina PEP forma
heterodimers tant amb HUA1 com amb HEN4. També presentem resultats que
mostren com FLK, en comptes d’actuar com antagonista, col-labora amb PEP, HUAT i
HUA?2 en altres processos del desenvolupament, incloent la morfogénesi floral. Es
més, FLK també interactua fisicament amb HUA1 i HEN4. Per tant, proposem
I'existéncia d’una activitat génica conjunta que hem anomenat HUA-PEP, composta
per factors com PEP, FLK, HUA1, HUA2 i HEN4 que regulen els seus gens diana
transcripcional i postranscripcionalment.

El nostre analisi genétic indica que [lactivitat HUA-PEP no s’atura a
'organogeénesi floral i regula I'adquisicié d’identitat dels ovuls. Consonantment, en les
nostres estirps mutants hua-pep es va registrar un descens de I'expressié de gens
MADS-box de funcié6 D, SHATTERPROOF1 (SHP1), SHP2 i SEEDSTICK (STK).
Destacablement, es va detectar la preséncia de la proteina APETALA1 (AP1) al
organs ectopics que es formen en lloc dels ovuls, insinuant una transformacié de tipus
sepaloide. Per ultim, es mostra que la pertorbacié de I'activitat HUA-PEP pot interferir
amb el desenvolupament gametofitic. En conjunt, els resultats perfilen una activitat
genética que opera durant el desenvolupament reproductiu mitjancant el manteniment
de gens clau en etapes successives. Es discuteixen possibles mecanismes d’accio

molecular.



SUMMARY

Knowledge on plant reproduction, in addition to being a challenge for basic research it
is of great applied and economic interest. In angiosperms, reproductive success relies
on a series of successive developmental processes. These encompass flowering time
control, flower morphogenesis, ovule and pollen grain formation, gametophyte
development, fertilization, seed and fruit production, and seed germination. To
orchestrate these operations it becomes necessary to integrate numerous endogenous
and environmental cues. To cope with this need plants are endowed with complex
genetic regulatory networks.

A great deal of progress has led to the identification of multiple genes involved
in every stage of plant reproductive development, their hierarchical organization and
functional characterization. Many of them encode transcription factors. In all organisms,
however, it is becoming increasingly evident the important roles played by other types
of gene regulatory activities based on post-transcriptional control. These often impinge
on more than one molecular operation (including transcription), thus providing
additional layers of control and contributing to fine-tune gene expression to meet the
cell requirements. Some of these post-transcriptional activities participate in various
physiological or developmental processes, and this versatility might be important to
coordinate different developmental programs. Bearing this in mind, we initiated a
genetic approach to elucidate the impact of PEPPER (PEP) and other genes coding for
post-transcriptional factors during diverse phases of reproductive development in the
model plant Arabidopsis thaliana.

We have conducted a genetic, molecular and functional study of PEP, a gene
encoding a polypeptide with three K-homology (KH) RNA-binding motifs. In doing so,
we have revealed that PEP upregulates the MADS-box gene FLOWERING LOCUS C
(FLC), a central repressor of flowering, thus counteracting FLOWERING LOCUS KH
DOMAIN (FLK), a close PEP paralog and member of the autonomous flowering
pathway. PEP acts in concert with HUA2, an RPR motif protein involved in pre-mRNA
processing. In addition, physical interplay between PEP and FLK is shown.

We also show that PEP interacts with previously identified AGAMOUS (AG)
regulators HUA1, HUA2 and HUA ENHANCER 4 (HEN4) coding for distinct structurally
unrelated RNA-binding proteins. Mutant combinations of huat, hua2, hen4 and pep
alleles indicate that PEP is an important contributor to flower C function maintenance
exerted by MADS-box gene AG, crucial for flower development, by promoting adequate
processing of its pre-mRNA. Importantly, PEP interacts with both HUA71 and HEN4 at

the protein level. We also present data indicating that FLK, rather than antagonizing,



cooperates with PEP, HUA1 and HUAZ2 in other developmental operations including
flower morphogenesis. Moreover, FLK physically interacts with HUA1 and HEN4 as
well. Hence, we propose the existence of a common HUA-PEP gene activity,
comprising cooperative factors as PEP, FLK, HUA1, HUA2 and HEN4 which regulate
target genes at the transcriptional and post-transcriptional levels.

We present data indicating that HUA-PEP activity extends beyond flower
organogenesis, regulating ovule identity. Congruently, diminished expression of D-
function AG-related genes SHATTERPROOF1 (SHP1), SHP2 and SEEDSTICK (STK)
was observed in hua-pep mutant strains. Of note, APETALA1 (AP1) protein was
detected in ectopic organs replacing ovules, suggesting sepal-oriented conversion.
Finally, we also show that compromised HUA-PEP activity may lead to gametophyte
disruption. Taken together, our results delineate an activity backing reproductive
development by maintenance of crucial gene functions in successive stages. Possible

mechanisms at the molecular level are discussed.
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l.- ABREVIATURAS, NOTAS Y ACLARACIONES PREVIAS

Para simplificar, a lo largo de esta memoria nos referiremos abundantemente al
organismo objeto de estudio, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., como Arabidopsis.

Para la realizacion de este trabajo se han seguido las recomendaciones de
Meinke y Koornneeff (1997) para la notacién genética de Arabidopsis. Asi, por ejemplo
PEPPER (PEP) representa al gen, la funcion génica o el alelo silvestre PEP, mientras
que PEP (sin cursiva) hace referencia a la proteina silvestre. Igualmente pep-2 y pep-4
representan alelos mutantes. La notacion Pep™ se referiria al fenotipo de pérdida de
funcién PEP (la primera letra mayuscula y con tipografia normal).

Cuando se ha utilizado mas de un alelo mutante correspondiente a un mismo
gen de Arabidopsis se indica en todos los casos (ejemplo: alelos hua2-1, hua2-4 y
hua2-7 del gen HUA2). En algunas ocasiones, y para simplificar, cuando sélo se ha
empleado reiteradamente un alelo mutante representativo, tras indicar su identidad
inicialmente, se ha utilizado el simbolo correspondiente sin referencia al alelo
especifico (ejemplos: el alelo flk-2 del gen FLK se describe como flk; hen4-2 como
hen4;y hua1-1 como huaft).

Para definir una estirpe homocigética, silvestre o mutante, se ha usado el
simbolo del alelo correspondiente. Asi, las plantas PEP son homocigotas silvestres,
mientras que los individuos pep-4 son homocigéticos para la mutacion pep-4. Las
plantas flk pep-4 se corresponderian con un doble homocigoto para las mutaciones flk
y pep-4. Los heterocigotos se han referido, salvo especificamente en la seccion
IV.3.5.1, con el simbolo de la mutacién seguido de una barra y el signo +,
representando al alelo silvestre. Por ejemplo, el sesquimutante hua1 hen4 pep-4/+ es
homocigoético para las mutaciones hual y hen4, y heterocigotico respecto a la
mutacién pep-4.

En este trabajo se emplean diversos mutantes y otras lineas transgénicas
originados por la insercién, casi siempre, de elementos derivados del T-DNA de la
bacteria Agrobacterium tumefaciens. Por tanto, las estirpes que contienen sélo un
alelo afectado por una de estas inserciones se deben definir, en sentido estricto, como
hemicigoticas. No obstante, a lo largo de esta memoria se usan indistintamente los
términos hemicigotico y heterocigético para referirse a estas situaciones.

Para sefalar la estirpe silvestre de referencia se ha usado profusamente la

notacion WT (Wild Type) en graficas, tablas y figuras.



ANEXO l.- Abreviaturas

%: por ciento

°C: grados Celsius

Mg: microgramo

pg/ml: miligramo por mililitro

I microlitro

Mm: micrometro

MM: micromolar

umol/m?sec: micromol por metro cuadrado por segundo
A: adenina

AD: dominio de activacion (Activation Domain)

Basta: glufosinato de amonio

BD: dominio de union (Binding Domain)

C: citosina

cDNA: DNA complementario

cm: centimetro

CK: citoquininas

Col-0: Columbia-0

ct: extremo C-terminal de la YFP

CTD: dominio carboxilo terminal (Carboxyl Terminal Domain) de la RNA polimerasa |l
C-terminal: carboxilo terminal

DE: desviacion estandar

DNA: acido desoxirribonucleico

DNasa: desoxirribonucleasa

dNTP: desoxirribonucledsidos trifosfato

eds.: editores

EDTA: etilen-diamino-tetraacetato sodico

EMS: etilmetanosulfonato o metano sulfonato de etilo
et al.. y otros

Fig.: figura
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Figs.: figuras

g: gramo

G: guanina

g/L: gramo por litro

GA: giberelinas

GA3: acido giberélico

GFP: proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)
Kan": resistencia a kanamicina

Kb: kilobase

KH: K homology

hnRNP: ribonucleoproteina heterogénea nuclear (heterogeneous nuclear
RiboNucleoProtein)

KPa: kilopascal

L: litro

LB: medio Luria Bertani o Lysogeny Broth
LD: dia largo (Long Day)

Ler: Landsberg erecta

M: molar

MADS-box: siglas de un dominio proteico derivado de los genes MCM1
(Saccharomyces cerevisiae), AGAMOUS (Arabidopsis thaliana), DEFICIENS
(Antirrhinum majus) y SRF (Homo sapiens)

mb: milibares

mg: miligramo

mg/ml: miligramo por mililitro

ml: mililitro

mm: milimetro

mM: milimolar

MMC: célula madre de la megaspora (Megaspore Mother Cell)
mMmRNA: RNA mensajero

m/v: masa por volumen

ng: nanogramo



nm: nanometro

nt: extremo N-terminal de la YFP

N-teminal: amino terminal

OD: densidad optica (Optical Density)

pb: pares de bases

PCBP: proteinas de unién a poliC (Poly(C)-Binding Proteins)
pmol/ul: picomol por microlitro

PCR: reaccioén en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
gPCR: PCR cuantitativa

RBP: proteina de union a RNA (RNA Binding protein)

RNA: acido ribonucleico

RNasa: ribonucleasa

RNB: union a RNA (RNA Binding)

rpm: revoluciones por minuto

RPR: Regulation of nuclear pre-mRNA

RRM: RNA Recognition Motif

RT-PCR: retrotranscripcion seguida de PCR

SAM: meristemo apical del tallo (Shoot Apical Meristem)

SD: dia corto (Short Day)

SEM: microscopia electronica de barrido (Scanning Electron Microscopy)
T: timina

TAE: Tris-Acético-EDTA

Tris: tris(hidroximetil)aminometano

U.: unidad enzimatica

U: uracilo

UTR: region no traducida (UnTranslated Region)

UV: ultravioleta

V: voltios

v/v: volumen por volumen

YFP: proteina amarilla fluorescente (Yellow Fluorescent Protein)

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
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Il.- INTRODUCCION

II.1.- EL DESARROLLO

Los organismos multicelulares no aparecen preformados, sino que surgen como
consecuencia de un lento proceso de cambio progresivo que conocemos como
desarrollo. Casi siempre, el desarrollo comienza a partir de una unica célula, el cigoto
o gameto femenino fecundado. Este se divide mitéticamente para dar lugar a toda la
diversidad de células del organismo de una manera asombrosamente ordenada,
reproduciendo, generacion tras generacién, patrones y planes corporales
caracteristicos de cada ser vivo (Gilbert, 2005; Jessel et al., 2010). Estos procesos
ocurren de forma coordinada y estan sometidos a un estrecho control genético para
dar lugar a niveles de organizacion sucesivamente mas complejos, desde el
establecimiento de los ejes principales del embrién hasta la formacion de érganos muy
especializados en la posicion precisa y en el momento adecuado (Gilbert, 2005; Ben-
Tabou de-Leon y Davidson, 2007).

Por tanto, no sorprende que las preguntas que suscitan los “misterios” del
desarrollo de los organismos pluricelulares constituyan uno de los mas grandes retos
intelectuales de la biologia. Hoy dia sabemos que estos procesos se hallan bajo
control por parte del genoma de cada especie. Aun asi y a pesar de los continuados
avances, estos interrogantes siguen teniendo validez (Gilbert, 2005). ; Como el cigoto
da lugar a todo el cuerpo adulto? ;Como tiene lugar la diferenciacién en cientos o
miles de tipos celulares distintos si poseen los mismos genes? ;Como se regulan
éstos para que tenga lugar la aparicién ordenada de formas (morfogénesis), con
estructuras tan complejas como tejidos, 6érganos y sistemas? ;Como se controla la
divisién y la expansién celulares que gobiernan el crecimiento de estas estructuras?
Los gametos son células muy especializadas que transmiten la informacion para
reproducir el plan corporal caracteristico de un organismo de una generacion a la
siguiente. ; Como se especifican estas células para cumplir esta misién?

Algunas de estas preguntas ya se formularon cientos o miles de anos atras,
pero fue tras la propuesta de la teoria celular y el progreso de la embriologia, en el
siglo XIX, cuando el estudio del desarrollo se consolidé como disciplina, practicamente
identificada con embriologia animal. Al comienzo del siglo XX y a pesar del auge del
mendelismo, la conexion con la Genética fue escasa hasta la década de 1960, cuando
se produjo la confluencia entre la embriologia y el andlisis genético. El progreso de la

biologia del desarrollo se acelerd con el analisis de mutantes y el estudio funcional de
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las actividades génicas que subyacen a los distintos procesos del desarrollo (Jessel et
al., 2010).

Este progreso también se vio favorecido por la incorporaciéon de herramientas
moleculares y, particularmente, el uso de organismos modelo (Jessel et al., 2010).
Pese a la enorme diversidad existente entre los seres vivos, muchos de los
mecanismos que intervienen en el desarrollo son comunes a todos o a grandes grupos
de ellos. Esto permite que los conocimientos adquiridos a partir de la investigaciéon en
unas pocas especies puedan extrapolarse a procesos similares que ocurren en otras
aparentemente muy alejadas. En la actualidad, los organismos modelo mas utilizados
en la biologia del desarrollo (la planta crucifera Arabidopsis thaliana, el nematodo
Caenorhabditis elegans, la mosca Drosophila melanogaster, el pez cebra Danio rerio,
el raton Mus musculus, etc.) suelen caracterizarse por su corto tiempo de generacion,
progenie numerosa, simplicidad en el mantenimiento de las estirpes, un amplio
catalogo de mutantes y facilidad de transgénesis. Es decir, son adecuados para el
analisis genético (Fig.1; Anderson e Ingham, 2003; Jessel et al., 2010; Koornneef y
Meinke, 2010; Ankeny y Leonelli, 2011).

Figura 1.- Organismos modelo utilizados en genética del desarrollo. A) Caenorhabditis elegans. B)
Drosophila melanogaster. C) Arabidopsis thaliana. D) Danio rerio. E) Mus musculus.

1.2.- EL DESARROLLO VEGETAL
Aunque histéricamente no se le presté tanta atencién como al desarrollo animal, el

estudio del desarrollo vegetal no es ajeno a las generalidades apuntadas en el

apartado anterior y su interés ha aumentado considerablemente, en parte por las
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aplicaciones biotecnolégicas que pueden derivarse de las investigaciones en este
terreno (Spannagl et al., 2011).

El desarrollo pluricelular evolucion6 de forma independiente en los animales y
en las plantas, siendo su ultimo ancestro comun un eucariota unicelular (Meyerowitz,
2002). Por esta razon, a pesar de compartir muchas caracteristicas estructurales y
moleculares con los animales, las plantas poseen ciertas peculiaridades propias. Por
ejemplo, una faceta que las distingue de los animales es la presencia de cloroplastos
en sus células, proporcionandoles la capacidad de efectuar la fotosintesis, y por tanto,
la autotrofia (Fosket, 1994; Leyser y Day, 2003).

Una diferencia fundamental estriba en que las células vegetales estan
rodeadas por una pared celular rigida de celulosa y pectinas que impide las
migraciones celulares. Ademas, no son frecuentes los procesos de apoptosis, por lo
que el crecimiento y la morfogénesis vegetal dependen fundamentalmente de
procesos basados en la division y la expansion celulares (Jessel et al., 2010; Wendrich
y Weijers, 2013). La barrera impuesta por la pared celular, no obstante, no es
impermeable ya que permite el paso de ciertas sustancias y posee canales
intercelulares conocidos como plasmodesmos, que permiten el paso incluso de ciertas
macromoléculas (Leyser y Day, 2003; Van Norman et al., 2011; Sparks et al., 2013).
En las plantas el destino celular, en general, no esta tan determinado por su linaje
como por la situacion que ocupan entre sus vecinas (Fosket, 1994; Jessel et al., 2010).
Por ello, la comunicacion intercelular es clave para determinar de forma precisa la
informacién posicional (Van Norman et al., 2011).

La percepcion de informacion del entorno es crucial también porque las plantas
son organismos seésiles, pero sorprendentemente plasticos en su desarrollo. Esto les
permite adaptarse a las condiciones cambiantes del ambiente. Sus patrones de
crecimiento pueden verse profundamente afectados por sefiales exdégenas como la luz
o la temperatura, informacién que se integra con los programas enddgenos del
desarrollo (Leyser y Day, 2003; Busch y Benfey, 2010; Van Norman et al., 2011;
Sparks et al., 2013). Otro reflejo, y a la vez causa, de esta plasticidad es la totipotencia
que presentan casi todas las células vegetales, siendo capaces de desdiferenciarse y
regenerar una planta completa si se someten a los estimulos hormonales adecuados
(Lyndon, 1990; Grafi, 2004; De Veylder et al., 2007).

El desarrollo no cesa al nacer, o durante la etapa adulta. La mayoria de los
organismos nunca detienen su desarrollo. Esto es especialmente relevante en el caso
de las plantas donde, a diferencia de los animales, el crecimiento es
fundamentalmente postembrionario. En el embridén se establece un esbozo basico del

plan corporal de la planta (Wendrich y Weijers, 2013), pero los érganos que aparecen
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en el adulto se desarrollan a lo largo de todo su ciclo vital de forma continuada e
iterativa a partir de los meristemos (Lyndon, 1990; Clark, 2001; Jessel et al., 2010).
Los meristemos contienen células que se mantienen en estado indiferenciado (células
madre o stem cells) y se dividen durante toda la vida del individuo, produciendo
nuevas células que pueden diferenciarse para dar lugar a las distintas estructuras de
la planta en las posiciones adecuadas. Son, por tanto, estructuras clave en el
desarrollo, ya que van a generar todos los 6rganos, vegetativos y reproductivos,
determinando la morfologia final de éstos y la arquitectura general del individuo (Clark,
2001; Carles y Fletcher, 2003).

En particular en las angiospermas o plantas con flores, la aparicién de éstas y
la consiguiente regulacion de su produccion, convirtieron a este grupo en las plantas
terrestres con mayor diversidad y éxito adaptativo (Crepet, 2000). La extraordinaria
diversidad de formas que manifiestan las angiospermas es una evidencia de la gran
flexibilidad de la unidad basica de desarrollo vegetal, el fitdmero (Leyser, 2003; Kalisz
y Kramer, 2008).

I1.3.- EL CICLO DE VIDA DEL ORGANISMO MODELO Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Arabidopsis a partir de ahora) es una crucifera o
brasicacea, adoptada originalmente como sistema modelo por su sencillez para la
experimentacién genética, debido a su corto tiempo de generacion, pequefo tamafio y
una prolifica produccion de semillas mediante autopolinizacion (Somerville y
Koornneef, 2002; Koornneef y Meinke, 2010). A estas ventajas hay que afadir otras
como la relativa simplicidad de su genoma (Meinke et al., 1998; The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000), su facilidad de transformacion (Clough y Bent, 1998), asi
como los numerosos recursos tanto de estirpes y clones, como moleculares, técnicos
o bioinformaticos disponibles para la comunidad investigadora, convirtiéndose en la

especie vegetal mas estudiada (Koornneef y Meinke, 2010).

1.3.1.- Los meristemos y el desarrollo vegetativo

La estructura y el ciclo de vida de Arabidopsis son comparables a los de cualquier
crucifera y a la gran mayoria de las angiospermas. Como en la mayor parte de las
plantas, a lo largo del eje principal del adulto encontramos una serie discreta de tipos

de 6rganos aéreos como hojas, tallos o inflorescencias secundarias y flores, unidos al
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tallo principal, el cual se contintia con el sistema radicular (Fig. 2). Al margen de los
cotiledones u hojas embrionarias, todos estos 6rganos se forman, durante toda la vida
de la planta, a partir del meristemo apical de la raiz (RAM, Root Apical Meristem) y el
meristemo apical del tallo (SAM, Shoot Apical Meristem; Figs. 2 y 3).
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Figura 2.- Ciclo de vida de Arabidopsis. En esta figura se representan las distintas etapas del desarrollo
de la planta, donde también se han indicado algunos de sus érganos. Las distintas fases que tienen lugar
durante el ciclo vital de esta crucifera estan anotadas en rojo. Imagen tomada de Smaczniak et al., 2012
con modificaciones.

Estos producen células madre embrionarias que aportan células descendientes
que se incorporan a los nuevos o6rganos (Carles y Fletcher, 2003; Nimchuk et al.,
2011; Sparks et al., 2013; Wendrich y Weijers, 2013), siendo crucial para ello la ruta
WUSCHEL (WUS)/ICLAVATA (CLV). La proteina con homeodominio WUS confiere
identidad meristematica, al tiempo que promueve la expresion de CLV3 en el dominio
de produccion de las células madre (Schoof et al., 2000). CLV3 es un pequefio
polipéptido secretado (Rojo et al., 2002) que actia como ligando de complejos
receptores como los formados por heterodimeros entre las proteinas CORYNE (CRN),

CLV1 y CLV2 (Barton, 2010). Asi, los genes CLV trasladan una sefal que reprime
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indirectamente a WUS, limitando la poblacion de células embrionarias (Fig. 3; Schoof
et al., 2000; Busch y Benfey, 2010). De hecho, los mutantes clv presentan un dominio
de WUS aumentado por un exceso de células proliferativas, un meristemo agrandado
y érganos supernumerarios en las flores (Fig. 3; Clark et al., 1993; Clark et al., 1995;
Clark et al., 1997; Schoof et al., 2000; Barton, 2010).

A zr 2z B

Figura 3.- El meristemo apical del tallo (SAM). A) Representacion esquematica de un corte longitudinal
del SAM en el que se indican sus regiones funcionales (ZP: zona periférica; ZC: zona central; ZM: zona
medular). Debajo se muestra un esquema de regulacién génica del SAM por parte del circuito CLV-WUS.
CT: célula totipotente. B) Corte longitudinal del SAM de una planta silvestre. C) Corte longitudinal del
SAM agrandado de un planta clv1. En (C y D) se han indicado el meristemo (M) y los primordios (P) de
los 6rganos laterales. D) Micrografia electrénica de barrido de un fruto c/v3, con mlltiples carpelos. Barra
de escala: 1 mm. Imagenes modificadas a partir de Miyashima et al., 2013 (A), Carles y Fletcher, 2003 (B
y C) y Ripoll, 2004 (D).

Durante el desarrollo vegetativo, caracterizado por un aumento de los tejidos
fotosintéticos y el aumento de masa y tamano, a partir del SAM se producen
reiteradamente hojas de la roseta o vegetativas, siguiendo una filotaxia o disposicion
helicoidal (Figs. 2 y 4; Huijser y Schmid, 2011).

Figura 4.- Roseta silvestre de 14 dias. Se pueden distinguir
claramente 6 hojas vegetativas. Barra de escala: 1 mm.
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11.3.2.- La floracion

Tras alcanzar cierta competencia como adulto, la planta experimenta una importante
transicion hacia una fase de desarrollo reproductivo (Huijser y Schmid, 2011). El
comienzo de éste viene marcado por el alzado (bolting) o desarrollo de un tallo del que
surgiran las flores (Fig. 2). Durante la floracién el SAM se convierte en un meristemo
de inflorescencia, y en sus flancos los primordios de 6rganos laterales adquieren
destino de flor en lugar de hojas (Fig. 5 A). Como cualquier planta, Arabidopsis integra
numerosas sefales enddgenas (hormonas, edad, etc.) y medioambientales (luz,
temperatura, etc.) para controlar el momento adecuado de la transiciéon floral,
asegurando el periodo 6ptimo para la polinizacion y la formacién de semillas en lo que
supone un proceso de desarrollo crucial para el éxito reproductivo (Andrés y Coupland,
2012).

Meristemo de
inflorescenci

4

) 4¢———— Meristemo floral

Figura 5.- Meristemo de inflorescencia y meristemo floral de Arabidopsis. A) Micrografia electrénica de
barrido (SEM) de un meristemo de inflorescencia rodeado de meristemos florales. B) Corte longitudinal
de un meristemo floral en el que se indican los sépalos (Se), los pétalos (Pe), los estambres (St) y los
carpelos (Ca). Imagenes tomadas de Lenhard y Laux, 1999 (A), y Carles y Fletcher, 2003 (B), con
modificaciones.

Los analisis fisioldgicos, genéticos y moleculares han establecido que la
transicion floral esta regulada por un intrincado sistema formado por mudltiples rutas
interconectadas que promueven o reprimen la floracion de forma cuantitativa
(Mouradov et al., 2002; Boss et al., 2004; Michaels, 2009; Mutasa-Gdéttgens y Hedden,
2009; Amasino, 2010). Estas rutas, a su vez, convergen en un conjunto comun de
genes “integradores florales”, como FLOWERING LOCUS T (FT), SUPRESSOR OF
OVEREXPRESION OF CONSTANS1 (SOC1) y LEAFY (LFY), los cuales controlan las
actividades de iniciacion floral (Boss et al., 2004; Amasino, 2010; Lee y Lee, 2010).
Por ejemplo, la longitud del dia y el tipo de luz se perciben por los elementos de la ruta

del fotoperiodo. En Arabidopsis, una planta facultativa de dia largo (Fig. 6; Amasino,
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2010), este régimen luminoso estimula la floracion mediante la regulacion positiva de
SOC1 y FT. Por otro lado, la ruta de las hormonas giberelinas (GA), criticas en
condiciones de dia corto, activan a SOC71 y LFY (Blazquez et al., 1998; Blazquez y
Weigel, 2000; Lee y Lee 2010). Estos efectos positivos se contrarrestan por la accién
del represor central de la floracion FLOWERING LOCUS C (FLC) que, como SOC1, es
un factor de transcripcion de tipo MADS-box que reprime a FT y a SOC1 (Fig. 6;
Michaels y Amasino, 1999; Michaels, 2009; Amasino, 2010; Lee y Lee, 2010). El
propio FLC esta sujeto a una estricta regulacion. En estirpes anuales invernales de
Arabidopsis, la ruta de vernalizacion culmina el silenciamiento epigenético del locus
FLC tras una prolongada exposicion a bajas temperaturas (vernalizacion), un requisito
para superar la activacion de FLC por parte de los alelos dominantes del gen FRIGIDA
(FRI; Fig. 6; Sung y Amasino, 2005; Michaels, 2009; Amasino, 2010; Song, et al.,
2013). En estirpes de ciclo rapido con alelos fri amorfos, como Columbia (Col) o
Landsberg erecta (Ler), los mutantes de la ruta autbnoma o constitutiva florecen tarde
y responden a la vernalizacion ya que los elementos de esta via también promueven la
floracion reprimiendo la acumulacién del mRNA de FLC (Henderson y Dean, 2004;
Quesada et al., 2005; Michaels, 2009; Amasino, 2010).

A

Ruta auténoma Rutade
vernalizacién

Ritmo circadiano
y foteperiodo

£

6

Figura 6.- Regulacion del tiempo de floracion. A) Representacion esquematica de las rutas que controlan
el tiempo de floracion en Arabidopsis. Los genes de la ruta autébnoma que reprimen a FLC estan
indicados en la Figura 7. B) Planta silvestre del ecotipo Col-0 cultivada en condiciones de dia largo, cuyo
SAM ha generado aproximadamente 13 hojas vegetativas antes de producirse la floracion. C) Planta Col-
0 con un alelo activo del gen FRI cultivada en condiciones de dia largo y sin tratamiento de vernalizacion.
La roseta ha producido unas 60 hojas vegetativas antes de que la floracion tuviera lugar. Imagenes
tomadas de Amasino, 2010, con modificaciones.
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El andlisis genético de los componentes de la ruta autbnoma indicé que, a
diferencia de lo que ocurre en otras vias inductoras de la floracion, no se relacionan
siguiendo un modo lineal jerarquico de actuacién, sino que regulan a FLC
independientemente, mas bien como un conjunto de subrutas redundantes (Fig. 7;
Boss et al., 2004; Quesada et al., 2005). Ademas, parecen afectar a distintos procesos
moleculares ya que sus elementos codifican desde una proteina con homeodominio
(LUMIDEPENDENS, LD) a una demetilasa de histonas como FLOWERING LOCUS D
(FLD; Lee et al., 1994; He et al., 2003). Otros genes codifican proteinas con dominios
de unién a RNA del tipo RRM (RNA Recognition Motif) como FCA y FPA (Quesada et
al., 2005). FCA se autoregula promoviendo un hecho de corte y poliadenilacion dentro
de su tercer intron, lo que rinde un mensajero incapaz de producir una proteina
funcional (Quesada et al., 2003). FCA y FPA suprimen en paralelo a FLC mediante
silenciamiento de la cromatina, en un proceso que implica a RNA pequefios
interferentes o siRNA (small interfering RNAs), a FLD y RNA largos no codificantes
(IncRNA, long non-coding RNA) en un complejo proceso que ilustra la interconexion
entre distintos niveles de regulacién génica (Liu et al., 2007; Baurle et al., 2007; Baurle
y Dean, 2008; Heo y Sung, 2011; Crevillén et al., 2013; Sun et al., 2013).

Figura 7.- Representacion de la ruta
autonoma de la floracion de
Arabidopsis. Los genes que
conforman esta ruta actian de
manera independiente reprimiendo la
expresion de FLC, un represor central
r'y de la floracién, promoviendo, por
tanto, la transicion floral. Imagen
tomada de Ripoll et al, 2009, con

TRANSICION modificaciones.
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Otro componente de la ruta autébnoma es FLK (FLOWERING LOCUS KH
DOMAIN), que codifica un polipéptido con tres dominios de unién a RNA del tipo KH
(K-homology), que trataremos posteriormente (Adinolfi et al., 1999; Lim et al., 2004;
Mockler et al., 2004). Como otros mutantes de la ruta auténoma, las plantas flk
acumulan niveles elevados del mMRNA de FLC y florecen tarde independientemente del
régimen luminoso (Lim et al., 2004; Mockler et al., 2004), aunque se ignora qué

procesos se ven perturbados para que esto ocurra.
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11.3.3.- Especificacion del meristemo floral

Finalmente, la edad de la planta, su estatus hormonal y los estimulos ambientales
logran superar cierto umbral, lo cual permite a los integradores florales especificar un
nuevo destino para el meristemo, como meristemo floral. Entre estos genes destaca
inicialmente FT, sobre el que existe consenso de que representa al hipotético factor
inductor endégeno “florigeno”, asi denominado en la década de 1930 (Corbesier et al.,
2007; Amasino, 2010; Choi, 2012). La proteina FT se expresa en la vasculatura de las
hojas, desde donde viaja al SAM e interacciona con FD, un factor de transcripcion de
tipo “bZIP” (Fig. 6; Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005; Corbesier et al., 2007). El
complejo FT/FD activa a genes de identidad de meristemo floral como APETALA1
(AP1; Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005) y otros promotores florales como SOCT
(Michaels et al., 2005; Yoo et al., 2005). Estos genes inducen a ciertos grupos de
células o primordios, en los laterales del SAM, a diferenciarse como meristemos
florales (Fig. 6). Otras rutas refuerzan este impulso, como por ejemplo LFY que
también promueve la diferenciacion de los primordios hacia meristemos florales. LFY
es activado por la ruta de las giberelinas y, a su vez, también activa a AP1 (Fig. 6;
Blazquez et al., 1998; Liljegren et al., 1999). En el doble mutante Ify ft se producen
hojas en lugar de flores, lo que es coherente con que diversas rutas contribuyan a la
formacion de flores (Ruiz-Garcia et al., 1997; Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005).
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Figura 8.- Etapas del desarrollo de la flor y el fruto de Arabidopsis (segun Smyth et al., 1990).
Representacion esquematica desde la formacién del primordio de la flor, a continuacién la de los
primordios de cada o6rgano floral, el desarrollo de los mismos, la fertilizacion en el estadio 13, el
crecimiento del fruto donde se alojan las semillas, y por ultimo la dispersion de éstas. Estos procesos se
describen mas detalladamente en la Tabla 1. Los distintos érganos se muestran con un cdédigo de
colores: el meristemo floral (FM) en rosa claro, los sépalos en verde, los pétalos en color salmén, los
estambres en azul, el gineceo en amarillo, los 6vulos en verde oscuro, y las semillas en naranja y
marrén. Imagen tomada de Alvarez-Buylla et al., 2010.
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En Arabidopsis, una vez que comienza, la induccién de la floracién en el SAM
parece irreversible. Esta irreversibilidad se da como resultado de multiples bucles de
retroalimentacion positiva entre genes que se expresan en el meristemo y se activan
unos a otros, como LFY y AP1, 0 SOC1y AGAMOUS-LIKE24 (AGL24), que también
son activadores de LFY (Fig. 6; Liljegren et al., 1999; Michaels et al., 2005; Sablowski,
2007; Lee et al., 2008; Liu et al., 2008; Jaeger et al., 2013). De esta manera se inicia el
proceso de formacioén de la flor, cuyo desarrollo se suele dividir en distintos estadios,

atendiendo a los rasgos morfoldgicos que caracterizan cada etapa (Fig. 8 y Tabla 1).

Tabla 1.- Estadios del desarrollo de la flor y el fruto donde se describen los acontecimientos que tienen
lugar en cada etapa (Smyth et al., 1990).

. - Rasgos morfolégicos en el
Estadio Rasgos morfolégicos en la flor 9 . g
gineceo
1 Aparicion del meristemo floral
Formacién del primordio de la flor y
2 separacion del meristemo de
inflorescencia
3 Aparicion de los primordios de los sépalos
4 Los sépalos sobrepasan el meristemo
floral
5 Aparicién de los primordios de sépalos
] ! Aparicion los primordios de los
6 Los sépalos envuelven el meristemo floral
carpelos
7 Los estambres desarrollan un pedunculo Crecimiento del primordio del
basal gineceo como un cilindro abierto
By . Diferenciacion de la placenta y de los
8 Aparicion de los léculos de los estambres placenta y
haces vasculares principales
. 4 Aparicion de los primordios de 6vulo.
Los pétalos desarrollan un pedunculo s i
9 L. Diferenciacion de cada capelo en
endocarpo, mesocarpo y exocarpo
10 Los pétalos se situan por encima de los Cierre apical del gineceo. Formacién
estambres del septum
Diferenciacion de la epidermis del
11 Aparicion de las papilas estigmaticas estilo y las dos capas del endocarpo.
Desarrollo del funiculo del évulo
12 Los estambres se situan por encima de Crecimiento del fruto. Diferenciacion
los pétalos del tracto transmisor
13 Antesis Polinizacion
. Fertilizacion. Suturas visibles entre
Los estambres medios sobrepasan el
14 ; las valvas y el replum (zona de
estigma ; .
dehiscencia)
15 El estigma sobrepasa los estambres Lignificacion del xilema
16 Senescencia de pétalos y sépalos Crecimiento general del fruto
Formacién de la capa de separacion.
. . . Desarrollo de la cuticula del
17 A Caida de sépalos, pétalos y estambres .
exocarpo. Las células del endocarpo
b (enb) forman el esclerénquima
. L Lignificacién de la enb y la capa de
17B La silicua alcanza su tamanio final 9 "0y P
separacion
Degeneracion del ena y lignificacion
18 La silicua amarillea total del enb. Deshidratacién del
mesocarpo.
19 Dehiscencia de las valvas
20 Dispersion de las semillas
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11.3.4-. Morfogénesis floral: identidad de 6rgano y determinacién del meristemo

Una funcion crucial de los genes de identidad de meristemo floral es la activacion de
los genes que, a su vez, han de conferir identidad especifica a cada uno de los
organos florales (Jack, 2004; O’Maoiléidigh et al., 2013 a). En Arabidopsis, una
brasicacea tipica, éstos surgen en una disposicion de anillos concéntricos o verticilos,
con cuatro sépalos, cuatro pétalos, seis estambres y un gineceo o pistilo bicarpelar
(Fig. 9 B). El analisis genético de mutantes homeoticos florales de Arabidopsis y
Anthirrinum majus derivd en la formulacion del conocido y contrastado modelo ABC,
que explica como las funciones combinadas de tres clases de genes, A, B y C,
determinan la identidad de cada uno de los 6rganos florales (Coen y Meyerowitz,
1991). Arabidopsis tiene dos genes catalogados como de clase A, AP1 y AP2, que
determinan la identidad de los sépalos. Ademas, AP1y AP2, junto con los dos genes
de clase B, PISTILATA (Pl) y AP3, contribuyen a conferir identidad de pétalo en el
segundo verticilo. La combinacién de P/'y AP3, junto a la actividad C representada por
el gen AGAMOUS (AG) especifica estambres, mientras que AG en solitario especifica
la identidad carpelar en el centro de la flor (Fig. 9; Jack, 2004; Krizek y Fletcher, 2005).

A
-

Sépalo

B
PI/AP3

Lol e
AP1/AP2 AG
E
SEP1, 2, 3,4

.

. |
S
e

Carpelo

Estambre

B P‘
Pétalo

Figura 9.- El modelo ABCE de desarrollo floral. A) Esquema del modelo ABCE. B) Representacion de las
interacciones entre los elementos de cada grupo para la especificacion de los 6rganos florales. Las
esferas muestran los complejos proteicos de los distintos componentes de cada funcién, y que se
requieren para la adquisicion de la identidad de cada 6rgano. Imagen modificada a partir de Alvarez-
Buylla et al., 2010.

Un principio fundamental de este modelo es el antagonismo excluyente entre
las actividades A y C (Fig. 9 A). Segun éste, los genes de una y otra actividad se
reprimen mutuamente y sus mutaciones de pérdida de funcién conducen a la

expansioén ectépica de su antagonista, contribuyendo a la explicacién de los fenotipos
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de conversion homedtica observados (Jack, 2004; Krizek y Fletcher, 2005; Causier et
al., 2010). Asi, por ejemplo, en flores con una funcion C disminuida, la expansion de la
actividad A contribuiria a la conversién de los estambres en pétalos y de los carpelos
en sépalos (Fig. 10; Krizek y Fletcher, 2005; Causier et al., 2010).

sep1 sep2
sep3 sep4

Figura 10.- Flor silvestre y flores de plantas con mutaciones en elementos del sistema ABCE. En el
primer panel se muestra una flor silvestre (WT). Las flores ap? carecen de pétalos, y presentan flores
secundarias, asi como bracteas con tricomas compuestos en lugar de sépalos. Las plantas mutantes pi
poseen flores compuestas por dos verticilos de sépalos y dos verticilos de carpelos. En las flores ag los
estambres se han transformado en pétalos y los carpelos son sustituidos por otra flor, que repite el
mismo patrén. Las plantas triples mutantes sep? sep2 sep3 presentan flores en las que todos los
verticilos tienen identidad de sépalos. Las flores de los cuadruples mutantes sep? sep2 sep3 sep4 estan
compuestas por drganos muy semejantes a hojas, con tricomas ramificados (flecha). Tomado de
Alvarez-Buylla et al., 2010, y de Ng y Yanofsky, 2001 (ap7) y Ditta et al., 2004 (sep1 sep2 sep3 y sep1
sep2 sep3 sep4).

Posteriormente se descubrié que las actividades B y C son funcionalmente
dependientes de la accion de cuatro genes redundantes y muy similares entre si,
SEPALLATA1 (SEP1), SEP2, SEP3 y SEP4, representantes de una nueva categoria,
la clase E (Figs. 9y 10; Pelaz et al., 2000; Ditta et al., 2004). La eliminacién de SEP1,
SEP2 y SEP3 conduce a la aparicion de sépalos en todos los verticilos florales (Fig.
10; Pelaz et al., 2000), mientras que en el cuadruple mutante todos los érganos
florales tienen apariencia de hojas (Fig. 10; Ditta et al., 2004), ilustrando un origen
filoide ancestral comun para todos ellos, tal como predijo Goethe hace mas de dos
siglos (Goethe, 1790, citado en Causier et al., 2010). Todos los genes A, B, Cy E

mencionados codifican factores de transcripcion MADS-box, con la Unica excepcion de
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AP2, un factor de transcripcion que da nombre al dominio AP2 considerado
inicialmente especifico de plantas (Okamuro et al., 1997; Causier et al., 2010).

Los factores de transcripcion MADS-box son reguladores criticos de multiples
procesos del desarrollo vegetal, con una secuencia caracteristica de 60 aminoacidos
que les confiere capacidad de uniéon al DNA, compartida con otras proteinas de
levaduras y animales (Yanofsky et al., 1990; Becker y Theissen. 2003; Parenicova et
al., 2003). En Arabidopsis, los numerosos genes MADS-box se han clasificado en
funcioén de su filogenia y diversas facetas estructurales. AG, PI, AP3, AP1, los genes
SEP y FLC, entre otros, codifican factores MADS-box de tipo Il MIKC® capaces de
formar distintos complejos tetraméricos (floral quartets) reguladores del desarrollo de
las flores y otros procesos (Fig. 9 B; Parenicova et al., 2003; Smaczniak et al., 2012).
AG y FLC coinciden junto con otros genes MADS-box en poseer un intrén
inusualmente grande en plantas, en cuya secuencia residen numerosos elementos
reguladores (Sieburth y Meyerowitz, 1997; Sheldon et al., 2002; Hong et al., 2003;
Kooiker et al., 2005; Schauer et al., 2009).

A

Y AN

Estadio 3 Estadio 6

Figura 11.- Terminacion del meristemo floral. A) Representacion del corte longitudinal del meristemo
floral durante los estadios 3 y 6, respectivamente. LFY y WUS contribuyen a la expresion de AG en el
estadio 3. En el estadio 6, este ultimo induce la represion de WUS directa e indirectamente, a través de
KNU, lo que da lugar a la determinacién del meristemo floral. B) Flor del mutante ag en la que el
meristemo floral es indeterminado, produciendo nuevos verticilos (sépalos y pétalos). Barra de escala: 1
mm. Panel A), modificado de Liu et al., 2011.

Ademas de conferir identidad de estambre y carpelo, AG desempefia funciones
adicionales. Una de estas tareas es lograr la determinacion del meristemo floral. WUS
y LFY contribuyen a la activaciéon de AG en el interior del meristemo. Pero a diferencia
de lo ocurrido en el SAM, AG reprime la expresion de WUS, tanto directamente como
a través de la activacion de KNUCKLES (KNU), un gen que codifica una proteina con
dedos de zinc que también reprime a WUS (Payne, et al., 2004; Sun et al., 2009; Liu et
al., 2011). De esta manera, se consuma un bucle de retroalimentacion negativa cuya
consecuencia es el agotamiento del nicho de células madre y el cese de la actividad
meristematica (Lenhard et al., 2001; Lohmann et al., 2001). Cuando esto no sucede,

como en los mutantes fuertes ag, continta la producciéon de érganos en el centro del
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meristemo floral, generando una reiteracién de verticilos alternos de sépalos y pétalos,
también conocido como el fenotipo “flor dentro de flor” (Fig. 11 B; Bowman et al.,
1989). Ademas de la especificacion de los érganos florales y la determinacion del
meristemo, AG también regula el desarrollo posterior y maduracion de carpelos y
estambres (Ito et al., 2007).

11.3.5.- Morfogénesis floral: estructura y desarrollo del gineceo

Una vez lograda la correcta especificacion de los 6rganos y la determinacion del
meristemo floral, se forman distintos tejidos y estructuras que contribuyen a la
morfologia final de cada érgano. Asi, los estambres de Arabidopsis se caracterizan por
poseer un filamento que sostiene una antera en cuyos l6culos interiores se formaran

los granos de polen (Fig. 12 C).

1E5tigma
|Estilo Anteras

: Filamento
X Valvas

| %WEstambre ; i .;

Replum {7
p ~—~1 :

Zonade

Ovario

|Ginéforo

Figura 12.- Flor, gineceo y estambres de Arabidopsis. A) Fotografia realizada mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) de una flor silvestre, en la que se han coloreado los distintos 6rganos de
cada verticilo. B) Fotografia de SEM de un gineceo en el que se detallan diversos tejidos y estructuras
que lo conforman. C) Estambres silvestres, indicando las partes que lo componen. Barras de escala 100
pm (A) y 0,5 mm (C). La imagen mostrada en (B) ha sido tomada de Ferrandiz, 2002, con
modificaciones.

Por su parte, el pistilo o gineceo es probablemente el 6rgano mas complejo en
las plantas y en él aparecen preformadas las estructuras definitorias del futuro fruto
(Roeder y Yanofsky 2006; Martinez-Laborda y Vera, 2009; Sundberg y Ferrandiz,
2009). A lo largo del eje apical-basal, el pistilo aparece coronado por tejido estigmatico
(células mucilaginosas a las que se adhiere el polen) seguido de un corto estilo que
favorece el contacto del gineceo con las anteras y que ha de ser atravesado por el
tubo polinico para llegar al ovario. Este estad formado por dos valvas o carpelos

separados exteriormente por las regiones de margen de valva y el replum (plural repla;
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Figs. 12 A y B), elementos que definen el patrén mediolateral del ovario (Martinez-
Laborda y Vera, 2009). Finalmente, el ovario se encuentra unido al pedunculo floral
por el gindforo, un entrenudo muy corto con simetria radial y de caracteristicas
vegetativas, en cuya base podemos encontrar los nectarios (Fig. 12 B; Roeder y
Yanofsky 2006).

Figura 13.- Tejidos que conforman el gineceo. A) Corte transversal de un pistilo silvestre en el que se
han coloreado los tejidos internos. Septum (S), rosa; tracto transmisor (TT), azul; évulo (O), marrdn;
funiculo (F), verde. B) Corte transversal de un fruto silvestre, en el que se indican las estructuras
principales. Barra de escala: 200 ym. Imagenes tomadas de Gremski et al., 2007 (A), y Alonso-
Cantabrana, 2005 (B), con modificaciones.

El gineceo presenta también diferencias a lo largo del eje adaxial-abaxial. Este
viene definido por aquellos territorios o tejidos del 6rgano mas proximos al meristemo
(adaxial) frente a los mas alejados (abaxial), que en este caso concuerdan con interior
y exterior, respectivamente. En el interior del ovario (adaxial) podemos distinguir el
septum (plural septa), un territorio que une ambos repla congénitamente y que define
dos loculos o espacios donde se alojaran las semillas tras la fecundacion de los 6vulos
(Fig. 13; Roeder y Yanofsky 2006; Sundberg y Ferrandiz, 2009). Ello es debido a que
durante el desarrollo temprano los dominios “mediales” proliferan y se desarrollan
adaxialmente dos “crestas” de tejido (marginal ridges) donde se unen ambos carpelos.
Las células de estas crestas retienen cierto grado de potencial meristematico, dando
origen a la placenta de donde surgiran los 6vulos (Fig. 13; Skinner et al., 2004; Roeder
y Yanofsky, 2006). De hecho, los tejidos “marginales”, ademas de la placenta, incluyen

el replum, el septum, el estilo y el estigma (Sundberg y Ferrandiz, 2009).

7 % Figura 14.- La zona de dehiscencia. A) Fotografia
de un fruto en el que la valva se ha desprendido
@ para liberar las semillas. B) Corte transversal de
¢ un fruto silvestre tratado con floroglucinol, que tifie

#" de escala: 500 pm. Imagenes tomadas de
Liljegren et al., 2000 (A), y Alonso-Cantabrana et
- al., 2007 (B) con modificaciones.
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Los procesos, actividades génicas y efectos hormonales que operan en la
formacion de patrén en los distintos ejes a menudo se describen independientemente
(Eshed et al., 1999; Nemhauser et al., 2000; Dinneny et al., 2005; Dinneny y Yanofsky,
2005). No obstante, existe una evidente interconexion entre ellos. Asi, gradientes y
maximos locales de auxinas se han relacionado con los patrones morfogenéticos
apical-basal y medio-lateral (Balanza et al., 2006; Sorefan et al., 2009; Larsson et al.,
2013), donde también se han involucrado a las giberelinas y a las citoquininas (Arnaud
et al., 2010; Marsch-Martinez et al., 2012).

Figura 15.- Fenotipos de los mutantes ful, rpl y shp1 shp2. A) Micrografia electrénica de barrido (SEM)
de la zona media de un fruto silvestre Ler, en la que se han sefalado las valvas (v), margenes de valva
(mv), y replum (r). B) Fotografia de SEM de un fruto ful en el que se aprecia el aumento del grosor del
replum y su disposiciéon en zigzag. C) Micrografia de SEM de un fruto rp/ cuya region del replum esta
muy reducida y compuesta por células estrechas. D) Fotografia de SEM de un fruto silvestre en la que se
indica la zona de dehiscencia (zd). E) Micrografia de SEM de un fruto doble mutante shp? shp2, donde
no se ha diferenciado el margen de valva. Barras de escala: 20 ym (A y C), 50 um (B) y 100 um (D y E).
Imagenes tomadas de Roeder ef al., 2003 (A, By C), y Liliegren et al., 2000 (D y E).

Igualmente, son numerosos los genes que participan en mas de un proceso.
Por ejemplo, el fruto de Arabidopsis es una silicua dehiscente que dispersa las
semillas mediante un mecanismo similar a un muelle, gracias a la lignificacion
diferencial que se produce como consecuencia de la correcta formacion de las
distintas estructuras en su eje medio-lateral (Fig. 14; Liliegren et al., 2000, 2004;
Ferrandiz, 2002). EI gen MADS-box FRUITFULL (FUL) y el gen con homeodomino
REPUMLESS (RPL) se expresan en las valvas y el replum, respectivamente, donde
impiden la expresion de dos genes MADS-box redundantes, SHATTERPROOF1
(SHP1) y SHP2, restringiéndola a los territorios de margen de valva donde dirigen la
especificacion de este tejido, posibilitando la posterior dehiscencia del fruto (Fig. 15;
Ferrandiz et al., 2000 b; Ferrandiz, 2002; Liljegren et al., 2000, 2004; Roeder et al.,
2003). Estas funciones génicas son elementos fundamentales dentro del contexto de
actividades antagoénicas que rigen la formacion del patrén medio-lateral del fruto (Fig.
16; Dinneny et al., 2005, Alonso-Cantabrana et al., 2007; Gonzalez-Reig et al., 2012).

Curiosamente, SHP1 y SHP2, al igual que FUL, se expresan activamente en el estilo.
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De hecho, los mutantes ful suelen presentar un estilo alargado, por lo que seria
razonable que FUL contribuyera a modular el crecimiento de esta estructura (Ferrandiz
et al., 2000 a). Por el contrario, se ha demostrado que SHP1 y SHP2 promueven la
formacion del estigma, el estilo y otros tejidos marginales (Colombo et al., 2010).
Ademas, SHP1 y SHP2 desempefian un papel clave en el desarrollo de los 6vulos
(Pinyopich et al., 2003; ver seccién 11.3.6).

Otro ejemplo lo constituye el gen AP2, que previene el crecimiento excesivo del
replum mediante la regulacion negativa de los genes con homeodominio RPL y
BREVIPEDICELLUS (BP), asi como del margen de valva, reprimiendo a los genes que
confieren identidad a este territorio (Ripoll et al., 2011). AP2 realiza estas acciones,
ademas de oponerse a la accion de AG respecto a la identidad de los 6rganos florales

y a la determinacion del meristemo (Zhao et al., 2007; Crogan et al., 2012).

N

FACTORES LATERALES| FACTORES MEDIOS
.IAG/ FIL BP
FUL ] Genes

VALVA

Figura 16.- Modelo del establecimiento del patron medio-lateral del fruto de Arabidopsis. La actividad
JAGI/FIL y los genes ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) y AS2 (factores laterales) promueven la formacion
de la valva y el margen de valva (MV), mientras que BP y RPL (factores medios) generan el replum.
Existe ademas un antagonismo mutuo entre las actividades de los factores medios y laterales. Estos
ultimos forman un gradiente de actividad que determina el desarrollo de valva y de margen de valva: un
nivel elevado de los factores laterales promueve la expresion de FUL en las valvas, mientras que un nivel
reducido de esta actividad induce la expresion de los genes de identidad de margen de valva (Genes
MV). Asimismo, estos genes del margen de valva ejercen una represion reciproca con FUL y con los
factores medios. Tomado de Gonzalez-Reig et al., 2012, con modificaciones.

11.3.6.- Desarrollo del 6vulo y el gametéfito femenino

A diferencia de los animales, las plantas no crean una linea germinal especifica
durante la embriogénesis, sino que las células germinales se forman a partir de tejidos
somaticos florales durante toda la existencia del individuo. En las angiospermas se

produce una alternancia entre una generacién esporofitica diploide y otra gametofitica
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haploide, esta ultima muy reducida en el tiempo y en tamafio. Asi, ambos gametdfitos,
femenino y masculino, se forman rodeados de tejido esporofitico, coexistiendo ambas
generaciones en un unico 6rgano, el évulo y el grano de polen respectivamente. Dada
la intima conexién entre los tejidos esporofiticos y gametofiticos, no resulta
sorprendente el elevado grado de comunicacion celular entre ambos durante su
desarrollo (Grossniklaus, 2011; Feng et al., 2013). Esta relacién complica en
ocasiones la distincion entre efectos esporofiticos y gametofiticos en los casos de

viabilidad reducida que tienen lugar en algunos mutantes (Muralla et al., 2011).
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Figura 17.- Desarrollo del gametéfito femenino. A) Region apical de un primordio de évulo. B) Etapas de
la megasporogénesis. El primordio del 6vulo surge de la placenta, y la célula madre de la megaspora
(mmc) experimenta meiosis, dando lugar a cuatro células, de las que mueren tres. La célula que
sobrevive sera la megaspora funcional (fm). C) Vision del desarrollo del 6vulo durante diferentes etapas
de la megagametogénesis. D) Etapas de la megagametogénesis (segun Christensen et al., 1998). En la
etapa FG1 (Female Gametogenesis 1) la megaspora contiene un solo nucleo, que sufre tres rondas de
mitosis, originando una célula con 8 nucleos y una gran vacuola. A continuaciéon se generan paredes
celulares, y los nucleos polares (pn) se fusionan, dando lugar a un gametdéfito de 7 células en la etapa
FG6. Células antipodas (ac), célula central (cc), nucleo de la célula central (ccn), calaza (ch),
megasporas degenerativas (dm), ovocélula (ec), funiculo (f), gametdfito femenino (fg), integumento
interno (ii), capa epidérmica L1 (L1), megaspora (m), micropilo (mp), tétrada meidtica (mt), integumento
externo (oi), células sinérgidas (sc). Imagenes con modificaciones tomadas de Drews y Koltunow, 2011.

En el caso del gametdfito femenino o saco embrionario, éste se forma en el
interior de los 6vulos que surgen de la placenta. Los primordios de 6vulo surgen como
protuberancias de simetria radial durante el estadio 8 del desarrollo floral (Fig. 17;
Tabla 1; Smyth et al., 1990; Yang et al., 2010). Posteriormente se forman tres regiones
distintas a lo largo del eje proximodistal, el funiculo que conecta con la placenta, la

calaza intermedia, donde se formaran los integumentos del évulo, y una parte distal o
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nucela que contiene a la célula madre de la megaspora (Megaspore Mother Cell,
MMC). La MMC experimenta meiosis, originando una tétrada de megasporas
haploides. Tras la degeneracién de tres de ellas, la mas distal o megaspora funcional
dara lugar al saco embrionario, una estructura de 7 células: la ovocélula (el gameto
femenino propiamente); dos células de apoyo o sinérgidas, localizadas en el micrépilo
y responsables de la atraccién del tubo polinico; la célula central (con dos nucleos
polares, dara lugar a un endospermo ftriploide tras la doble fertilizacién); y tres
antipodas, en el lado opuesto del saco embrionario. Durante el estadio 13 de
desarrollo floral (Tabla 1) el évulo esta listo para su fertilizacion (Fig. 17; Yang et al.,
2010).

Logicamente, la correcta adquisicion de identidad de los évulos es un proceso
crucial para el éxito reproductivo, por o que no resulta sorprendente que sea una
operacion sujeta a un estricto control genético. De hecho, la razén por la que los genes
SEP fueron adscritos a una nueva “clase E” es que la denominacion “D” fue
previamente asignada a la funcion de identidad de 6vulo. La informacion al respecto
provino de mutantes que mostraban transformaciones de los 6vulos en estructuras u
organos carpeloides. Uno de ellos es bell1 (bel1), afectado en la funcion de la proteina
con homeodominio BEL1 y que desarrolla estructuras carpeloides, incluso con évulos
ectépicos (Robinson-Beers et al., 1992), sugiriéndose que esto era debido a la
expresion ectdpica de AG en los integumentos (Ray et al., 1994). Pero lo cierto es que
AG también desempefa un papel en el desarrollo del évulo, como indica el doble
mutante ag ap2. En plantas ap2 los sépalos se transforman en estructuras carpelares
con o6vulos ectépicos, alguno de los cuales desarrolla a su vez rasgos carpelares. Sin
embargo, en ag ap2 los sépalos mantienen caracteristicas carpelares y aumenta el
numero de 6vulos que se transforman en estructuras carpeloides (Western y Haughn,
1999; Pinyopich et al., 2003).

Figura 18.- Ovulo silvestre. La micrografia electrénica de
barrido (SEM) muestra 6vulos silvestres unidos a la placenta
a través del funiculo (f). Se destaca el micropilo (mp). Barra
de escala: 20 ym. Imagen tomada de Chevalier et al., 2005,
con modificaciones.
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Los genes de funcion D SHP1, SHP2 y SEEDSTICK (STK) forman un grupo
monofilético con AG (Parenicova et al., 2003) y, en ausencia de éste, proporcionan
identidad carpelar en ciertos contextos genéticos (Favaro et al., 2003; Pinyopich et al.,
2003). STK es necesario para el desarrollo correcto del funiculo (estructura umbilical
que conecta el 6vulo a la placenta) y para la dispersién de la semilla tras la
maduracién del fruto (Fig. 18; Pinyopich et al., 2003). En el doble mutante shp1 shp2
se forman frutos indehiscentes por falta de desarrollo del margen de valva pero no se
inform6 de defectos en el évulo (Liliegren et al., 2000; Pinyopich et al., 2003). Sin
embargo, en el triple mutante shp1 shp2 stk muchos 6vulos pierden su identidad y se
transforman en estructuras carpelares (Fig. 19; Favaro et al., 2003; Pinyopich et al.,
2003). En experimentos de interaccidon proteica en levadura se comprobd que STK,
SHP1, SHP2 y AG pueden formar complejos de orden superior siempre que se afiada
SEP3 (Favaro et al., 2003). Esto involucra a SEP3 en la adquisicion de identidad de
ovulo e indica que AG puede formar complejos con SEP3 para especificar el carpelo,
pero también puede formar parte de los complejos que intervienen en la determinacion

de los évulos.

stk shp1 shp2

stk shp1 shp2

Figura 19.- Fenotipos en el 6vulo del triple mutante stk shp1 shp2. A) Seccidén de un fruto en el que
varios 6vulos han sufrido una conversién a estructuras de tipo carpeloide. B) SEM de uno de estos
érganos unido a la placenta por un funiculo, y que presenta zonas con caracteristicas de valva (va) y
células de tipo estilar (sy) en su extremo distal. C) Magnificacion de la estructura carpeloide mostrada en
(B) donde se aprecian las estriaciones epicuticulares de las células, supuestamente de tipo estilar (estilo
silvestre en el recuadro). D) Ampliacion de las células centrales del érgano mostrado en (B) con
similitudes a las células de valva de un carpelo silvestre (recuadro). Barras de escala: 50 ym (B 'y D), y
20 pym (C). Imagenes modificadas de Pinyopich et al., 2003.
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En el cuadruple mutante bel1 stk shp1 shp2 se forman estructuras carpeloides
en lugar de 6vulos. Ademas, de estos 6rganos y del funiculo pueden surgir a su vez
ovulos ectopicos (Brambilla et al., 2007). No obstante, no se ha registrado aun ningun
mutante o combinacién mutante de identidad de évulo que pierda todas sus regiones
caracteristicas, nucela, calaza, integumentos y, particularmente, el funiculo, por lo que
se supone la existencia de factores adicionales aun por determinar (Skinner et al.,
2004).

Que el desarrollo del 6vulo se halla interconectado con el desarrollo del
gametdfito haploide femenino lo ilustra el mutante sporocyteless/nozzle (splinzz),
donde no se especifica la MMC, impidiendo el desarrollo del gametofito y
condicionando el posterior desarrollo del évulo en si (Schiefthaler et al., 1999; Yang et
al., 1999). SPLINZZ codifica un factor de transcripcidon con cierta semejanza a los
factores MADS-box y es directamente activado por AG. No obstante, una vez inducido
SPL, AG no es necesario para el mantenimiento de su expresion (Ito et al., 2004).
Ademas de la no especificacion de la MMC, otros defectos en spl/ incluyen funiculos
mas largos, crecimiento defectuoso de los integumentos y nucela reducida. EI doble
mutante spl bel1 desarrolla protuberancias sin integumentos en lugar de évulos, y se
ha demostrado que median la accion de las citoquininas (CK) durante la morfogénesis
de éstos (Balasubramanian y Schneitz, 2002; Bencivenga et al., 2012).

Igualmente, SPL es fundamental tras AG en la formacion y maduracion de los
estambres, las anteras, los granos de polen y el espordfito masculino (lto et al., 2004,
Ito et al., 2007). Se ha documentado ademas su papel contribuyendo a conferir
identidad de estambre en el tercer verticilo (Liu et al, 2009). Por todo ello, la
disminucién o pérdida de la actividad SPL supone un serio obstaculo para el éxito

reproductivo.

I.4.- CONTROL POSTRANSCRIPCIONAL DE LA EXPRESION GENICA Y
PROTEINAS DE UNION A RNA

Como ejemplifica Arabidopsis, el ciclo de vida de los eucariotas atraviesa distintas
fases en su desarrollo que estdn marcadas por patrones espacio-temporales
especificos de expresion génica. El control genético de estas operaciones se asienta
en complejos sistemas de coordinacién basados en sistemas de sefalizacion inter e
intracelulares que suelen desembocar en acciones de control transcripcional
(Kaufmann et al., 2010). Sin embargo, cada vez resulta mas obvia la importancia de la

superposicion de distintos niveles de regulacion génica (multilayer regulation) que
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contribuyen a una modulacién mas ajustada a las necesidades celulares y confirieren
robustez frente a las fluctuaciones del entorno (Palumbo et al., 2008; Dahan et al.,
2011). Esto comprende la regulacion de los estados de la cromatina, el control
transcripcional, el procesamiento postranscripcional del RNA, su transporte y
traduccidn, las modificaciones postraduccionales, etc. (Fig. 20).

Cada vez es mas evidente que estas operaciones de control genético se hallan
intimamente interconectadas, resultando muy difusa en ocasiones la demarcacién
entre distintos tipos de control (Dahan et al., 2011; Albulescu et al., 2012). Por
ejemplo, las evidencias experimentales indican que el procesamiento de intrones suele
tener lugar simultaneamente a la elongacion del transcrito naciente, es decir,
cotranscripcionalmente mediante la asociacion de elementos que participan en uno y
otro proceso (Fig. 20; Pandya-Jones y Black, 2009; Singh y Padgett, 2009). Se ha
comprobado en genes humanos con intrones de gran tamano (>100kb) que su
expresion es sorprendentemente rapida y eficaz debido a este nivel de coordinacion
que coadyuva a la fidelidad del proceso (Singh y Padgett, 2009; Vargas et al., 2011).
De hecho, existe consenso en que el procesamiento cotranscripcional es el

mecanismo que opera por defecto (Vargas et al., 2011).
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Figura 20.- Esquema en el que se representan diversos procesos de control de la expresion génica en
los que participan proteinas de union a RNA. Imagen modificada de Anko y Neugebauer, 2012.
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De igual modo, la maduracién del RNA mediante corte y poliadenilacién en su
extremo 3’ también ocurre cotranscripcionalmente, siendo un requisito para finalizar la
transcripcién (Elkon et al., 2013; Tian y Manley, 2013). Ademas, el uso de multiples
lugares de poliadenilacion, junto con el procesamiento alternativo de intrones, supone
una fuente importante de variabilidad en el transcriptoma (Berg et al., 2012; Tian y
Manley, 2013). Por consiguiente, ambas operaciones no solo estan estrechamente
interconectadas con el progreso de la transcripcién, sino que en muchos casos se ha
verificado su mutua interdependencia (Kaida et al., 2010; Albulescu et al., 2012; Elkon
et al., 2013; Muller-McNicoll y Neugebauer, 2013). Los nuevos transcritos que se estan
sintetizando son vulnerables a errores en el procesamiento del intron o al corte y
poliadenilacién prematuros que tienen lugar como consecuencia de sefiales de
poliadenilacién cripticas, a menudo en secuencias intronicas, por lo que es crucial la

coordinacién entre ambos procesos (Fig. 21; Kaida et al., 2010).

Figura 21.- Ejemplos de

A poliA proximal poliA poliddistal 1, jiadenilacion alternativa. A) Sitios

Jr— | de poliadenilacién alternativa en
\/_=\/—'\/“\/:’:°_ tandem  dentro  del  3UTR
(untranslated regién), generando

B poliA proximal poliA distal isoformas que difieren en la longitud
?H_E_D::,_ del 3’'UTR sin afectar a la proteina
\/_=\_/4 codificada. B) La poliadenilacion
alternativa en posiciones anteriores
al ultimo exon, puede dar lugar a
transcritos aberrantes no efectivos.

P Exéncomin [ [ Exones alternativos == 3'UTR Imagen tomada de Elkon et al,
2013, con modificaciones.

Para la ejecucion de estas acciones, el transcrito naciente se asocia con
numerosas “proteinas de unién a RNA” o RBP (RNA Binding Proteins) que cuentan
con diversos motivos de union a RNA y de interaccién con otros polipéptidos,
formando complejos de ribonucleoproteinas (RNP) multifuncionales (Muller-McNicoll y.
Neugebauer, 2013). Esta multifuncionalidad se debe en gran medida a la versatilidad
de las distintas RBP que se asocian al mRNA y regulan distintas etapas del
metabolismo del RNA, influyendo en el resultado neto del nivel de expresion génica
(Wilkinson y Shyu, 2001; Chaudhury et al., 2010; Anko y Neugebauer, 2012). Las
mutaciones en las RBP o en la secuencias en cis que gobiernan estas asociaciones
RNA-proteina pueden dar origen a alteraciones en el desarrollo y enfermedades (Anko
y Neugebauer, 2012; Radomska et al., 2013).
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I.5.- EL DOMINIO KH DE UNION A RNA Y LA REGULACION DE LA EXPRESION
GENICA

Algunos dominios de union a RNA también pueden poseer afinidad por el DNA y
proporcionar una base estructural para interacciones proteina-proteina, contribuyendo
al caracter polifacético de las proteinas RBP. Tal es el caso del dominio KH (K-
homology; Grishin, 2001; Makeyev y Liebhaber, 2002; Valverde et al., 2008;
Chaudhury et al., 2010), asi denominado por haberse identificado originalmente en la
ribonucleoproteina heterogénea nuclear humana K (hnRNP K, heterogeneous nuclear
RiboNucleoProtein K; Fig. 22; Siomi et al., 1993). El dominio KH es el segundo motivo
de union a RNA mas frecuente, tras el dominio RRM, y se ha encontrado en todos los
grupos filogenéticos (Burd y Dreyfuss, 1994). Comprende aproximadamente unos 60
aminoacidos con un patrén caracteristico de residuos hidrofébicos y un nucleo
invariable VIGXXGXXI en el centro del domino (Burd y Dreyfuss, 1994). Las
mutaciones en el motivo KH pueden generar importantes alteraciones durante el
desarrollo, como se ha documentado extensamente en sistemas animales (Liu et al.,
2008), incluyendo sindromes humanos como el X-fragil, debido a la disfuncion del gen
KH FMRP1 (Familial Mental Retardation Protein1; De Boulle et al., 1993; Siomi et al.,
1994).

25 aa
aCP-
xCP-1 13 8 97 169 279 347 356
aCP-2 13 81 97 169 288 356 366
«CP-3 13 81 97 169 260 328 339
aCP-4
17 B5 101 173 240 308 403
hnRNP K
109 142 214 289 315 385 454 483
38 382

Figura 22.- El dominio KH. A) Representacion esquematica de la posicion de los dominios KH presentes
en los miembros de la familia humana de las PCBP. El rectangulo verde simboliza el dominio Kl (K
protein interactive region), y el rojo, la sefial KNS (hnRNP K nuclear shuttling domain) de transporte al
nucleo. Los numeros indican las posiciones de los diversos elementos mostrados. B) Estructura
tridimensional del domino KH mas préoximo al extremo C-terminal de la hnRNP K. Se han indicado los
extremos N- y C-terminales. Imagenes modificadas de Makeyev y Liebhaber, 2002 (A) y Grishin, 2001
(B).
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La hnRNP K o proteina K, ademas de ser el miembro tipo de las proteinas KH,
es también un miembro representativo de las proteinas de union a policitosina o PCBP
(Poly(C)-Binding Proteins). Las PCBP constituyen una familia de proteinas que se
unen a acidos nucléicos, caracterizadas por su capacidad de interaccionar con
homopolimeros de poliC (Makeyev y Liebhaber, 2002). En células de mamifero se han
identificado hasta el momento 5 miembros, concretamente la hnRNP Ky las PCBP1 a
4 (también conocidas como aCP-1 a 4; las PCBP1 y 2 son denominadas igualmente
como hnRNP E1 y E2, respectivamente). Estas proteinas PCBP estan relacionadas
evolutivamente y presentan una disposicion comun de tres moédulos KH: dos
consecutivos en el extremo N-terminal, una region intermedia de longitud variable y un
tercer dominio KH mas separado de los dos anteriores (Fig. 22 A; Makeyev y
Liebhaber, 2002). Las PCBP son particularmente polifacéticas, participando en un
amplio espectro de mecanismos de regulacién génica, desde el control transcripcional
(Choi et al., 2009) a diversas operaciones de regulacion postranscripcional, como
procesamiento de intrones, corte y poliadenilacion, control traduccional, etc. (Makeyev
y Liebhaber, 2002; Ji et al., 2011 b; Liu y Szaro, 2011; Cao et al., 2012; Naganuma et
al., 2012).

S ————88)
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P P
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Figura 23.- Esquema de la cascada de activacion de la quinasa ERK. hnRNP K interviene tanto en la
transduccion de la sefial mediante fosforilacion al CTD (Carboxyl Terminal Domain) de la RNA
polimerasa Il, como en la sintesis, splicing y estabilidad del pre-mRNA del gen EGR-1, y en su posterior
transporte al citoplasma. Imagen modificada de Mikula y Bomsztyk, 2011.
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Las PCBP son igualmente versatiles considerando los procesos bioldgicos en
los que estan involucradas, como la eritropoyesis, la sintesis de colageno, regulacion
de la actividad de los telémeros, apoptosis, control del ciclo celular mediado por la
proteina p53, axonogénesis Yy diferenciacion neuronal, desarrollo de células
germinales, etc. (Makeyev y Liebhaber, 2002; Du et al., 2004; Thiele et al., 2004;
Deshpande et al., 2006; Liu et al., 2008; Cao et al., 2012). Las funciones bioldgicas de
las PCBP aun se diversifican mas por su capacidad de unirse al DNA y actuar como
reguladores transcripcionales (Choi et al., 2009). Por ejemplo, la hnRNP K se une a los
promotores de los genes humanos c-myc o BRCA1, entre otros, activando su
transcripcion (Choi et al., 2009), aunque también puede actuar como represor (Da
Silva et al., 2002). Por ultimo, se han verificado interacciones entre PCBP como
hnRNP K o PCBP1 y quinasas del tipo MAPK, mediante las cuales se transmiten
sefales que gobiernan las posteriores interacciones entre las PCBP y sus sustratos de
acidos nucléicos, asi como con otros polipéptidos con los que interactuan. Por ello las
PCBP se han comparado con plataformas de integracion de los mecanismos de
sefializacion celular y el metabolismo de los acidos nucléicos (Fig. 23; Makeyev y
Liebhaber, 2002; Meng et al., 2007; Mikula y Bomsztyk, 2011).

1.6.- GENES KH EN Arabidopsis

En Arabidopsis existen 26 genes que codifican proteinas con dominios KH (Lorkovi¢ y
Barta, 2002), de los cuales sélo unos pocos se han caracterizado funcionalmente. RIK
(RS2-Interacting KH protein) es una proteina nuclear expresada en el SAM con un
unico motivo KH y un dominio helicasa. RIK fue identificada por su interaccién en el
sistema de doble hibrido de levaduras con el factor de transcripcion ASYMMETRIC
LEAVES1 (AS1), por lo que se especula con un papel en la represion que AS1 ejerce
sobre los genes de tipo KNOX meristematicos (Phelps-Durr et al., 2005).
Recientemente, se identific6 RCF3 (REGULATOR OF CBF GENE EXPRESSIONQ),
un gen con 5 motivos KH implicado en la tolerancia frente al choque térmico (Guan et
al., 2013). Este gen fue identificado posteriormente como SHINY1 (SHI1) y HIGH
OSMOTIC STRESS GENE EXPRESSION 5 (HOS)), cuyo producto interacciona con
la fosfatasa CPL1 (C-terminal Domain Phosphatase-like 1), que afecta el estado de
fosforilacion del dominio c-terminal (CTD) de la RNA polimerasa I, influyendo tanto en
la transcripcion como en el procesamiento del mRNA de genes relacionados con
estrés abiotico (Chen et al., 2013; Jiang et al., 2013).
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No obstante, el primer gen KH caracterizado funcionalmente fue HEN4 (HUA
ENHANCER4). HEN4 codifica una proteina con 5 dominios KH sin homdlogos
evidentes en animales, involucrada en el desarrollo floral (Fig. 24 I; Cheng et al.,
2003). Su denominacién deriva del hecho de que la mutacién hen4 se identifico tras
una mutagénesis del fondo doble mutante hua?1 hua2 (HUA, flor en chino), donde
incrementa los fenotipos relacionados con la disminucién de funcién C observados en
dicho doble mutante (Fig. 24; Cheng et al., 2003).

HUA1 y HUAZ2 también codifican polipéptidos presuntamente relacionados con
el procesamiento postranscripcional. HUA1 es una proteina a veces referida como
presunto factor de transcripcién y, en ocasiones, como factor de regulacién post-
transcripcional. Lo cierto es que contiene 6 motivos de dedos de zinc de tipo CCCH
cuya funcién no esta clara, pero se halla presente en proteinas que actuan sobre pre-
mRNA en el nucleo (Li et al., 2001). Por su parte, HUA2 codifica un polipéptido con un
dominio RPR (Regulation of nuclear pre-mRNA; Chen y Meyerowitz, 1999).

FCTKETTKH] | | [ KA [] KH | [ KH [ HEN4

Figura 24.- Fenotipos causados por las mutaciones hua1, hua2 y hen4. Las flechas indican 6rganos del
tercer verticilo. A) Flor silvestre Ler. B) Flor huat1 hua2-1. C-E) Flores tempranas, intermedias y tardias,
respectivamente, de plantas triples mutantes hua1 hua2-1 hen4-1. Se han indicado los érganos de tercer
verticilo de posiciones medias (flechas blancas) y laterales (flechas negras). F) Flor temprana del
genotipo hua1 hua2-1 hen4-2, con transformaciones homedéticas a pétalo en el tercer verticilo. G) Flor del
mutante hua1 hen4-1, con fenotipo silvestre. H) De izquierda a derecha, gineceo de una flor huat hua2-
1, gineceos de flores hua1 hua2-1 hen4-1 temprana y tardia, respectivamente, y gineceo de una flor
temprana de genotipo huat hua2-1 hen4-2. Los dos Ultimos poseen un gindforo alargado (triangulos
blancos). I) Diagrama de la proteina HEN4 con los cinco dominios KH, donde también se ha indicado la
sefial de localizacion nuclear (rectangulo negro). Imagenes tomadas de Cheng et al., 2003, con
modificaciones.

Los mutantes simples y varias combinaciones dobles carecen de fenotipos
visibles o resultan muy sutiles, salvo el caso de huat hua2, requiriendo combinaciones

de orden superior para apreciar su efecto (Fig. 24; Chen y Meyerowitz, 1999; Li et al.,
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2001; Cheng et al., 2003). Un caso claro de redundancia funcional entre genes
estructuralmente no relacionados. La acumulaciéon de mutaciones hua, hua2 y hen4
produce transformaciones homedticas de érganos florales y defectos de determinacion
del meristemo floral como resultado de la disminucién progresiva de los niveles del
mRNA de AG, acompanada de la acumulacion de transcritos aberrantes con
secuencias intrénicas. Ademas, HUA1 presenta afinidad in vitro por el pre-mRNA de
AG e interacciona fisicamente con HEN4. Por tanto, se les asigndé un papel en el
procesamiento postranscripcional del pre-mRNA de AG, particularmente de su intrén 2
de gran longitud (Cheng et al., 2003).

Posteriormente, también se identific6 HUA2 como un factor regulador de la
transicion floral (Doyle et al., 2005; Wang et al., 2007). Curiosamente, ejerce tal accién
activando la expresion del mMRNA de FLC y de otros genes MADS-box de su grupo
monofilético, como FLM (FLOWERING LOCUS M), también represores de la floracion,
los cuales comparten con AG la presencia de un intron inusualmente grande en
plantas, por lo que se hipotetiz6 un mecanismo comun para su procesamiento (Doyle
et al., 2005).

En la seccion 11.3.2 se menciond brevemente FLK como uno de los
componentes de la ruta auténoma de floracién. FLK codifica un polipéptido de
localizacion nuclear con tres motivos KH relacionado con el grupo PCBP de
ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNP; Fig. 25; Lim et al., 2004,
Mockler et al., 2004). Su pérdida de funcidon conlleva retraso en la floracion,
principalmente ocasionado por la desregulacién de FLC, de lo que se deduce su papel

como inductor de la transicién reproductiva (Lim et al., 2004; Mockler et al., 2004).
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Figura 25.- Esquema de las proteinas PEP y FLK, y de sus presuntos ortélogos en arroz. Las proteinas
de Arabidopsis se muestran en color verde, y las de arroz en naranja. Los rectdngulos morados
representan los dominios KH en las posiciones relativas donde se encuentran dentro de cada
polipéptido. Los numeros indican los tamafios en aminoacidos.
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El gen PEPPER (PEP), inicialmente caracterizado en nuestro laboratorio
(Ripoll, 2004; Ripoll et al., 2006), también codifica una proteina con tres motivos KH
con la misma configuracion que FLK y el resto de las PCBP. Ambos paralogos, FLK'y
PEP, presentan un 42,4% de similitud respecto a sus secuencias aminoacidicas y
poseen presuntos ortélogos en arroz (Fig. 25; Ripoll et al., 2006). Se comprobé que
PEP ejerce funciones que afectan al desarrollo vegetativo. Pero ademas, los estudios
previos proporcionaron numerosos indicios que sugieren la implicacion de PEP en
distintos procesos del desarrollo reproductivo (Ripoll, 2004; Ripoll et al., 2006; datos no

publicados).

I.7.- ANTECEDENTES

Ademas de ciertas alteraciones en las hojas vegetativas y el patron de filotaxia (Ripoll,
2004; Ripoll et al., 2006), los mutantes pep manifiestan algunas alteraciones sutiles en
el desarrollo del pistilo, destacando la presencia de carpelos supernumerarios, aunque
con muy baja penetrancia. No obstante, la mutacién pep incrementa la intensidad del
fenotipo de los mutantes clv, sugiriendo un papel en la funcidén del meristemo floral
(Fig. 26; Ripoll et al., 2006). Y, como cabria esperar de una funcién génica implicada
en la morfogénesis floral, PEP se expresa activamente en el meristemo floral y en los
organos florales en desarrollo, incluyendo carpelos y estambres (Fig. 27; Ripoll et al.,
2006). Ademas, posteriormente se expresa en los 6vulos y en los granos de polen
(Fig. 27; Ripoll et al., 2006).

Figura 26.- Fenotipos de los mutantes dobles clv pep. A) Frutos
representativos del mutante c/v3-2 introgresado en un fondo Col-0, y sin
la mutacion er. B) Frutos del doble mutante c/v3-2 pep-4 que aparecen
| doblados e hinchados. C) Frutos representativos de plantas con la
mutacion clv2-1, introgresadas en un fondo Col-0 y que carecen de la
mutacion er, donde se observan valvas extra cortas. D) Frutos del doble
mutante clv2-1 pep-4 cuya regién apical se muestra engrosada y
doblada, y las valvas estan arrugadas. E-H) Magnificacion de la porcién
I apical de los frutos c/v2-1 mostrada en el panel C (E y F), y de los frutos
clv2-1 pep-4 mostrados en el panel D (G y H). Barras de escala: 1 mm
(A-D) y 100 pm (E-H). Imagenes tomadas de Ripoll et al., 2006.
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La falta de fenotipos conspicuos en los mutantes nulos pep sugiere la
existencia de redundancia funcional con otras actividades génicas representadas por
paralogos cercanos, o bien por genes estructuralmente diversos, como ocurre durante
el control del MRNA de AG, efectuado por genes que codifican proteinas con distintos
dominios de unién a RNA y cuyos mutantes simples de pérdida de funcién carecen de
fenotipo visible alguno (Chen y Meyerowitz, 1999; Li et al., 2001, Cheng et al., 2003).
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Figura 27.- Visualizacion de la expresion de PEP en plantas silvestres (Col-0) mediante el uso de la
construccion PEP::GUS. A) Corte longitudinal de una flor de estadio 3 donde se observa una coloracion
intensa en el meristemo floral (MF). B) Corte longitudinal de una flor de estadio 6, con una clara
expresion en los primordios de sépalo (s) y de carpelo (c). C) Corte longitudinal de un pistilo con sefial en
las valvas y también en los 6vulos (ov). D) Corte transversal de una flor. Se puede observar la expresion

de PEP en el pistilo, y también en las anteras, asi como en los granos de polen. Los sépalos estan mas
intensamente tefidos en la superficie adaxial. Barras de escala: 10 um (A) y 50 um (B, C y D).

Algunos de los factores que operan durante la morfogénesis floral, como HUA2,
también desempefan un papel previo regulando positivamente a genes represores de
la transicion floral, sefialando su multifuncionalidad. Los mutantes flk, al margen del
retraso en el tiempo de floracion, carecen de fenotipos morfoldgicos, a pesar de
expresarse en todos los érganos de la planta (Lim et al., 2004; Mockler et al., 2004),
por lo que también resulta factible que algunos efectos de su falta de funcion se
encuentren compensados por otras actividades génicas. FLK y PEP codifican
presuntas hnRNP de tipo PCBP. Es caracteristico de este grupo de proteinas su
versatilidad funcional respecto a las distintas etapas de la expresion génica y los
numerosos procesos del desarrollo en los que participan (Makeyev y Liebhaber, 2002).
Por tanto, resultaba verosimil que la hipotética multifuncionalidad de PEP y FLK

reflejara esta cualidad de las PCBP en plantas.

39



UNIVERSITA
Miguel
Hernandez




lll.- OBJETIVOS



UNIVERSITA
Miguel
Hernandez




lil.- OBJETIVOS

Cada vez es mas evidente que la regulacion de la expresion genética es el resultado
de numerosas acciones coordinadas e interconectadas (transcripcion, procesamiento
del RNA, transporte, estabilidad, etc.) que contribuyen a modular las respuestas del
organismo frente a fluctuaciones internas (desarrollo) o medioambientales. En
organismos sésiles como las plantas, esta propiedad resulta crucial, y una manera de
contribuir al conocimiento de los mecanismos implicados es el estudio de actividades
génicas potencialmente capacitadas para intervenir en ellos, como son las proteinas
con dominios multifuncionales de union a RNA.

Nos planteamos estudiar la incidencia del gen PEP en distintos procesos y
etapas del desarrollo reproductivo, particularmente la transicion reproductiva y la
morfogénesis floral. Utilizando PEP como eje central de nuestro trabajo, pretendemos
contribuir a esclarecer si presuntas proteinas de union a RNA del tipo PCBP, como
PEP y FLK, despliegan una variada gama de acciones durante el desarrollo de
Arabidopsis, tal como ocurre en los metazoos. Sus funciones pueden estar
enmascaradas por efectos de solapamiento funcional. ;Se restringe dicha
redundancia a genes paralogos o incluye genes no relacionados estructuralmente?

Con estas premisas establecimos los siguientes objetivos:

1. Comprobar si PEP desempefna un papel en el control del tiempo de floracion y
desentrafiar de qué manera lo lleva a cabo.

2. Examinar la posible relacién de redundancia funcional de PEP con su paralogo FLK
respecto al control de la transicion floral.

3. Analizar la relacién molecular entre PEPy FLK.

4. Comprobar la influencia de PEP durante la morfogénesis floral, particularmente la
determinacion del meristemo floral y la identidad de carpelos y estambres, mediante
el analisis genético y molecular de combinaciones mutantes con alelos de genes
involucrados en el mantenimiento del gen AG de funcién C.

5. Analizar el efecto de la actividad PEP sobre la expresién del gen AG, asi como de
otros genes relacionados con los procesos de morfogénesis floral en estudio.

6. Verificar si la proteina PEP interacciona fisicamente con otras proteinas
involucradas en el procesamiento del pre-mRNA de AG.

7. Comprobar la posible implicacién del gen FLK en la morfogénesis floral, su

interaccion con PEP y con otras actividades de union a RNA.
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8. Debido a su expresion en 6vulos y granos de polen, realizar un estudio preliminar
sobre la participacion de PEP, junto con otras actividades génicas de unién a RNA,
en etapas del desarrollo reproductivo posteriores a la formacién de los 6rganos
florales

9. Proponer un modelo de accion molecular para PEP.
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IV.- RESULTADOS

IV.1.- CAPITULO 1. EL GEN PEP ES UN REGULADOR DE LA TRANSICION
FLORAL

Como se ha descrito previamente, el gen PEP codifica una proteina con tres motivos
KH, la misma configuracion que el producto de FLK, su paralogo mas cercano (Lim et
al., 2004; Mockler et al., 2004; Ripoll et al., 2006), el cual a su vez también se expresa
en las hojas vegetativas, en la flor y en la silicua (Mockler et al., 2004). Asi pues,
resultaba verosimil que pudiera existir redundancia funcional entre ambos productos,
tanto respecto a la transicion reproductiva como en relaciéon a la morfogénesis de la

flor.

IV.1.1.- Las mutaciones pep rescatan el fenotipo de floracién tardia de las

plantas flk

Con objeto de revelar un presunto solapamiento funcional entre FLK y PEP,
construimos los dobles mutantes flk-2 pep-4 y flk-2 pep-2 en un fondo genético
homogéneo Columbia (Col-0). Tanto flk-2 (a partir de ahora, por simplicidad, flk) como
pep-4 son alelos recesivos con pérdida completa de su funcion (Mockler et al., 2004;
Ripoll et al., 2006). Por otro lado, pep-2 es un alelo peculiar que, en algunos aspectos,
presenta fenotipos mas fuertes que un alelo nulo, aunque también se trasmite de
manera recesiva, por lo que, muy probablemente, se trata de una mutacion recesiva
interferente o antimorfa recesiva (Strader et al., 2004; Ripoll et al., 2006; Sijacic et al.,
2013). Sin embargo, en términos del tiempo de floracion ambos alelos pep se
comportan de manera equivalente (ver mas adelante).

El analisis preliminar de los dobles mutantes flk pep no nos permitié advertir
ninguna alteracion morfolégica de relevancia en sus flores. No obstante, detectamos
un comportamiento llamativo respecto al tiempo de floracion. Como se habia descrito
(Mockler et al., 2004), las plantas flk florecieron tarde en condiciones de dia largo (LD,
Long Day; Fig. 28). Por contra, los mutantes simples pep mostraron fenotipos de
floracion sutilmente adelantados respecto a su ancestro silvestre (Fig. 28 B). Sin
embargo, comprobamos que sorprendentemente las mutaciones pep eran capaces de

rescatar el fenotipo de floracion tardia de flk en condiciones de dia largo, aunque no
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completamente, probablemente debido a la redundancia de PEP con actividades
geénicas adicionales.

El rescate parcial de la floracién tardia de flk también ocurrié en régimen de dia
corto (SD, Short Day; Fig. 28 B). En estas condiciones, los ensayos se detuvieron a los
100 dias desde la siembra, como habian procedido otros autores (Lim et al., 2004;
Mockler et al., 2004), por lo que muchos individuos flk no florecieron en dicho periodo.
Por tanto, nuestros resultados en dia corto (Fig. 28 B), de hecho, incluyen datos de un
numero limitado de plantas flk, claramente infravalorando las diferencias entre flk y el
resto de los genotipos. En suma, estos datos indican que PEP se comporta como un

regulador negativo de la floracién, actuando de manera opuesta a FLK.

Figura 28.- Las mutaciones pep
rescatan el fenotipo de floracién
lenta de flk. A) Plantas
silvestres (WT) y mutantes flk,
flk pep-2 y flk pep-4 de 40 dias
de edad, cultivadas en
condiciones de dia largo (LD).
Barra de escala: 5 cm. B)
Medidas del tiempo de floracion,
tanto en dias como en numero
de hojas vegetativas en el
momento en que se detecta el
inicio del tallo de inflorescencia.
SD: dia corto; LD: dia largo. Las
flk pep-2 UYLl horras de  error indican la

desviacion estandar (DE, n240).
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IV.1.2.- La sobreexpresion de PEP recuerda a los mutantes de pérdida de funcion

de la ruta autébnoma

Con objeto de confirmar que PEP desempefia un papel como represor de la floracion,

decidimos estudiar también el efecto de su ganancia de funciéon por sobreexpresion.
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Para ello, empleamos lineas transgénicas con la secuencia del cDNA de PEP bajo el
control del promotor constitutivo de origen viral 35S (Cauliflower Mosaic Virus; Fang et
al., 1989), obtenidas con anterioridad en nuestro laboratorio (35S::PEP; Ripoll, 2004;
Ripoll et al., 2009). Las plantas homocigoéticas 35S::PEP no mostraron fenotipos
morfolégicos de consideracién. Por el contrario, exhibieron un retraso en la transicion
floral (Figs. 29 A y B y resultados no mostrados). Es mas, los individuos 35S::PEP
respondieron activamente a los ensayos de vernalizacién y tratamientos con
giberelinas (GA; Fig. 29 B), y en dia corto también mostraron retraso en la floracion
respecto a la estirpe silvestre (Fig. 29 C). Todas estas facetas son tipicas de los
mutantes de pérdida de funcion de los genes de la ruta inductiva autbnoma, cuya
principal funcién en el plano molecular consiste en suprimir la expresiéon del gen FLC,
el principal represor de la floracién (Quesada et al., 2005; letswaart et al., 2012). Por el
contrario, ciertos inhibidores de la floracidon pueden aumentar la expresion de FLC
(Sung y Amasino, 2005).

355::PEP Figura 29.- La sobreexpresion
de PEP retrasa la floracion. A)
Plantas de 27 dias de edad
representativas del silvestre
(WT, izquierda) y de individuos
con la construccion 35S::PEP
(derecha). Barra de escala: 3
cm. B) Tiempo de floraciéon en
condiciones de dia largo (LD)
de plantas 35S::PEP,
incluyendo el efecto de los
tratamientos con vernalizacion
y con GA. C) Tiempo de
floracion de 35S::PEP en
condiciones de dia corto (SD).
Las barras de error en los
paneles B y C indican la
desviacion estandar (DE, n =

% 20 -g 40). Medidas de los niveles de
. 15 - expresion del mRNA de FLC
; ; (D) y FT (E) mediante qPCR
g 10 g en el silvestre y en distintos
S 5 - fondos mutantes. Barras de

error: DE.
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Por consiguiente, analizamos nuestros mutantes en relaciéon a los niveles de
transcrito de FLC mediante RT-PCR cuantitativa (QPCR). En el momento de la
extraccién de RNA (plantas de 8 dias), el nivel de FLC era relativamente bajo en el
silvestre y aun inferior en los mutantes pep (Fig. 29 D y datos no mostrados). Estos
resultados son coherentes con el hecho de que el mMRNA de FLC fuera indetectable en
plantas Columbia de edad similar mediante hibridacién northern (Michaels y Amasino,
1999). Como era de esperar (Lim et al., 2004; Mockler et al., 2004), se registré un nivel
elevado del transcrito de FLC en las plantas flk (Fig. 29 D). Es notorio que las plantas
que sobreexpresaban PEP también mostraran un claro incremento de los niveles de
mRNA de FLC comparados con los del silvestre, en clara correspondencia con su
fenotipo de floracion tardia (Fig. 29 D). Cabe destacar la disminucién de los niveles
relativos del transcrito de FLC en flk pep-4, con respecto a las plantas flk, aunque no
hasta un nivel propio del silvestre (Figs. 29 D y 31 B). Este dato es muy consistente

con el rescate parcial propiciado por las mutaciones pep (Fig. 28).
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Figura 30.- La mutacion flc-3 es epistatica sobre la sobreexpresion de PEP. A) Tiempo de floracion en
condiciones de dia largo. Las plantas silvestres (WT), pep-4 y 35S::PEP se corresponden con un grupo
de muestras diferente al mostrado en figuras anteriores. Barras de error: DE (n = 40). B) Plantas de 24
dias de edad representativas de los genotipos flc-3 35S::PEP (izquierda), 35S::PEP (centro) y flc-3
(derecha). Barra de escala: 3 cm.

Para reforzar estas observaciones medimos los niveles de expresion del gen

integrador FT, el cual es objeto de represidn transcripcional directa por parte de FLC
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(Helliwell et al., 2006; Lee et al., 2006; Searle et al., 2006). Como se muestra en la Fig.
29 E, los niveles de FT aumentaron en el mutante pep-4 mientras que descendieron
abruptamente en los individuos 35S::PEP, correlacionandose de manera inversa con
los niveles de FLC en los mutantes de pérdida y ganancia de funcion de PEP,
respectivamente (Fig. 29 D).

A la vista de los resultados anteriores, PEP debiera ya considerarse como un
regulador positivo de FLC. No obstante, para corroborar este papel de PEP
analizamos las interacciones genéticas entre el alelo nulo flc-3 (Michaels y Amasino,
1999) y la construccion 35S::PEP. La ausencia total de funcion del gen FLC
unicamente genera un sutil adelanto de la transicion floral, a pesar de lo cual resulta
epistatica sobre el fenotipo de floracion tardia provocado por los alelos dominantes
FRI, asi como sobre las mutaciones de pérdida de funcién de los genes de la ruta
autonoma (Michaels y Amasino, 2001). Como se muestra en la Fig. 30 A, las plantas
pep-4, flc-3 y flc-3 pep-4 florecieron al mismo tiempo que las silvestres, o sélo algo
mas rapido. Sin embargo, lo mas llamativo fue comprobar que también las plantas flc-3
35S::PEP florecen como la estirpe silvestre. El fenotipo de floracién tardia provocado
por la sobreexpresion de PEP fue virtualmente suprimido en el fondo flc-3 (Fig. 30), lo
que indica que la influencia de PEP sobre la transicion floral se debe principalmente a

su efecto estimulador de la expresion de FLC.

IV.1.3.- PEP coopera con HUA2 activando a FLC

La recuperacion incompleta del tiempo de floracion en los dobles mutantes flk pep
plantea la cuestion acerca de la naturaleza de presuntas actividades génicas
adicionales y redundantes con PEP. Uno de estos factores podria ser HUA2, una
proteina con un dominio RPR involucrada en el procesamiento del trascrito de AG y
que, por tanto, afecta a la morfogénesis de los érganos florales (Chen y Meyerowitz,
1999; Cheng et al., 2003). HUA2 también opera en la regulacion del tiempo de
floraciéon y afecta al desarrollo vegetativo (Doyle et al., 2005; Wang et al., 2007).
Aunque las mutaciones hua2 inducen solamente una floracién sutiimente precoz
(como ocurre con pep), rescatan parcialmente el fenotipo de floracién tardia causado
por FRI 'y por algunas mutaciones en genes de la ruta autobnoma mediante la reduccién
de los niveles de FLC (Doyle et al., 2005).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, utilizamos un teérico alelo nulo de T-
DNA de hua2 en fondo Col-0 (hua2-4), disponible en ese momento (Doyle et al.,

2005), para construir diversas combinaciones mutantes. Como se habia descrito
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previamente, las plantas hua2-4 florecieron sélo algo mas temprano que el silvestre.
No obstante, el tiempo de floracion de los individuos flk se redujo considerablemente al
sumarles la mutacién hua2-4 (Fig. 31 A), a semejanza de lo ocurrido con los dobles
mutantes flk pep (Fig. 28). Esto estad en consonancia con observaciones previas
respecto a combinaciones mutantes Id hua2 y fpa hua2 (Doyle et al., 2005). Ademas,
el retraso de flk se mitigd aun mas en el triple mutante flk hua2-4 pep-4 hasta casi
alcanzar valores silvestres (Fig. 31 A), en consonancia con la idea de que PEP y

HUA2 desempenan labores cooperativas en este aspecto del desarrollo.

A 35- Figura 31.- La pérdida de HUA2 también
rescata a flk. A) Tiempo de floracién en
a 30 condiciones de dia largo. Los individuos
E 25 silvestres (WT), pep-4 y flk forman parte
g 20 de un grupo distinto de muestras a los
o expuestos en figuras anteriores. Barras
5 19 de error: DE (n = 40). B) Andlisis
E 10 l mediante gqPCR del mRNA de FLC en
Z 5 ! ! plantas silvestres (WT) vy diversas
0 estirpes mutantes. Barras de error: DE.
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Validamos nuestros datos genéticos mediante estudios de expresion de FLC
(Fig. 31 B). Como en el caso de las plantas pep-4, los niveles de transcrito de FLC
disminuyeron considerablemente en los mutantes hua2-4 con respecto al silvestre.
Asimismo, comparadas con el mutante simple flk, la expresion de FLC descendi6
claramente en las plantas flk pep-4 y flk hua2-4. Notablemente, los niveles de mRNA
de FLC fueron incluso inferiores en el triple mutante flk hua2-4 pep-4, en perfecta
sintonia con nuestros datos genéticos. De hecho, la pérdida simultanea de las
actividades de ambos genes activadores de FLC en un fondo flk produce un efecto
sinérgico, lo que genera un gran descenso en la expresion de FLC, incluso por debajo
de los niveles silvestres (Fig. 31 B).

Nuestros resultados indican que PEP y HUAZ2 cooperan retrasando la transicion

floral mediante la activacion de FLC, aunque se requeririan experimentos adicionales
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para dilucidar si ambos productos geénicos actuan independientemente o no. En
cualquier caso, ya que las mutaciones hua2 también interaccionan con otros mutantes
de floracion lenta distintos a aquellos que afectan a la ruta autonoma (Doyle et al.,
2005), seria concebible que PEP también actuara en otras vias de control de la
floracion. Para responder parcialmente a esta cuestion se utilizd el mutante de
fotoperiodo constans (co; Koornneef et al., 1991). El doble mutante co pep no mostré
diferencia alguna respecto al fenotipo de floracion tardia del mutante simple co
(resultados no mostrados). Esto sugiere que PEP no interviene en la ruta del
fotoperiodo o, alternativamente, que su funcion queda oculta por actividades génicas

redundantes.

IV.1.4.- PEP y FLK podrian operar en una ruta comun regulando a FLC

Medimos la expresion de PEP y FLK en plantas con la construccion 35S::PEP, asi
como en los mutantes pep y flk. Los niveles del mMRNA de PEP no son particularmente
abundantes en las plantas silvestres (Fig. 32 A), mientras que las plantas pep-4 son
transcripcionalmente nulas (Ripoll et al., 2006). Por el contrario, los individuos
35S::PEP produjeron mucho mas mRNA de PEP que las plantas silvestres (Fig. 32 A).
También medimos la expresion de PEP y FLK en los fondos mutantes flk y pep,
respectivamente (Figs. 32 A y B). No se observaron diferencias significativas que
permitieran concluir que PEP y FLK regulan los niveles de sus transcritos respectivos.
Sin embargo, los datos genéticos y moleculares en relacion a la expresion de
FLC indican que PEP participa en la regulacion del tiempo de floracion como
antagonista de FLK, en paralelo o aguas abajo respecto a éste. Con objeto de
esclarecer este asunto, se introdujo la construccién 35S::PEP en un fondo flk para
medir el tiempo de floracion y los niveles de FLC. Es importante sefialar que se verifico
una solida expresion de PEP en las plantas flk 35S::PEP (no mostrado), eliminando la
posibilidad de supresion del RNA del transgén PEP mediada por secuencias del
promotor virico 35S (Daxinger et al., 2008), también presentes en el T-DNA del alelo
flk (Alonso et al., 2003). Asi pues, si FLK y PEP actuaran independientemente, seria
esperable encontrar efectos aditivos en las plantas resultantes. Por otro lado, si PEP y
FLK operaran en la misma ruta ni el tiempo de floracién ni los niveles de FLC deberian
ser superiores a los del mutante simple flk. Precisamente, nuestros datos mostraron
que tanto los individuos flk como los flk 35S::PEP tenian un comportamiento muy
similar en cuanto al tiempo de floracion (Fig. 32 C). Ademas, la expresion del mRNA

de FLC no se incremento en las plantas flk 35S::PEP respecto a los mutantes simples
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flk (Fig. 32 E). Estos resultados son compatibles con el supuesto de que FLK y PEP

actuen en una misma ruta.
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Figura 32.- FLK y PEP actian de forma independiente respecto a FCA. A) y B) Niveles relativos del
mRNA de PEP y FLK, respectivamente, cuantificados mediante gPCR. C) y E) Medidas de tiempo de
floracién en condiciones de dia largo. Las plantas silvestres (WT), 35S::PEP y flk forman parte de un
grupo muestral diferente al representado en figuras anteriores. Barras de error: DE (n = 40). D) y F)
Niveles relativos del mRNA de FLC determinados mediante gPCR en el silvestre y diversas estirpes

mutantes. Barras de error: DE.

En una via comun, FLK podria reprimir a FLC, al menos parcialmente,
reduciendo la actividad de factores como PEP y muy probablemente otras funciones
génicas redundantes con PEP. No obstante, nuestros datos no permiten descartar la
existencia de funciones independientes de FLK 'y PEP en la regulacién de FLC.

Con el fin de establecer una comparacién con los resultados anteriormente
expuestos, investigamos la interaccion entre FLK y FCA, un gen de la ruta autbnoma
que codifica una proteina con motivos RRM de unién a RNA, crucial en la regulacion
de FLC (Macknight et al., 1997). Cruzamos plantas flk con individuos portadores de un
alelo recesivo fuerte como fca-9 (Page et al, 1999). Las plantas con las dos
mutaciones en homocigosis florecieron extremadamente tarde de un modo aditivo o
incluso sinérgico (Fig. 32 D), siendo el fenotipo de algunas de las plantas fca-9 flk mas

extremo de lo que cabria esperar por la simple adicion de los genotipos parentales. En
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realidad, algunas plantas no llegaron a florecer tras mas de 130 dias desde la siembra,
momento en el que se detuvo el experimento. Esto indica que ambas proteinas de
unién a RNA probablemente promueven la floraciéon independientemente. De hecho,
los niveles de expresion de FLC en las plantas fca-9 flk y fca-9 se correlacionan con
los resultados genéticos de tiempo de floracion (Fig. 32 F), reforzando asi el supuesto
de que ambos genes trabajan en paralelo. Ademas, la respuesta de las plantas fca-9
portadoras de la construccion 35S::PEP también fue aditiva (Fig. 33), en consonancia
con la idea de que también PEP esté actuando sobre FLC independientemente de
FCA.

" 120 Figura 33.- El efecto de la mutacién fca-9 es aditivo
8 100 con respecto a la sobreexpresion de PEP. Tiempo de
o 80 floracion medido en condiciones de dia largo. Las
'g 0. plantas silvestres (WT) y 35S::PEP forman parte de un
. grupo muestral diferente al representado en figuras
£ 40+ anteriores. Barras de error: DE (n = 18)
2 20
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IV.1.5.- La proteina PEP presenta localizacién celular

Los resultados previos de nuestro laboratorio sugieren que PEP podria llevar a cabo
un papel dual promoviendo tanto la transcripcién como el procesamiento de intrones
del nuevo transcrito (Ripoll et al., 2009 y resultados no mostrados), como se ha
comprobado en proteinas PCBP de animales (Makeyev y Liebhaber, 2002; Bomsztyk
et al., 2004; Meng et al., 2007; Mikula y Bomsztyk, 2011). Esta hipotesis implica que
PEP deberia trasladarse al nucleo para desempenar su accion sobre FLC. Dado que
las proteinas de tipo PCBP pueden ejercer numerosas funciones bioldgicas en
distintos compartimentos celulares (Makeyev y Liebhaber, 2002), resultaba necesario
examinar la distribucién de la proteina PEP dentro de la célula.

Con este motivo se realiz6 una fusion traduccional entre las secuencias del
cDNA de PEP y la correspondiente a la proteina verde fluorescente (Green
Fluorescent Protein, GFP), con la cual se transformaron plantas silvestres (seccion
VII.7 de Materiales y Métodos). Las plantas transgénicas 35S::GFP-PEP exhibieron
floracién tardia (Fig. 34 A), reforzando el concepto de PEP como regulador negativo de

la transicion floral. Ademas, cuando se examinaron mediante microscopia confocal las
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raices de las plantulas transformadas, se pudo verificar una acumulacién de la
fluorescencia GFP vy, por tanto, de PEP predominantemente en el nucleo (Fig. 34 B).
Esto es coherente con hipotéticas funciones de PEP durante la regulacidon génica, bien
durante la transcripcién o durante el procesamiento post o cotranscripcional. Es mas,
este resultado es consistente con la localizacién subcelular de FLK (Lim et al., 2004,
Mockler et al., 2004).

Figura 34.- La proteina PEP exhibe localizacion nuclear. A)
Las plantas transgénicas (25 dias de edad) con el vector
vacio 35S::GFP (WT, izquierda) florecen antes que aquéllas
355::GFP-PEP que contienen el gen de fusion 35S::GFP-PEP (derecha).
Barra de escala: 2 cm. B) y C) Imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal de células de raiz de plantas con las
construcciones 35S::GFP-PEP (B) y 35S::GFP (C). La sefal
de la proteina GFP en los nucleos esta indicada con flechas.
Barras de escala: 100 ym.

IV.1.6.- Las proteinas PEP y FLK interaccionan fisicamente

Logicamente, nos preguntamos como seria la interaccién molecular entre PEP y FLK.
Dada su naturaleza y localizacion subcelular comun, no resultaba inverosimil que
ambos polipéptidos KH interactuasen fisicamente. Para verificar esta posibilidad, se
efectuaron ensayos de doble hibrido en levadura (yeast two-hybrid assay; seccion
VII.6.1). Las cepas de levadura que expresan tan sélo FLK como “cebo” (BD-FLK) no
eran viables en ausencia de histidina. Por el contrario, las levaduras que contenian
simultdneamente los plasmidos para la expresion tanto de FLK (BD-FLK) como de la
“‘presa” PEP (AD-PEP) crecieron vigorosamente en dicho medio (Fig. 35 A). Los
resultados de crecimiento de las levaduras se validaron mediante ensayos de actividad
B-galactosidasa (Fig. 35 B; Kippert, 1995). Estos resultados apoyan firmemente que
ambos productos génicos interaccionan directamente, probablemente formando parte

de complejos multiprotéicos comunes.
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Cabe resefiar que no pudimos realizar el ensayo contrario de doble hibrido
(BD-PEP + AD-FLK), dado que la proteina de fusién BD-PEP promueve un activo
crecimiento de las levaduras (no mostrado), indicando que PEP posee una gran
capacidad de autoactivacion. Esta circunstancia encaja con una faceta funcional de

PEP como factor transcripcional.

- -trp - hi
leu - trp - his B 14-
12
10+
8
6
4
2
BO-FLK 0 I ] .
+ BD-FLK + BD-FLK
AD-PEF AD-PEP

N

| FLK-YFPct PEP-YFPnt || PEP-YFPct FLK-YFPnt || PEP-YFPct PEP-YFPnt |

Figura 35.- Interaccion fisica entre FLK y PEP. A) Ensayo de doble hibrido en levaduras (Y2H) donde se
muestra la interaccion entre las proteinas PEP y FLK, deducida mediante crecimiento selectivo en un
medio carente de leucina, triptéfano e histidina (-leu, -trp, -his; izquierda), comparado con un medio sin
leucina ni triptéfano (-leu, -trp; derecha). B) Analisis de la actividad 3-galactosidasa (Kippert, 1995). Las
células de levadura con los plasmidos que expresaban las proteinas de fusion BD-FLK y AD-PEP
mostraron un incremento de la actividad enzimatica de 12,94 veces, en comparacion a aquéllas que sélo
expresaban BD-FLK. Las medidas de la actividad enzimatica se normalizaron con respecto al control
(BD-FLK). C) Ensayos de fluorescencia por complementaciéon bimolecular (BiFC) mediante deteccién de
la sefal correspondiente a la proteina amarilla fluorescente (YFP). Imagenes de microscopia de
fluorescencia de hojas de tabaco en las que se expresan las distintas combinaciones de proteinas de
fusion. Las proteinas fusionadas a la mitad C-terminal de la YFP se indican con letras rojas, mientras que
las proteinas fusionadas a la mitad N-terminal de la YFP aparecen con letras azules. Algunos de los
nucleos en los que se aprecia fluorescencia nitida estan indicados con flechas. Las fotografias fueron
tomadas a las 72 h de la agroinfiltracion. Barras de escala: 40 pm.

A continuacién, realizamos ensayos de fluorescencia por complementacion
bimolecular o BIiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation; seccion VII.6.2)
utilizando hojas de Nicotiana benthamiana para corroborar in planta la interaccion
fisica entre PEP y FLK. La técnica de BiFC permite la visualizacion directa de
interacciones proteicas en células vegetales vivas y permite la visualizacion de la

localizacion intracelular en la que la interaccién tiene lugar. Se basa en el hecho de
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que dos fragmentos no fluorescentes de una proteina que si lo es pueden generar un
complejo fluorescente si se fusionan cada uno de ellos a proteinas que interaccionan
entre si (Kerppola, 2006). Los plasmidos pBJ36-SPYNE y pBJ36SPYCE (Walter et al.,
2004) contienen las secuencias de las porciones N-terminal y C-terminal,
respectivamente, de la proteina amarilla fluorescente o YFP (Yellow Fluorescent
Protein; Griesbeck et al., 2001). Los cDNA de PEP y FLK se clonaron en ambos
plasmidos, en la regiéon N-terminal de cada mitad de la YFP, tras lo cual se
agroinfiltraron hojas de Nicotiana benthamiana para ser observadas mediante
microscopia de fluorescencia (ver Materiales y Métodos).

Como se muestra en las Figs. 35 C y D, la fluorescencia se reconstituye
cuando se infiltran las hojas con construcciones de fusion de FLK y PEP unidas a
mitades complementarias de la YFP. Esta interaccion tiene lugar en ambos sentidos,
es decir, cuando se intercambian las mitades de la YFP clonadas en fase (Figs. 35 Cy
D), lo que refuerza la especificidad de la interaccion. Estos resultados confirman que
PEP y FLK interaccionan fisicamente. Ademas, esta interaccion se produce
eminentemente en el nucleo, lo que es consistente con los datos de localizacién de
cada una de estas proteinas (Lim et al., 2004; Mockler et al., 2004; Ripoll et al., 2009,
esta Tesis). Por afadidura, obtuvimos una sodlida sefal fluorescente infiltrando
simultaneamente con PEP-YFPct y PEP-YFPnt, lo que indica que PEP tiene la
potencialidad de formar homodimeros (Fig. 35 E).

Cuando se agroinfiltraron hojas de Nicotiana benthamiana con las
construcciones que expresan PEP-YFPct o FLK-YFPct junto a la version vacia del
plasmido pBJ36-SPYNE, o bien PEP-YFPnt o FLK-YFPnt junto a la version sin inserto

del plasmido pBJ36SPYCE, no se observé fluorescencia alguna (no mostrado).
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IV.2.- CAPITULO 2. EL GEN PEP PROMUEVE EL CORRECTO DESARROLLO DE
LOS ORGANOS FLORALES Y LA FUNCION DEL MERISTEMO FLORAL

IV.2.1.- Razones y precedentes para el estudio de PEP en relacion a la

morfogénesis floral

En el capitulo anterior se describe la funcion de PEP como antagonista de FLK,
regulando positivamente a FLC y, por tanto, retrasando la transicion floral. Sin
embargo, numerosos indicios experimentales procedentes de nuestro laboratorio y
datos de la bibliografia sugieren que PEP también podria desempefiar funciones
durante el desarrollo de la flor, quizas ocultas por solapamiento con otras funciones
génicas. En primer lugar, su patrén de expresion es perfectamente compatible con
dicha hipédtesis (Ripoll et al., 2006; Fig. 27). Por otra parte, ya se registraron
alteraciones en el pistilo en los mutantes pep originales, como la presencia ocasional
de valvas extra, defectos del cierre apical, etc. (Ripoll et al., 2006).

Como se ha expuesto, PEP y HUA2 colaboran activando a FLC (Doyle et al.,
2005; Ripoll et al., 2009; esta Tesis). HUA2, a su vez, coopera con otras dos
hipotéticas proteinas de union a RNA como HUA1 y HEN4 en la regulacion
postranscripcional de AG, un gen MADS-box estructuralmente relacionado con FLC
(Cheng et al., 2003). Aunque muy distinta de las PCBP, HEN4 también es una
proteina KH. Ademas, al igual que en el caso de PEP, los mutantes simples de pérdida
de funcion huat, hua2 y hen4 carecen de fenotipo propio o es extremadamente sutil,
requiriendo la construccion de combinaciones mutantes multiples para poder apreciar
fenotipos relacionados con la disminucion de la funcién C (Chen y Meyerowitz, 1999;
Cheng et al,, 2003). Por todas estas similitudes y paralelismos, resultaba muy
razonable la conjetura de que PEP pudiera ejercer un papel en la regulacién del

desarrollo floral.

IV.2.2.- Las interacciones genéticas de pep con alelos mutantes hen4, hualy

hua2 sugieren la contribucion de PEP al mantenimiento de la funcién C

Con objeto de iniciar nuestro analisis, procedimos a la construccion de combinaciones
mutantes dobles y de orden superior entre pep y alelos de pérdida de funcién de
HUA1, HUA2 y HEN4. Como se ha indicado, los mutantes simples hua1, hua2 'y hen4

carecen de fenotipos morfolégicos en la flor, al igual que sus combinaciones dobles, a
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excepcion del doble mutante huat hua2 (Chen y Meyerowitz, 1999; Cheng et al.,
2003), como se vera mas adelante. Comenzamos nuestro analisis examinando el
impacto de la pérdida de PEP en los fondos genéticos de efecto hipotéticamente mas

leve, como son los mutantes simples hen4, hua1y hua2.

IV.2.2.1.- El doble mutante hen4 pep

HEN4 es un paralogo de PEP, aunque no cercano (Cheng et al., 2003). A diferencia
del mutante simple hen4-2 (hen4, a partir de ahora), cuya apariencia es absolutamente
silvestre, el doble hen4 pep-4 presenta silicuas como promedio menores que el
silvestre y ambos mutantes simples (Fig. 36 A). Esta caracteristica podria deberse a
una menor fertilidad, como sugiere el menor rendimiento en semillas por planta. Ello
podria estar relacionado con la incidencia ocasional de tenues defectos de cierre

apical del pistilo (datos no mostrados).

wdd

Figura 36.- Fenotipos florales del doble mutante hen4 pep-4. A) Los frutos del doble mutante hen4 pep-4
(derecha), son mas cortos que los del silvestre y el mutante simple hen4, (izquierda y centro,
respectivamente). B) Flor doble mutante con un estambre lateral parcialmente transformado en pétalo,
conservando una region estaminoide de color amarillo (flecha). C) Detalle de otro estambre lateral del
doble mutante, con una transformacion parcial hacia pétalo. D) Micrografia electronica de barrido (SEM)
de la superficie adaxial de una antera transformada parcialmente en pétalo en su porcién apical, mientras
que en su porcion basal retiene identidad estaminoide, incluso con produccion de polen. E) Detalle de la
porcién apical del 6rgano mostrado en (D) donde se aprecian células de marcado caracter petaloide con
forma conica y deposicion de ceras siguiendo un patrén caracteristico de estrias apical-basal. F) Detalle
de la porcion basal del érgano mostrado en (D) donde se observan células tipicas de la superficie adaxial
de antera con un patrén de estrias de ceras mas abigarrado. Barras de escala: 1 mm (A, By C), 100 um
(D)y2um (EyF).
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Pero el rasgo mas llamativo a simple vista fue la aparicion de flores con
estambres petaloides (Figs. 36 B-F), que nunca se presentan en el mutante simple
hen4. Estas conversiones homedticas afectan a un numero discreto de flores (~10%) y
suelen ser de caracter parcial, pudiendo retener el 6rgano afectado evidentes
caracteristicas estaminoides, incluso con produccion de polen (Figs. 36 D y F; ver
seccion 1V.2.2.5). Aun no tratandose de un fenotipo muy ostensible, estos datos son

compatibles con la hipétesis de partida.

IV.2.2.2- El doble mutante hua1 pep

La pérdida de funcion de HUA1, al igual que en el caso de HEN4, carece de cualquier
rasgo morfolégico mutante apreciable (Chen y Meyerowitz, 1999; Cheng et al., 2003).
Sin embargo, el efecto de la introduccion de la mutacién pep-4 en el fondo huat-1
(huat a partir de ahora) se aprecia desde etapas tempranas del desarrollo de la
planta. Asi, la roseta huat pep-4, en contraposicion al silvestre y los mutantes simples,

es mas pequefa y con hojas puntiagudas (Fig. 37).

Figura 37.- Fenotipo de huat pep-4 en la
roseta. Plantas de 11 dias. Las rosetas de los
mutantes simples hual y pep-4 son
indistinguibles de una silvestre, mientras que
en hual pep-4 son de menor tamafio y sus
hojas més jovenes son puntiagudas en lugar
de redondeadas, con las posiciones de los
hidatodos mas marcadas. Barra de escala: 1
mm.

~ huat pep-4

En las flores de los individuos hual pep-4 es notable la aparicion de
transformaciones homeoticas petaloides en los 6rganos del tercer verticilo, siendo
bastante mas abundantes (~40%) y, como promedio, mas fuertes que en el caso del
doble mutante hen4 pep-4 (Fig. 38 A). En cuanto a los pistilos y frutos, éstos
presentaban un amplio rango de fenotipos, desde silicuas de tamano y morfologia

similar al silvestre hasta tamafos muy reducidos (Fig. 38 B).
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Figura 38.- Fenotipos florales en el doble mutante hua? pep-4. A) Flor doble mutante en la que se han
eliminado manualmente varios 6rganos externos para revelar la presencia de transformaciones
petaloides en el tercer verticilo (flechas), donde también se aprecian estambres normales con anteras
amarillas funcionales. B) De izquierda a derecha se muestran una silicua silvestre, un fruto huat, y un
pistilo huat pep-4, respectivamente. C) Porcion apical de un gineceo huat pep-4, donde se aprecia un
notorio defecto de cierre apical (flecha) y reduccion de estilo y estigma. D) Gineceo huat pep-4 corto,
arrugado, sin apenas estilo ni estigma y con una valva extra. E) SEM de la porcién apical de un fruto
doble mutante con 3 valvas en las que se observan rugosidades y diversas células de gran tamafio.
Obsérvese que, aunque el estigma es conspicuo, no se aprecia una region de estilo. F) Detalle (SEM) de
la superficie abaxial de una valva hua1 pep-4 con células de tamafos muy diversos, todas ellas cubiertas
con estrias de ceras epicuticulares, donde destaca una célula de gran tamafo que recuerda a las células
gigantes de sépalo. G) Superficie abaxial de una valva silvestre, con células regulares, ordenadas y lisas.
H) Porcion apical de un sépalo silvestre, con células gigantes caracteristicas. 1) Detalle de la superficie
abaxial de un sépalo silvestre, cuyas células muestran las mismas caracteristicas que las del gineceo
hua1t pep-4 mostrado en (F). Barras de escala: 1 mm (A, B, Cy D), 100 um (Ey H)y 10 um (F, G e I).

Numerosos pistilos (~50%) mostraban apertura apical (defectos de cierre
apical) y una importante proporcion (~80%) con una gran reduccion de estilo y
estigma. (Figs. 38 C-E). Estas alteraciones pueden comprometer el éxito de la
polinizacién y la posterior fertilizacion, lo que podria contribuir a la disminucién de
tamafo que, como promedio, presentan sus frutos. Ademas, en muchos de estos
casos, llamaba la atencion la porcion apical de los pistilos al adquirir los carpelos una
morfologia puntiaguda reminiscente de 6rganos filoides como los sépalos (Fig. 39 B).
Mediante el uso de microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron Microscopy,
SEM) pudimos observar carpelos arrugados, con células de tamafios muy variables,
con estrias generadas por depdsitos de ceras, y células alargadas gigantes (Figs. 38 E

y 38 F). Estas caracteristicas son propias de sépalo (Bowman, 1993; Roeder et al.,
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2010; Roeder et al., 2012) y sugieren distintos grados de transformacion homeotica
parcial de carpelo a sépalo.

Por otra parte, registramos un aumento de la presencia de carpelos
supernumerarios (valvas extra, 40%) como sintoma de pérdida de determinacién del
meristemo floral (Fig. 39 A). Esta pérdida de determinacion se reflejéo con mas fuerza y
claridad en los fenotipos “flor dentro de flor’. En una fraccion de las flores hua1 pep-4
aparecen organos Yy verticilos adicionales en el interior del cuarto verticilo (Figs. 39 B-
E). Muchos de estos érganos florales adicionales presentaban largos ginoforos vy
caracteristicas sepaloides o mixtas carpelo-sépalo, de algun modo reproduciendo lo

sucedido en el cuarto verticilo (Fig. 39 C).

I e I -
M

Figura 39.- Indeterminacion del meristemo floral en huat pep-4. A) SEM de un fruto con 4 valvas. B)
Gineceo en el cuarto verticilo formado por 4 valvas u 6rganos con regiones apicales puntiagudas y
blanquecinas (flecha amarilla). Este verticilo esta sustentado por un largo ginéforo (flecha blanca). De su
interior surge un nuevo verticilo de 6rganos que reproducen las caracteristicas anteriores, con rasgos
mixtos sépalo-carpelo. C) La misma estructura mostrada en (B) tras eliminar los érganos del cuarto
verticilo, apreciandose un largo ginéforo. D) Gineceo del que se ha eliminado una valva, donde se
observa una nueva estructura en su interior con células estigmaticas en el margen. E) Pistilo con ginéforo
alargado, y 6rganos florales adicionales en su interior. Barras de escala: 100 ym (A)y 1 mm (B, C, Dy E).

Todas estas observaciones de conversiones homeoticas de estambre a pétalo
y de carpelo a sépalo, asi como los sintomas de perdida de determinacion del
meristemo floral, favorecen la idea de que la pérdida de la actividad génica PEP

compromete la funcién C en un fondo mutante huaf.

IV.2.2.3.- Estudio de las plantas hen4 hua1 pep/+

A continuacion, nos propusimos estudiar el triple mutante hen4 hual pep-4. Sin
embargo, tras reiterados intentos, fuimos incapaces de aislar individuos con este
genotipo a partir de distintos tipos de familias segregantes para uno o varios de estos

tres genes, concluyendo que el triple mutante hen4 hua1 pep-4 es letal. Ello indica que
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PEP es vital en el fondo genético hen4 hua1. Esto es muy interesante, pues el doble
mutante hen4 hua1 es completamente viable y descrito como fenotipicamente silvestre
(Cheng et al., 2003). Resulta aun mas llamativo, por tanto, el impacto producido por la
reduccion de PEP en el fondo hen4 hua1 mediante la creacién del sesquimutante hen4
huat pep-4/+. Con sélo 5 alelos mutantes de los 6 posibles, estas plantas presentan
notables alteraciones fenotipicas, como la aparicion de estambres con
transformaciones petaloides en todas las flores observadas (Fig. 40 A). Estas
alteraciones en el desarrollo de los érganos del tercer verticilo muestran distinta
intensidad, oscilando desde suaves transformaciones parciales a &rganos

completamente transformados.

Figura 40.- Fenotipos florales del sesquimutante hen4 hua1 pep-4/+. A) Flor hen4 hua1 pep-4/+ con un
érgano del tercer verticilo convertido parcialmente en un pétalo (flecha). B) Apice de un gineceo hen4
hua1t pep-4/+, practicamente sin estilo y con un fallo en la fusion de las valvas. C) Gineceo hen4 huaf
pep-4/+, una de cuyas valvas muestra abundantes irregularidades y finaliza formando un pico
blanquecino, semejante al de un sépalo silvestre (flecha). D) Flor silvestre, en la que se advierte el rasgo
descrito en C (flecha). Barras de escala: 1mm.

Por otra parte, los pistilos y frutos muestran un menor tamafio y una serie de
rasgos que incluyen, una vez mas, defectos de cierre apical, importante reduccion del
territorio del estilo y del tejido estigmatico, asi como ovarios con hendiduras vy
deformaciones (arrugas), en cuya superficie abaxial se pueden apreciar células
estriadas y otras de gran longitud que recuerdan, de nuevo, a la correspondiente
superficie abaxial de los sépalos (Figs. 41 A y E). De hecho, en algunos casos los
carpelos, ademas de presentar reduccién de estilo y estigma y de no culminar el cierre
del gineceo, adquieren en su porcibn mas apical una estructura puntiaguda que
confiere aun mas aspecto de sépalo (Fig. 40 C), mostrando incluso un reborde
blanquecino formado por pequenas células, como suele ocurrir en el apice de los
sépalos (Fig. 40 D). Es decir, al igual que en los casos de las plantas hen4 pep v,
sobre todo, hua1 pep, todo sugiere que la reduccion de la actividad PEP contribuye a

la aparicién de rasgos caracteristicos de una funcion C disminuida. En las plantas
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hen4 huat1 pep/+ no detectamos fenotipos fuertes de indeterminacion del meristemo
floral (“flor dentro de flor”), pero si que observamos una significativa presencia de
valvas extra (25% de frutos con carpelos supernumerarios) que refleja una pérdida

suave de la determinacion floral (Fig. 41 D).

Figura 41.- Fenotipos florales del sesquimutante hen4 huat pep-4/+. A) Zona apical de un fruto hen4
huat pep-4/+ con 3 valvas en las que se observan abundantes células alargadas, muy semejantes a las
células gigantes de un sépalo (C). B) Apice de un fruto doble mutante hen4 hua1. C) Porcién apical de un
sépalo silvestre, con células de menor tamafio en su margen superior y tricomas simples. D) Fruto hen4
huat1 pep/+ con una valva extra y hendiduras. E) Apice de un fruto sesquimutante, defectuoso en el cierre
de las valvas. F) Detalle de (E), donde se distinguen células similares a las del margen apical de un
sépalo silvestre (flecha), y otras mas estrechas y prismasticas, tipicas de estilo (asterisco). Barras de
escala: 100 um (A, B, CyE)y 1 mm (D).

IV.2.2.4.- La eliminacién completa y simultanea de las funciones HUA2 y PEP no

es viable

HUAZ2 codifica un polipéptido con un dominio RPR, cuya pérdida contribuye también a
la disminucién de los niveles del mMRNA de AG y, consecuentemente, al mantenimiento
de la funcion C (Li et al., 2001; Cheng et al., 2003). A pesar de ello, los mutantes
simples huaZ2 presentan flores absolutamente normales (Chen y Meyerowitz, 1999).

Ademas, regula positivamente también a otros genes MADS-box estructuralmente
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relacionados, como FLM y FLC (Doyle et al., 2005; Ripoll et al., 2009; esta Tesis).
Consecuentemente, tratamos de generar el doble mutante hua2 pep con los alelos
nulos hua2-7 y pep-4. Sorprendentemente, ello no fue posible tras reiterados intentos,
logrando a lo sumo sesquimutantes hua2-7 pep-4/+ o hua2-7/+ pep-4 (la base de esta
inviabilidad se tratara posteriormente en la seccién 1V.3.5.1). Estas plantas no
presentaban ninguna alteracion fenotipica de consideracién. Obtuvimos idénticos
resultados con el alelo hua2-1. Estas observaciones indican que las actividades
génicas PEP y HUA2 son cruciales para el correcto desarrollo reproductivo de
Arabidopsis.

HUA2 Figura 42.- Expresion relativa del mRNA de HUA2 en
plantas silvestres (WT) y en el mutante hua2-4. Barras de
1 error: DE.
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Sin embargo, este hecho contradice aparentemente los resultados
anteriormente expuestos (seccién [V.1.3), en los que se obtenia con entera normalidad
el doble mutante hua2-4 pep-4. Por tanto, decidimos reexaminar el alelo hua2-4, una
mutacion de pérdida de funcién debida a una insercion de T-DNA en el intrén 2 del gen
(Doyle et al., 2005), lo que debiera interferir con su transcripcion. Sin embargo, cuando
evaluamos la expresion de HUAZ2 en las plantas hua2-4 mediante RT-PCR vy
cebadores situados a ambos lados de la insercién, pudimos comprobar un nivel muy
escaso de transcrito (Fig. 42), quizas como consecuencia de una escision ineficaz del
intron debido a la presencia del T-DNA. En cualquier caso, dicho transcrito podria
permitir la produccion de un nivel residual de actividad HUAZ2, constituyendo un
ejemplo de alelo casi nulo (mutacion porosa, leaky), lo que serviria para reconciliar la
aparente discrepancia de resultados entre los distintos alelos. La actividad HUA2
residual presente en las plantas hua2-4 permite, de cualquier modo, que sus flores y
organos florales, asi como los del doble mutante hua2-4 pep-4 sean enteramente de

apariencia silvestre.
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IV.2.2.5.- Estudio de las plantas hua? hua2 pep/+

Los resultados anteriores permitian anticipar la letalidad del triple huat hua2 pep. En
efecto, combinaciones triples con los alelos hua2-1, hua2-7 o incluso con el alelo
huaZ2-4, resultaron inviables.

El doble mutante hua1 hua2 presenta de por si un fenotipo caracteristico
consistente en algunas transformaciones petaloides de estambres laterales en las
primeras flores, asi como frutos mas cortos que en el silvestre, con ensanchamiento
en su porcidn apical y estrechamiento en su porcion basal (Chen y Meyerowitz, 1999).
En nuestro laboratorio realizamos diversas combinaciones con los alelos hua2-4 y
hua2-7, en fondo Col-0, y los alelos introgresados en Col-0, hua1-1 y hua2-1,
obtenidos originalmente en un fondo Ler (ver Materiales y Métodos). En general,
nuestras estirpes hua1 hua2 manifestaron fenotipos aun mas fuertes con hua2-7 (Fig.
44 A), mostrando una escasa fertilidad. Por tanto, ademas de corroborar
observaciones anteriores (Figs. 43 A y 44 A; Tabla 2; Chen y Meyerowitz, 1999),

nuestros resultados permitieron confirmar la mayor severidad de este alelo.

Figura 43.- Fenotipos del doble mutante hua? hua2-7 y del sesquimutante hua1 hua2-7 pep-4/+ en el
tercer verticilo floral. A) Flor hua1 hua2-7 (izquierda), con estambres laterales transformados en pétalos y
cierta transformacion en el apice de las anteras medias; y flor hua1 hua2-7 pep-4/+ (derecha), donde
todos los érganos del tercer verticilo tienen la apariencia de pétalos silvestres. B) Superficie adaxial de un
pétalo silvestre, con células conicas recorridas por estrias desde la punta hacia la base. C) Detalle de la
superficie adaxial de una antera silvestre, cuyas células poseen contornos irregulares y estan cubiertas
por multitud de estriaciones epicuticulares. D) Células de la superficie adaxial de un 6rgano del tercer
verticilo de huat hua2-7 pep-4/+, con una morfologia totalmente indistinguible de las de un verdadero
pétalo (B). Barras de escala: 1 mm (A) y 10 um (B, C y D).

Como se aprecia en la Fig. 43 A, las flores del doble mutante huat hua2-7
presentaban transformaciones petaloides en el tercer verticilo en la totalidad de las
flores examinadas, aunque con gran variacion en cuanto al niumero de estambres
afectados y a la intensidad de esta transformacion (Tabla 2).

Asi mismo, en los pistilos se observé cierta reduccion de la regién estilar y
muchos de ellos presentaron constricciones y hendiduras en el ovario, fenotipos

anteriormente descritos por otros autores (Figs. 44 E y F; Chen y Meyerowitz, 1999).
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Ademas, la mitad de los pistilos observados presentaban defectos de cierre apical de

diversa envergadura (Tabla 2).

Figura 44.- Fenotipos del doble mutante hua? hua2 y del sesquimutante huat hua2 pep-4/+ respecto al
gineceo. A) Frutos o pistilos hua1 huaZ2 con distintos alelos hua2. De izquierda a derecha, hua1 hua2-1,
huat hua2-4, huat hua2-7 y hua1 hua2-7 pep-4/+; este ultimo pistilo representa un fenotipo suave de su
genotipo. B) Pistilo huat hua2-7 pep-4/+, con valvas extra, y una gran reduccion del estilo y el estigma.
C) Porcién apical de un pistilo hua1 hua2-7 pep-4/+, con un tejido estigmatico muy escaso y un estilo
practicamente ausente, asi como apertura apical y 4 6rganos arrugados en el cuarto verticilo terminados
en un pico blanquecino muy sepaloide. D) Pistilo hua1 hua2-1 pep-4/+ con numerosos tricomas sobre sus
valvas. E) y F) Imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) de la regién apical de pistilos hua1
hua2-7. G) y H) Fotografias de SEM de la porcién apical de gineceos hua? hua2-7 pep-4/+, que muestran
un tejido estigmatico y estilar muy reducido, asi como defectos en el cierre apical, y valvas terminadas en
picos. 1) Imagen de SEM de un sépalo silvestre con una forma puntiaguda en su porcién apical. J)
Micrografia de SEM de un pistilo silvestre. K) Imagen de SEM de la superficie abaxial de un sépalo
silvestre, donde se observan células de diverso tamafio, algunas de ellas gigantes, asi como otras
pequefas en el extremo apical. L) y M) Imagen de SEM de la superficie abaxial de pistilos huat hua2-7
pep-4/+, cuyas células son asombrosamente parecidas a las del sépalo silvestre (K). R: replum. Barras
de escala: 1 mm (AyB), 500 ym (Cy D)y 100 um (E, F, G, H, |, J, K, L, M).
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Suave 62% 6%

Transformaciones Medio 36% 82%
petaloides_ d_clal Fuerte 20, 12%
tercer verticilo Total 100% 100%
Fallo del c_ierre apical del 54% 97%

) gineceo
Organos en un quinto 0% 249,
verticilo ° °
Valvas supernumerarias 4% 32%

Tabla 2.- Recuento de distintos rasgos fenotipicos florales en hua1 hua2-7 pep-4/+. En esta tabla se
recoge el porcentaje de flores y pistilos que presentan los fenotipos estudiados. En el caso de los
fenotipos del tercer verticilo se han establecido tres categorias segun la severidad de la transformacion
homedtica a pétalo, dado que todas las flores mostraban alteraciones en este verticilo. Suave: defectos
sutiles en las anteras laterales. Medio: los estambres laterales parecen pétalos y los estambres medios
tienen rasgos petaloides sélo en las anteras. Fuerte: todos los drganos del tercer verticilo tienen aspecto
de pétalos silvestres. Numero de flores observadas en cada genotipo: 50; nimero de plantas: 20.

Como ocurre con las plantas hen4 hua1 pep-4/+ (seccion IV.2.2.3), y pese a la
inviabilidad del triple homocigoto mutante huat hua2-7 pep-4, pudimos constatar el
profundo impacto que la reduccién de la funcién PEP ejerce en el fondo huat hua2-7.
En esencia, las plantas huat hua2-7 pep-4/+, ademas de ser estériles, presentaban
basicamente los mismos fenotipos florales que los individuos huat hua2, salvo que
con una mayor incidencia, tanto en la frecuencia como en la intensidad de los mismos
(Figs. 43 y 44; Tabla 2). Asi, como ilustra la Fig. 43, las flores huat1 hua2-7 pep-4/+
experimentan intensas transformaciones petaloides en sus érganos del tercer verticilo.
Para corroborar el caracter petaloide de estos érganos y su base celular, los
examinamos con mayor detalle mediante microscopia electronica de barrido (SEM). La
superficie adaxial de un érgano del tercer verticilo de una flor huat hua2-7 pep-4/+,
completamente transformado en un pétalo, difiere claramente de la correspondiente
superficie de una antera silvestre. Esta se encuentra formada por células epidérmicas
interdigitadas con una superficie rugosa a causa de la presencia de estrias de ceras
con un patron caracteristico (Fig. 43 C). Por el contrario, la superficie adaxial de un
pétalo silvestre se encuentra recubierta de células cénicas con estrias dispuestas
desde la base al apice celular (Fig. 43 B). Como se observa en la Fig. 43 C, la
histologia de un 6rgano del tercer verticilo de una flor hual hua2-7 pep-4/+ es
indistinguible de la de un verdadero pétalo. En ambos genotipos, tanto en huat hua2-7
como en hual hua2-7 pep-4/+, las transformaciones petaloides parciales también se
reflejaron en el fenotipo celular de dichos érganos, presentando territorios de histologia
estaminoide y otros con células tipicamente petaloides. Se debe resaltar que estas

observaciones son representativas de lo que sucede durante las transformaciones
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petaloides, totales o parciales, en los 6rganos del tercer verticilo floral en los genotipos
anteriormente descritos, asi como en otros que se describiran posteriormente (Fig. 36

D y ver mas adelante).

Figura 45.- Fenotipos de indeterminacion del meristemo floral en el sesquimutante huat hua2-7 pep-4/+.
A) Pistilo con valvas supernumerarias y un ginéforo muy largo. B), C) y D) Pistilos con un largo ginéforo,
valvas extra, y nuevos verticilos de o6rganos surgiendo de su interior. El exceso de presion,
ocasionalmente, provoca roturas que permiten observar los 6rganos internos. Pueden distinguirse
organos petaloides e incluso papilas estigmaticas (flecha). Barras de escala: 1 mm.

En cuanto al cuarto verticilo floral, los gineceos de las plantas huat1 hua2-7
pep-4/+ estaban seriamente afectados en su desarrollo, exhibiendo una amplia gama
de fenotipos aberrantes. Para comenzar, alcanzaban un tamafio notoriamente menor
que el de los frutos hua1 hua2-7, apareciendo muy arrugados (Fig. 44 A) y, a menudo,
colocados sobre un ginéforo conspicuo de longitud variable (Fig. 45). Ademas, frente
al 50% de casos en hua1 huaZ2-7, la practica totalidad de los pistilos hua1 hua2-7 pep-
4/+, presentaban severos defectos de cierre apical con una obvia disminucion del
estilo y del tejido estigmatico, llegando en algunos casos a ser vestigiales o a
desaparecer (Figs. 44 B, C, G y H; Tabla 2). Frecuentemente este rasgo coincidia con
la forma puntiaguda y blanquecina de los supuestos carpelos, recordando claramente
el apice de un sépalo, formado caracteristicamente por células de pequefio tamafio
(Figs. 44 C, G y H). Ademas, en la superficie abaxial del ovario silvestre aparecen
células prismaticas regularmente distribuidas (Fig. 44 J), mientras que en los mutantes
aparecen células irregularmente dispuestas y de muy diverso tamafio, donde destacan
células excepcionalmente alargadas que recuerdan a las células gigantes de la
superficie abaxial de los sépalos (Figs. 44 L y M). Con mas detalle, se puede apreciar
que estas células, en lugar de ser lisas como las de la pared del ovario, presentan
estrias causadas por deposiciones de ceras, como es caracteristico en los sépalos.
Ademas, aunque con baja penetrancia, alguno de estos 6rganos presenta tricomas
simples, también tipicos de sépalo, e incluso tricomas ramificados (Fig. 44 D).
Nuestros resultados indican ostensiblemente que la reduccién de la actividad PEP

compromete seriamente a la funcion C en el fondo mutante hua? hua2, modificando la
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identidad de estambres y gineceo hacia su conversidon homedtica en pétalos y sépalos,
respectivamente.

La otra faceta definitoria de la funcion C es la de lograr la conclusién de la
actividad meristematica en el centro de la flor. Ya en las plantas hual hua2-7
registramos una cierta incidencia de valvas extra como sintoma de una pérdida
modesta de la determinacién floral. Sin embargo este rasgo se intensificé con la
inclusion de un alelo pep-4 (Tabla 2; Fig. 45). Pero sobre todo resulta concluyente la
aparicion de un 24% de flores con un fenotipo de “flor dentro de flor”. En el interior del
supuesto gineceo surgen verticilos adicionales formados habitualmente por pétalos y
organos sepaloides como los anteriormente descritos, a menudo sustentados de
nuevo por un ginéforo largo (Figs. 45 B-D). En resumen, la mutacion pep-4, aun en
estado de heterocigosis, exacerba los defectos de las flores huat hua2-7 y conduce a
la aparicidon de fenotipos propios de los mutantes ag. Estas observaciones refuerzan

claramente la idea de que PEP ejerce un papel en el mantenimiento de la funcion C.

IV.2.2.6.- PEP contribuye a mantener los niveles del mMRNA de AG

Obviamente, ya que el desempeno de la funcion C de desarrollo floral en Arabidopsis
compete al gen AG (Coen y Meyerowitz, 1991; Jack, 2004), nos propusimos verificar si
PEP influye en su expresion, lo que explicaria la contribucién de su pérdida de funcion
a los fenotipos florales descritos hasta ahora. Anteriormente se demostré el papel de
HUA1, HUA2 y HEN4 en el mantenimiento de los niveles del mRNA de AG,
comprobandose en experimentos de northern blot que sus mutaciones de pérdida de
funcién contribuian conjuntamente a reducir los niveles del mMmRNA efectivo,
correctamente procesado, de AG (Cheng et al., 2003). Por tanto decidimos evaluar el
papel de PEP en este contexto, midiendo los niveles de AG mediante qgPCR en
distintas estirpes mutantes.

Dado que los mutantes simples hua, hua2 y hen4 carecen de fenotipo floral
visible, y que el unico doble mutante con fenotipo propio sin el concurso de pep es
huat hua2 (Chen y Meyerowitz, 1999; Cheng et al., 2003; esta Tesis), concentramos
nuestro esfuerzo en una serie discreta de genotipos representativos como los que
aparecen en la Fig. 46. Como se aprecia en dicha figura, los niveles de AG
experimentan una moderada reduccion en el mutante pep-4. El descenso de los
niveles de AG registrado en los mutantes simples hua1y hua2-7 es ligeramente mayor
y estadisticamente significativo (Fig. 46), a diferencia de lo expuesto en un trabajo

anterior (Cheng et al., 2003), donde no se apreciaba cambio alguno en los niveles de
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mRNA efectivo de AG en ningun mutante simple. Resulta verosimil que esta
discrepancia sea atribuible a la mayor sensibilidad del método empleado en esta
Tesis, aunque en el caso de hua2 pueda deberse también a la mayor fuerza del alelo
empleado en este trabajo. Sea como fuere, la disminucién de AG se acentua en los
dobles mutantes huat pep-4 y hua1 hua2-7 (Fig. 46), siendo esto coherente con los
fenotipos mostrados por dichas plantas. No obstante, los niveles mas bajos de
expresion de AG se midieron en la plantas hua1 hua2-7 pep-4/+ (Fig. 46), en clara
correspondencia con los fenotipos aun mas severos observados en dicho genotipo
(seccion 1V.2.2.5).
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Figura 46.- Expresion relativa del mRNA de los genes AG, SPL/INZZ y KNU en inflorescencias silvestres
(WT) y de distintos fondos mutantes mediante qPCR. Barras de error: DE.

Se pone de manifiesto el profundo impacto que tiene la reduccion de la funcion
PEP en el fondo mutante hua1 hua2-7. Estas observaciones refuerzan la nocién de
PEP como regulador de AG y sugieren la existencia de redundancia funcional entre los
genes HUA y PEP, también en el plano molecular, en el mantenimiento de la funcion
C.

Ademas, como refuerzo a las medidas anteriores, también examinamos los

niveles de expresion de dos genes representativos como dianas de AG e involucrados
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en distintos aspectos de la funcion C. Asi, SPL, tras ser activado por AG, contribuye a
conferir identidad de estambre y participa en diversos aspectos del desarrollo de estos
organos, asi como a la correcta formacién de los gametofitos, tanto masculino como
femenino (Schiefthaler et al., 1999; Yang et al., 1999; Ito et al., 2004, 2007; Liu et al.,
2009). En la Fig. 46 se aprecia como la expresion de SPL en los distintos fondos
mutantes se asemeja bastante a lo sucedido con AG.

Por su parte, KNU también es activado por AG y ejerce un papel en la
determinacion del meristemo floral, contribuyendo a reprimir a WUS en el centro de
éste (Payne, et al.,, 2004; Sun et al.,, 2009; Liu et al, 2011). En este caso no
observamos una variacion destacable en los mutantes simples pep-4, huat y hua2-7.
Sin embargo, en los dobles mutantes huat pep-4 y huat hua2-7 y particularmente en
las plantas huat hua2-7 pep-4/+, los niveles del mMRNA de KNU disminuyeron
notablemente (Fig. 46), en sintonia con la disminucion del mRNA de AG y los fenotipos
detectados en dichos genotipos. Estos resultados también sefialan la redundancia
funcional que parece existir entre los genes HUA y PEP, a pesar de la disparidad

estructural de sus productos.

IV.2.2.7.- Antagonismo de las funciones A y C en el doble mutante hua? pep.

Expresion territorial de las proteinas AG y AP1

Uno de los elementos fundamentales del modelo ABC de desarrollo floral es la
relacion de antagonismo y mutua exclusién entre las funciones A y C. De acuerdo con
este principio, la accion de los genes de funcion A, AP1 y AP2, queda excluida de los
territorios que originaran estambres y pistilos, mientras que la funcién C representada
por AG, queda restringida a estos 6rganos y excluida de sépalos y pétalos (Jack,
2004; Krizek y Fletcher, 2005; Causier et al., 2010). Se ha comprobado que la
eliminacion o disminucidn de una u otra actividad mutuamente excluyente conduce a la
expansiéon ectépica de su antagonista, contribuyendo a las transformaciones
homeodticas que tienen lugar (Gustafson-Brown et al., 1994).

Examinamos el patrén de expresion territorial de las proteinas AG y AP1 en los
organos florales del doble mutante hua1 pep-4. Para ello utilizamos construcciones
que expresan las proteinas de fusion AG-GFP y AP1-GFP bajo la direccion de sus
respectivas secuencias reguladoras, reflejando su auténtico patrén espacio-temporal
(Materiales y Métodos; Urbanus et al., 2009). Las construcciones AG-GFP y AP1-GFP
son capaces de rescatar el fenotipo de los mutantes ag y ap7, respectivamente
(Urbanus et al., 2009).
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En flores silvestres en el estadio 12 la presencia de la proteina AG-GFP es
clara y abundante en los distintos territorios que componen el pistilo (Fig. 47; Urbanus
et al., 2009). Ademas, pudimos detectar con sencillez la fluorescencia especifica de la
proteina AG-GFP en nucleos de células de los 6vulos y de la placenta (Figs. 47 F-J).
Por otra parte, y como cabria esperar, la presencia de la proteina AP1-GFP en los
sépalos de la estirpe silvestre es conspicua, no detectandose en pistilos ni en 6vulos

(Fig. 48, y resultados no mostrados; Urbanus et al., 2009).

A C

Figura 47.- Deteccion de la proteina AG-GFP en pistilos y dvulos silvestres. A) Pistilo en el estadio floral
12. B) Magnificacion de la porcion apical de la imagen anterior. C), D) y E) Zona apical del pistilo
mostrado en (A) y (B), con distribucion de la sefial especifica por todas las células. F) Pistilo en el estadio
12, donde AG-GFP se encuentra en todos los tejidos. G), H) e I) Magnificacion de la imagen anterior,
donde se observa sefial en los évulos y la placenta. J) Ovulo silvestre. Sefial especifica de GFP (C, G),
autofluorescencia (D, H), imagen combinada (A, B, E, F, |, J). Fotografias tomadas mediante microscopia
confocal. Barras de escala: 75 um (A, By F), 25 um (C, D, E,F, G, He ) y 10 um (J).

A continuacién, exploramos pistilos del doble mutante hua? pep-4 con
aparentes rasgos sepaloides, como los descritos en apartados anteriores de esta
Tesis. Razonamos que si estas caracteristicas estan vinculadas a la reduccién de la
actividad C como consecuencia de la disminucién de la expresion de AG, seria factible
registrar indicios de la expansion de la funcién antagonista A, como la presencia de la
proteina AP1 en el cuarto verticilo. Efectivamente, tal como se muestra en la Fig. 49,
AP1-GFP se encuentra presente en los pistilos que manifiestan signos de
transformacion homeodtica hacia sépalo, en un grado comparable al de los auténticos
sépalos del primer verticilo. Sin embargo, otros gineceos retienen rasgos carpelares
ostensibles, como son la presencia de estilo y tejido estigmatico, (Figs. 38 Ay C en
seccion 1V.2.2.2). Aun asi, resulta elocuente la presencia de cierto nivel de sefial AP1-
GFP especifica en estos territorios (Fig. 49 E-G). Estos resultados son coherentes con
trabajos anteriores en los que el mMRNA de AP1 se expresaba ectopicamente en los

verticilos internos de plantas hua1 hua2 y huat1 hua2 hen4 (Chen y Meyerowitz, 1999;
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Cheng et al., 2003). Ademas, refuerzan la autenticidad de las transformaciones
homedticas observadas, asi como la nocién de que PEP contribuye a la correcta
ejecucion de la funcion C durante la morfogénesis floral.

Merece destacarse especialmente la presencia ectépica de AP1 en algunos

ovulos del mutante huat pep-4 (Fig. 49 N-P), un rasgo molecular muy relevante para

explicar los resultados que se exponen mas adelante en esta memoria (ver capitulo 3).

Figura 48.- Deteccion de AP1-GFP en plantas silvestres. A), B) y C) Inflorescencia donde se observa
sefial en los sépalos de las distintas flores. D), E) y F) Magnificacion de una flor de la inflorescencia
anterior, con sefal especifica en los sépalos. G), H) e ) Flor preantesis con sefal fluorescente especifica
en los nucleos de los sépalos, donde se advierten nucleos de gran tamafio, correspondientes a las
células gigantes de estos 6rganos (flechas en G e 1). J), K) y L) Pistilo en el estadio 12 en el cual no hay
sefial de AP1-GFP. M) Ovulo en el que no se advierte ninguna expresié, de AP1-GFP. Deteccién
especifica de la GFP (A, D, G, J), autofluorescencia (B, E, H, K), imagenes combinadas (C, F, I, L, M). La
autofluorescencia de la muestra se destaca arbitrariamente en azul o en rojo. Fotografias tomadas
mediante microscopia confocal. Barras de escala: 75 um (A, B, C, J, Ky L), 25 um (D, E,F,G,He l)y 10
pm (M).

75



Figura 49.- Deteccion de la proteina AP1-GFP en pistilos del mutante huat pep-4. A) Pistilo en el estadio
12 con sefal en las valvas, estilo y estigma. B), C) y D) Porcién apical de la imagen mostrada en (A). E),
F) y G) Detalle de la regién apical mostrada en (A). H), 1) y J) Gineceo u érganos del cuarto verticilo de
una flor en un estadio muy temprano con un fenotipo fuerte de transformacién sepaloide, donde se
observa sefal en sus hipotéticas valvas supernumerarias, aunque en mucha menor medida en los
presuntos repla y en el escaso territorio de estilo (flecha). K), L) y M) Detalle de un érgano del cuarto
verticilo (tedrico carpelo) de un pistilo con fuertes rasgos de conversion a sépalo, en el que se advierte la
ubicacion nuclear de la sefial de AP1-GFP. N), O) y P) Visién adaxial (interna) de un supuesto pistilo
abierto, donde se observa sefial por todas las células de la valva, asi como en la placenta (flecha).
Deteccion de la GFP (B, E, H, K, N), autofluorescencia (C, F, |, L, O), imagenes combinadas (A, D, G, J,
M, P). Fotografias obtenidas mediante microscopia confocal. Barras de escala: 75 ym (A), 50 um (B, C,
D,H,I,J,N,OyP),25um (E,FyG)y 10 um (K, Ly M).
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IV.2.2.8.- La actividad HUA-PEP en el desarrollo floral de Arabidopsis. Efecto de

dosis génica y redundancia funcional entre los genes HUA-PEP

Los resultados hasta aqui expuestos, junto con otros previos, ponen de relieve el
efecto acumulativo de las mutaciones hua1, hua2, hen4 y pep respecto a los fenotipos
florales morfolégicos y moleculares (Cheng et al., 2003; Ripoll et al., 2009; esta Tesis;
resultados no mostrados). Al margen de los fenotipos de los dobles homocigotos hua?
hua2 y huat pep-4, se ha comprobado el profundo impacto fenotipico de la reduccion
de dosis de PEP en las estirpes hual hen4 pep-4/+ y hual hua2 pep-4/+ (secciones
IV.2.2.3 y IV.2.2.5). Ademas, se obtuvieron resultados equivalentes en oftras
combinaciones sesquimutantes (hen4 huaZ2 pep-4/+, hen4 pep-4 hua1/+, etc., datos no
mostrados). A pesar de la diversa naturaleza molecular de sus productos, los genes
HUA1, HUA2, HEN4 (HUA ENHANCER4) y PEP despliegan evidentes rasgos de
redundancia funcional, generando sus combinaciones mutantes un repertorio muy
similar de rasgos fenotipicos. Esto nos induce a proponer la existencia de una
actividad génica global, compuesta al menos por los anteriores genes, que hemos
dado en denominar como actividad HUA-PEP, concepto que utilizaremos a partir de

este punto.

Figura 50.- Fenotipos florales del sesquimutante hen4 hua1 hua2-1/+ pep-4/+. A) Flor en la que los
organos del tercer verticilo tienen identidad petaloide. B) Flor donde se han eliminado manualmente
incluso 6rganos del cuarto verticilo para evidenciar la presencia de nuevos verticilos compuestos por
pétalos y un presunto gineceo sepaloide con un ginéforo largo (flecha). C) Pistilo con un gran ginéforo al
que se ha eliminado una valva, dejando a la vista nuevos érganos que surgen en su interior. D) Pistilo
muy sepaloide con un estilo y un estigma muy reducido, y con érganos supernumerarios (presuntas
valvas extra). E) El mismo pistilo mostrado en (D), al que se ha retirado una valva para mostrar nuevos
verticilos internos. F) Ejemplo de fenotipo severo de “flor dentro de flor” de manera reiterada, apareciendo
las nuevas flores sustentadas por gindforos muy largos. Barras de escala: 1 mm.

Para ilustrar aun mas el efecto de dosis entre los genes HUA-PEP objeto de
estudio, decidimos construir la estirpe hend4 hual1 hua2Z/+ pep/+, dada la limitacion
impuesta por la inviabilidad de determinadas combinaciones mutantes en homocigosis.

Como se observa en la Fig. 50, los individuos hen4 hua1 hua2-1/+ pep-4/+ presentan
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fenotipos florales exacerbados respecto al mutante hen4 hual pep-4/+ e incluso
respecto a las estirpes huat1 hua2 pep-4/+, considerando tanto la intensidad como la
frecuencia de los rasgos observados (secciones 1IV.2.2.3 y IV.2.2.5, y resultados no
mostrados).

Estos resultados indican que, por ejemplo, el fondo hen4 hua1 pep-4/+ es muy
sensible al nivel de actividad HUAZ2 disponible y refuerza la nocion de redundancia
funcional entre los elementos de la actividad HUA-PEP, sin menoscabo de la
diversidad estructural de sus productos génicos (Chen y Meyerowitz, 1999; Li et al.,
2001; Cheng et al., 2003; Ripoll et al., 2006).

1V.2.2.9.- La actividad HUA-PEP en otro contexto del desarrollo floral. El mutante
fruitfull (ful)

En este punto resulta sumamente sdlido el caracter de las transformaciones
homedticas causadas por el debilitamiento de la funcidn C como consecuencia de las
mutaciones en genes de la actividad HUA-PEP. Con el objetivo de clarificar ain mas
su papel e importancia en este proceso, nos propusimos estudiar su efecto en un
contexto de desarrollo floral absolutamente distinto. Para este fin empleamos el fondo

mutante debido al alelo nulo ful-1 (Gu et al., 1998).

IV.2.2.9.1.- La aparicion del fenotipo Ful precisa de la actividad HUA-PEP

Las flores ful no presentan alteraciones en la identidad de sus 6rganos. Sin embargo,
el gen FUL es necesario para el desarrollo de la valva en el gineceo maduro. La
actividad FUL resulta crucial en el establecimiento del patrén medio-lateral del fruto,
realizando una labor antagonica respecto a los genes de identidad de margen de
valva, por lo que previene su expresion en el territorio de valva y la consiguiente
lignificacion ectdpica de esta estructura (Ferrandiz et al., 2000 b; Dinneny et al., 2005;
Alonso-Cantabrana et al., 2007; Gonzalez-Reig et al., 2012). Las silicuas ful presentan
un gran estilo y no se alargan tras la fertilizacion, ya que las células de la valva cesan
en su crecimiento, permaneciendo como pequefias células mas o menos redondeadas
que, ademas, no desarrollan nuevos tipos celulares, como células estomaticas. No
obstante, como las células del replum continian alargandose, éste adopta una

disposicion en zigzag caracteristica (Fig. 51 A; Gu et al., 1998).
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Figura 51.- Las mutaciones en los genes de la actividad HUA-PEP maodifican el fenotipo Ful". A) Frutos
ful-1. B) Frutos del doble mutante ful-1 pep-4, con un estilo més corto que en el mutante ful-1. C) Frutos
ful-1 hua2-7, de una longitud mayor a la de los mutantes simples ful-1, y cuyos estilos son mas cortos que
los de éstos. D) Los frutos del triple mutante ful-1 huat pep-4 poseen un estilo bastante mas reducido que
el de los mutantes mostrados en (A), (B) y (C), ademas su replum es comparativamente muy estrecho
(flecha). E) Pistilos del triple mutante ful-1 huat hua2-7 en los que no se advierte ningun fenotipo Ful" y
apenas persiste tejido estilar. F) Pistilos del sesquimutante ful-1 hua1 hua2-7 pep-4/+, sin apariencia de
fenotipo Ful, y que ademas poseen un ginéforo alargado y signos de indeterminacion del meristemo
floral, como es el abultamiento del gineceo (flecha) debido a la presencia de 6rganos florales adicionales
en su interior. Las imagenes han sido obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (SEM).
Barras de escala: 1 mm.

Estos rasgos no variaron en el doble mutante ful-1 hua1 (datos no mostrados).
Sin embargo, la introduccion en el fondo ful de mutaciones pep o huaZ2 si que condujo
a modificaciones mas o menos sutiles del fenotipo Ful. Asi, en los dobles mutantes
ful-1 hua2-7 o ful-1 pep-4 se aprecia una reduccion de la longitud del estilo (Figs. 51 B
y C), y en el territorio de valva aparecen parches de células mas grandes (ful-1 hua2-
7) o, como promedio, las células son algo mas largas (ful-1 pep-4; Fig. 52 B). Este
ultimo rasgo se intensifica y se hace patente en los frutos triples mutantes ful-1 huat
pep-4, donde incluso se pueden apreciar ya estomas y células muy alargadas que
evocan, de nuevo, a grandes células propias de sépalo (Fig. 52 B). Ademas, en este
genotipo se aprecia una reduccion del estilo aun mas acusada que en el caso de ful-1

pep-4 o ful-1 hua2-7 (Fig. 51 D). Mientras en los frutos ful-1 los repla en zigzag son
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amplios y recorren la practica totalidad del ovario (Fig. 51 A), en los frutos ful-1 huat
pep-4 el replum aparece notoriamente disminuido en grosor y el efecto zigzag se ve,
de algun modo, atenuado (Fig. 51 D). Incluso en algunos frutos se aprecia como se ve
reducido en longitud, no alcanzando el limite basal del ovario (Fig. 51 D). Por otra
parte, en este genotipo se registraron casos de pérdida de determinacion del
meristemo floral asi como transformaciones petaloides en los estambres (no
mostrado), tal como describimos en la seccion 1V.2.2.2 para el caso del doble mutante
huat pep-4.

Los frutos ful-1 pep-4, ful-1 hua2-7 y ful-1 huat pep-4 muestran como promedio
una mayor longitud que los frutos ful (Figs. 51 A, B, C y D), en consonancia con el
progresivo aumento de las células del territorio de valva, presumiblemente por su
cambio de identidad hacia tipos celulares sepaloides. Estos tipos celulares se aprecian
de manera aun mas nitida en los individuos ful-1 hual hua2-7, ya que muestran
tedricos gineceos o cuartos verticilos esencialmente indistinguibles de los de las
plantas huat hua2 (Fig. 52 B). El territorio de estilo se retrae en el fondo ful-1 hua1
hua2-7. En los casos mas extremos llega a quedar reducido a un pequeno vestigio de
tejido, tal como se habia constatado previamente en los dobles mutantes huat hua2
(Fig. 52 A; ver seccion 1V.2.2.5). De forma similar, el tejido estigmatico también
disminuye, aunque en menor medida que el estilo (Fig. 52 A). Ademas, la anchura del
replum disminuye drasticamente, desapareciendo la disposicion en zigzag y
recuperando un aspecto silvestre o proximo a éste, dado el grado de transformacion
global de este mutante (Fig. 52 B). De hecho, su aspecto se asemeja a la estructura
que encontrariamos en un pistilo sin polinizar, donde las células precursoras del
replum permanecen con un tamano reducido (Fig. 13; Bowman et al., 1999). A este
respecto, se debe destacar que los “gineceos” ful-1 huat hua2-7 suelen presentar un
tamafo menor que los mutantes precedentes en fondo ful-1, a pesar del elevado grado
de transformacion de los tipos celulares que lo componen (Fig. 51 F). Este hecho
ocurre, mas que probablemente, como consecuencia de su muy escasa fertilidad. Esta
circunstancia también es comun al fondo hua1 hua2-7 con una actividad FUL intacta
(seccion 1V.2.2.5)

En conjunto, los resultados expuestos hasta ahora en esta seccion sugieren
que la reduccion de la actividad HUA-PEP es epistatica sobre las consecuencias
fenotipicas de la mutacion ful-1. El estudio de las plantas ful-1 huat hua2-7 pep-4/+,
de hecho, refuerza esta idea. Efectivamente, de manera semejante a como sucede en
presencia de actividad FUL (seccion 1V.2.2.5), la eliminacion de una dosis alélica de
PEP para crear plantas ful-1 hua1 hua2-7 pep-4/+ provoca un aumento en intensidad y

frecuencia de los rasgos observados en los individuos ful-1 huat hua2-7.
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ful-1 ful-1 huat hua2-7 ful-1 hua1 hua2-7 Eee-4/+
A.l
B

ful-1 hua2-7

ful-1 hual hua2-7

Figura 52.- Las mutaciones en los genes de la actividad HUA-PEP modifican el fenotipo Ful’. A) Frutos
ful-1 con un estilo largo y un ancho replum en zigzag, y gineceos o frutos ful-1 huat hua2-7y ful-1 hua1
hua2-7 pep-4/+. En estos dos ultimos genotipos, ambas rasgos se ven muy reducidos. En algunos pistilos
ful-1 hua1 hua2-7 pep-4/+ se pueden observar tricomas simples y ramificados en la superficie de las
valvas (flechas blanca y amarilla, respectivamente). B) Superficie abaxial de las valvas de distintos
fondos mutantes. Las valvas de ful-1 poseen células pequefias y redondeadas. En ful-1 pep-4 y ful-1
hua2-7 se observan células mas alargadas. En las valvas del triple mutante ful-1 hua1 pep-4 aparecen
células sensiblemente mas largas que en el silvestre (WT), recordando a las células gigantes de sépalo.
Estos rasgos aumentan en el triple mutante ful-1 hua1 hua2-7, donde también aumenta la presencia de
estrias de ceras. Sus repla se ven muy reducidos y sin disposicion en zigzag, y la zona de dehiscencia no
aparece definida. El sesquimutante ful-1 hua1 hua2-7 pep-4/+ es muy similar al genotipo anterior, aunque
las valvas ademas presentan tricomas ocasionalmente. Obsérvese la presencia de abundantes estomas,
ausentes en las valvas del mutante simple ful-1. Fotografias tomadas mediante microscopia electronica
de barrido (SEM). Barras de escala: 100 um, excepto 10 um en la ultima foto del panel B (genotipo ful-1
hua1 hua2-7 pep-4/+).

Los gineceos ful-1 hua1 hua2-7 pep-4/+ carecen también de un replum de tipo

ful, muestran grandes células con estrias de ceras y drastica reduccion de tejidos
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apicales propios de pistilo (Figs. 52 A y B). Ademas, muestran ocasionalmente
tricomas simples, o incluso compuestos, en su superficie (Figs. 52 A y B), y surgen
ginoforos alargados (Fig. 51 F). Al igual que en el caso de los individuos ful-1 huat
hua2-7, los “gineceos” son de menor tamafno que en otras combinaciones precedentes
con la mutacién ful (Fig. 51) en consonancia con su esterilidad. No obstante, los
gineceos ful-1 huat hua2-7 pep-4/+ no son tan pequefos como en ful-1 hual hua2-7
(Figs. 51 E y F). Ello es debido a la elevada incidencia de la indeterminacién del
meristemo floral, lo que ocasiona, ademas de mayor numero de 6rganos en el cuarto
verticilo (supuestas valvas extra), la aparicion de nuevos 6érganos florales en el interior
del tedrico gineceo (Fig. 54 D). Esto le otorga un cierto aspecto abultado (Fig. 51 F).
Estos nuevos verticilos surgen también, a su vez, sustentados sobre largos ginéforos
(Fig. 54 D). Se debe resaltar que se observaron transformaciones petaloides en el
tercer verticilo, similares en intensidad y frecuencia a las registradas en los
correspondientes genotipos en fondo FUL (Fig. 53 D y resultados no mostrados).

Todo sugiere, por consiguiente, que la pérdida de la actividad HUA-PEP es
epistatica sobre la mutacion ful. La funcion PEP aparece como un componente critico
de esta interaccion, quedando reflejado su impacto particularmente en los individuos
mutantes ful-1 huat pep-4 y, sobre todo, en las plantas ful-1 huat1 hua2-7 pep-4/+,
estableciéndose un paralelismo con los correspondientes genotipos sin la mutacion ful

presentados con anterioridad (secciones 1V.2.2.2 y IV.2.2.5).

1V.2.2.9.2.- La pérdida de la funcion HUA-PEP modifica el patréon de expresion de
FUL

El alelo ful empleado en el presente estudio (ful-1; ver Materiales y Métodos) esta
causado por la insercion de un transposén que contiene el gen testigo GUS,
promoviendo su expresion (enhancer-trap) bajo un patron espacio-temporal que refleja
de manera fidedigna el del propio gen FUL enddégeno. Por tanto, la tincion
histoquimica en el mutante ful-1 retiene su territorio de expresioén, lo que resulta util
como indicador de la identidad de los tejidos donde tiene lugar, tanto en el pistilo y el
fruto, como en otras estructuras en las que FUL se expresa (Gu et al., 1998).
Consiguientemente, los pistilos o frutos ful-1/+, de fenotipo silvestre dado el
caracter recesivo simple de la mutacion, presentan una tincion caracteristica en el
territorio de valva, asi como en el estilo y los nectarios (Fig. 53 A; Gu et al., 1998). Los
gineceos ful-1 muestran esencialmente el mismo patrén de expresion (Fig. 53 B y H).

En el caso del triple mutante ful-1 hua1 hua2-7, también se observa una sefial intensa
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en los nectarios y en aquel territorio que aun preserva identidad de estilo (Fig. 53 C).
En el territorio supuestamente de valva, se observa una distribucion mas irregular de la
sefal, manteniendo un mayor grado de tincion en algunas zonas basales y en
porciones proximas a la zona media del gineceo (Figs. 53 C e |). Esta distribucion
parece concordante con el hecho de que suelen ser estas zonas, precisamente,
aquéllas en las que los pistilos o frutos con mutaciones multiples en los genes HUA-

PEP son mas proclives a mantener células de valva de apariencia silvestre (Fig. 52 B).

W i . I

Figura 53.- Patron de expresion de FUL mediante tincion GUS en distintos fondos mutantes. Los frutos
ful1/+ de fenotipo silvestre (A) y mutantes ful-1 (B y H) presentan una intensa sefial GUS en las valvas,
en el estilo y en los nectarios. C) En ful-1 hua1 hua2-7 se observa una reduccion de la tincion GUS en las
valvas, aunque persiste en las secciones mas proximas a la zona media, en la zona basal y en los
nectarios. D) y E) Pistilos ful-1 hua1 hua2-7 pep-4/+ en los que se observa una gran reduccién de la
tincion, advirtiéndose principalmente en los nectarios y también en la vasculatura, cuyo patrén recuerda
al de los sépalos. F) Patrén de expresion de FUL en un sépalo silvestre (ful-1/+). G-J) Deteccién de
actividad GUS en cortes histologicos transversales. G) Sépalo silvestre (ful-1/+). H). Fruto ful-1 con
amplios repla e intensa sefial en las valvas. 1) y J) Cortes transversales de un gineceo ful-1 hua1 hu2-7
pep-4/+, donde se aprecian érganos florales internos y una escasa sefial GUS que se corresponde,
esencialmente, con la presencia de haces vasculares. Barras de escala: 1 mm (A, B, C, D, Ey F) y 100
pm (G, H, 1y J).

Por tanto, parece muy verosimil que el cambio registrado en el patron de
tincion GUS refleje una conversién homeotica parcial desde gineceo a sépalo. Este
efecto se hizo aun mas patente en los individuos ful-1 huat hua2-7 pep-4/+. En este
caso, los 6rganos del cuarto verticilo presentan una distribucién de la sefal GUS que
poco recuerda a la de un gineceo, salvo en los nectarios, asi como en vestigios de
territorio estilar y algun remanente de valva anexo a la zona media (Figs. 53 D, E y J).
Muy al contrario, el patron de expresion GUS evoca de manera muy clara la
vasculatura tipica de un sépalo (Figs. 53 F y G; Gu et al., 1998). Estos resultados

corroboran de nuevo el caracter de dichas transformaciones homeaticas.
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1IV.2.2.9.3.- La pérdida de la funcién HUA-PEP modifica el patron de lignificacion

en el mutante ful

Hemos observado cémo la pérdida de actividad HUA-PEP anula el fenotipo Ful en el
gineceo, y altera el patron de expresion de FUL como consecuencia de una progresiva
transformacion de territorios de identidad carpelar hacia otra supuestamente de
sépalo. El fenotipo Ful” se origina en gran medida como resultado de la expansién de
genes de margen de valva, lo que provoca la expansién de los territorios que
experimentan lignificacion como consecuencia de la maduracion del fruto (Ferrandiz et
al., 2000 b; Liljegren et al., 2004). Por tanto, decidimos examinar esta caracteristica
mediante tincién con floroglucinol, que tifie especificamente de rojo las ligninas. En el
fruto silvestre maduro se observa tincién preferentemente en los territorios de estilo y
las zonas medias del fruto, donde tendra lugar la separacion de las valvas (Fig. 54 A).
Esta situacion se intensifica en los frutos ful-1 debido a la lignificacion ectépica de las
valvas (Fig. 54 B). La eliminacién de genes de margen de valva, inductores de la
lignificacion de la valva en el fondo ful, también provoca el rescate parcial del fenotipo
(Liliegren et al., 2004). Entre ellos se encuentran los genes SHP, los cuales
disminuyen su expresion en los mutantes hua-pep (ver seccion 1V.3.2), por lo que no
descartamos su influencia. No obstante, en flores equivalentes de plantas ful-1 huat
hua2-7 pep-4/+ |a lignificacion se circunscribe a pequefas areas en la parte apical, con
probable identidad residual de estilo (Fig. 54 C). También se observan delgadas lineas
tefidas que parecen corresponderse con vasculatura lignificada, precisamente como
sucede en los sépalos donde se observa lignificacion en los haces vasculares (Figs.
54 C y D). Estos dominios parecen tener continuidad con regiones mas basales y de
caracter mas vegetativo, como son el ginéforo y el pedunculo floral (Figs. 54 C y D).
Este resultado demuestra la supresibn de una caracteristica funcional muy
representativa de los mutantes ful y es congruente, de nuevo, con una situacién de
transformacion homedética de carpelo a sépalo propiciada por la disminucion de la
actividad HUA-PEP.

En suma, los datos acumulados de este estudio indican que la pérdida de la
funcion HUA-PEP es esencialmente epistatica respecto a las alteraciones del
desarrollo del gineceo causadas por la mutacion ful-1. Aun en dicha situacion, la
actividad de los genes HUA-PEP es fundamental para el mantenimiento de la

identidad carpelar.
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Figura 54.- Tincién de ligninas con floroglucinol en el silvestre, el mutante simple ful-1 y el sesquimutante
ful-1 hua1 hua2-7 pep-4/+. A) Tincion silvestre con floroglucinol de las zonas de dehiscencia en un fruto
maduro. B) Tincién de las ligninas en el mutante ful-1, donde se colorea también la region de valva. C) y
D) Pistilos del sesquimutante ful-1 hua1 hua2-7 pep-4/+, donde la tincion en el gineceo queda limitada a
la vasculatura. Tras diseccionar el cuarto verticilo, se observan en (D) nuevos érganos florales que
surgen en su interior. Obsérvese la intensa tincion en el largo ginéforo y el pedunculo floral (flechas). E)
Tincién con floroglucinol de un sépalo silvestre. Barras de escala: 1 mm (A, B, C y D) y 500 um (E).

IV.2.3.- Efecto de la sobreexpresién de PEP durante la morfogénesis floral

Hasta el momento hemos abordado el impacto de la disminucion o eliminacién de la
actividad PEP con relacion a la morfogénesis floral. Esta tarea se ha llevado a cabo
realizando un estudio de su interrelacién con otras actividades génicas, cuya pérdida
también contribuye al debilitamiento de la funcion C. Por tanto, nos preguntamos cual
seria el efecto de la ganancia de funciéon de PEP en este contexto. Como hemos
expuesto con anterioridad, los datos recabados respaldan la hipotesis de que los
genes de la actividad HUA-PEP muestran redundancia funcional entre ellos. Por
consiguiente, resultaba atractiva la perspectiva de que la sobreexpresion de PEP
pudiera compensar la deficiencia de las otras funciones génicas involucradas.

Las plantas 35S::PEP manifiestan una floracién tardia que se corresponde con
altos niveles de FLC, pero que no se distinguen por alteraciones morfologicas
resefables (Ripoll et al. 2009; seccidén 1V.1.2 de esta Tesis). Decidimos comprobar su
efecto en distintos fondos mutantes. Con este propdsito se introdujo la construccion
35S::PEP, mediante polinizacién, en fondos hen4, hual, y hua2. Estos mutantes
simples son esencialmente silvestres en su morfologia (Chen y Meyerowitz, 1999;
Cheng et al., 2003; seccién 1V.2.2), por lo que no son el sustrato adecuado para
evaluar un presunto rescate por sobreexpresiéon de PEP. De hecho, las plantas hen4
35S::PEP, huat 35S::PEP y hua2 35S::PEP son también morfolégicamente silvestres
(resultados no mostrados). La combinacion doble mutante huat hua2, por el contrario,

muestra un fenotipo floral consistente, con penetrancia completa, y contrastado por
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otros autores (Chen y Meyerowitz, 1999; seccion 1V.2.2.5). Todo ello lo convierte en un
fondo genético idéneo para evaluar el efecto de la ganancia de funcién de PEP

durante la morfogénesis floral.

IV.2.3.1.- Sobreexpresion de PEP en el fondo mutante hua? hua2

Generamos triples homocigotos hua1 hua2-7 35S::PEP. Estas plantas se asemejan en
su habito de crecimiento vegetativo a los individuos huat hua2-7, siendo de menor
porte que el silvestre (datos no mostrados). Sin embargo, los fenotipos registrados en

las flores resultaron sorprendentes.

Suave 62% 14%
Transformaciones Medio 36% 329
petalo:ie:i c':jif(l tercer Fuerte 20, 549,
Total 100% 100%
Fallo del ci.erre apical en el 54% 100%
gineceo
Organos en un quinto verticilo 0% 63,9%
Valvas supernumerarias 4% 55,5%
Ginoforo largo 0% 72,2%

Tabla 3.- Recuento de distintos rasgos fenotipicos florales hua? hua2-7 35S::PEP. En la columna del
genotipo hua1 hua2-7 se muestran datos procedentes del mismo recuento que en la Tabla 2, ademas de
datos correspondientes a un nuevo rasgo fenotipico (ginéforo largo). Las categorias en la intensidad de
las transformaciones petaloides del tercer verticilo son las mismas que las descritas en la Tabla 2.
Numero de flores observadas en cada genotipo: 50; nimero de plantas: 20.

Contrariamente a nuestra conjetura inicial, la sobreexpresion de PEP en el
fondo huat hua2-7 no sélo no rescatoé su fenotipo sino que aumento la intensidad y la
frecuencia de sus rasgos mutantes, recordando a las plantas huat hua2-7 pep-4/+
(Fig. 55; Tabla 3; ver Figs. 43 y 44). En el fondo mutante hual hua2-7 la
sobreexpresion de PEP produce un efecto analogo al de su reduccion. En ambos
casos se observa el mismo repertorio de rasgos andmalos, como son
transformaciones petaloides de estambres, marcadas transiciones de carpelo a sépalo
en el cuarto verticilo, asi como pérdida de determinacioén floral (Fig. 55; Tabla 3). Al
igual que sucede tras la reduccion a la mitad de la dosis de PEP, no sélo se
intensifican los rasgos ya presentes en las flores hual hua2-7, sino que aparecen
rasgos inexistentes (o extraordinariamente infrecuentes) en dicho genotipo, como es la

aparicion reiterada de nuevas flores o nuevos 6rganos florales en el interior del cuarto
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verticilo (Fig. 55 E). De hecho, este tipo de manifestaciones fenotipicas, relacionadas
con la pérdida de determinacion del meristemo floral, son mas abundantes en las
plantas hua1 hua2-7 35S::PEP que en los individuos huat hua2-7 pep-4/+ (Tablas 2 y
3). Cabe resaltar que en las flores huat1 hua2-7 35S::PEP (asi como en huat pep-4'y
hua1t hua2-7 pep-4/+) los verticilos adicionales también estan compuestos por pétalos

y érganos que poseen largos gindforos y caracteristicas sepaloides (Figs. 55 B-E y L).

Figura 55.- Fenotipos de las flores huat hua2-7 35S::PEP. A) Flor en la que todos los érganos del tercer
verticilo se han transformado en pétalos. B) Flor en la que el cuarto verticilo, formado por mas de 2
tedricas valvas y abierto en su apice, sobresale al estar sustentado por un ginéforo alargado. C) y D)
Pistilos con indeterminacion del meristemo floral, en los que se observan nuevos érganos que surgen del
centro de la flor. E) Fenotipo reiterado de “flor dentro de flor”. Las flechas indican las nuevas flores que
han surgido del centro del gineceo. F) Pistilo con un ginéforo muy largo. G-M) Fotografias de microscopio
electrénico de barrido (SEM). G) Superficie adaxial de una antera silvestre. H) Pétalo silvestre. 1) Organo
del tercer verticilo del mutante huat hua2-7 35S::PEP. J) Imagen de la porcion apical de un pistilo huat
hua2-7 35S::PEP, con un fallo del cierre apical, y con los tejidos estilar y estigmético muy reducidos. K)
Superficie abaxial de una valva del mutante huai hua2-7 35S::PEP, con células gigantes y estrias
epicuticulares. L) Pistilo con indeterminacion del meristemo floral. M) Ampliacién de la fotografia anterior
en la que se observa la superficie del érgano que surge en el interior del cuarto verticilo, cuyo fenotipo es
muy similar al mostrado en (K). Barras de escala: 1 mm (A, B, C, D, E,FyL), 10 um (G, He ), y 100 ym
J, Ky M).
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IV.2.3.2.- Expresion de AG en las plantas hua? hua2 35S::PEP

Mediante qPCR, medimos los niveles del transcrito efectivo de AG en inflorescencias
de plantas con la construccion 35S::PEP. Las plantas 35S::PEP en un fondo silvestre
presentan niveles de AG similares al de su ancestro Col-0 (Fig. 56). Sin embargo, en
el triple homocigoto hual1 hua2-7 35S::PEP se registraron niveles de AG muy
inferiores, menores que en el doble mutante huat hua2-7 (Figs. 56) y comparables al
de las plantas huat hua2-7 pep-4/+ (Fig. 46).
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Figura 56.- Estudio de la expresion de RNA mediante qPCR de los genes AG, SPL/NZZ, KNU y PEP en
inflorescencias silvestres (WT) y de distintos fondos mutantes. A), B) y C) Niveles relativos del mRNA de
AG, SPLINZZ y KNU en inflorescencias de diversos genotipos. D) Niveles relativos del mMRNA de PEP en
plantas hua? hua2-4 con una copia o dos copias de 35S::PEP. Barras de error: DE.

Estos resultados resultan coherentes con los fenotipos morfolégicos de las
plantas correspondientes. La importante reduccion de los niveles de transcritos de los
genes KNU y SPL/INZZ en las plantas hua1 hua2-7 35S::PEP también se encuentra en
sintonia con los fenotipos observados (Fig. 56).

IV.2.3.3.- El fenotipo de las flores hua1 hua2 35S::PEP no se debe a un efecto de
silenciamiento de PEP

Circunstancialmente, los resultados de combinaciones mutantes que implican multiples

inserciones de T-DNA han de ser interpretados con cautela, en ocasiones debido a
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fenomenos de silenciamiento de los genes sobreexpresados (Daxinger et al., 2008).
En principio ésta no deberia ser la causa de los fenotipos observados en las plantas
hua1 hua2 35S::PEP por varias razones. En primer lugar, porque se obtienen
esencialmente los mismos resultados con alelos de hua2 de distintas colecciones de
T-DNA (hua2-4 y hua2-7; ver Materiales y Métodos). Ademas, resultaria paraddjico
que, siendo inviables las plantas hua1 hua2 pep, la funcion PEP se pudiera anular
mediante este mecanismo.

No obstante, comprobamos los niveles relativos del mRNA de PEP mediante
gPCR en plantas silvestres y hua1 hua2-4 portadoras de una copia (hemicigotos huaf
hua2-4 35S::PEP/+) o dos (homocigotos hual hua2-4 35S::PEP) de la insercion
transgénica de sobreexpresion. En ambos casos, se pudo comprobar un notable
incremento de los niveles de PEP respecto al silvestre, sobre todo con dos dosis de la
insercion (Fig. 56). Este dato demuestra que el fenotipo de las plantas huat hua2-4
358S::PEP no se debe a un proceso de silenciamiento de PEP.

Ademas, estos experimentos arrojaron un dato adicional muy interesante.
Curiosamente, las plantas huat hua2-4 35S::PEP/+, con niveles de PEP superiores al
silvestre, son indistinguibles de las plantas hua1 hua2-4. En cambio, los triples
homocigotos huat hua2-4 35S::PEP, que contienen niveles muy superiores de PEP, si
que muestran el conjunto de fenotipos que distingue a este tipo de plantas (Fig. 55;
seccion 1V.2.3.1 y datos no mostrados). La correlaciéon entre niveles de PEP y la fuerza
del fenotipo registrado sugiere que, en lugar de fendbmenos de silenciamiento, una

dosis excesiva de PEP pudiera ser la causa de estas observaciones.

1V.2.3.4.- Disminucion del mRNA efectivo de AG e incremento de transcritos con

retencion de secuencias intronicas

Tanto la pérdida como la ganancia de funcion de PEP, en conjuncién con mutaciones
en otros genes de la actividad HUA-PEP, conducen a diversos grados de aparente
debilitamiento de las atribuciones de la funcién C. Esto se corresponde con niveles
inferiores del mMRNA efectivo de AG (secciones 1V.2.2.6 y IV.2.3.2). Con anterioridad,
otros autores observaron que la acumulacion de las mutaciones hen4, hual y hua2
provoca la disminuciéon del mRNA efectivo de AG, junto con un incremento de la
produccién de transcritos prematuramente poliadenilados en el intrén 2 (Cheng et al.,
2003). Con el objetivo de investigar la implicacién de PEP, examinamos mediante

gPCR la posible existencia de tales transcritos, utilizando parejas de cebadores
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convergentes que hibridan en el segundo exdén y el segundo intron, respectivamente
(Fig. 57 A).

El nivel de estos productos en el silvestre es muy escaso, lo que dificulta su
deteccién, por lo que los aumentos registrados en los mutantes simples pep-4 y
35S::PEP, aunque sugerentes, hay que considerarlos con cautela (Fig. 57 B y
resultados no mostrados). Sin embargo, en inflorescencias del doble mutante huaf
hua2-7 se observé un importante incremento de este producto, del orden de 10 veces
con respecto al silvestre (Fig. 57 B). Significativamente, la eliminacion de un alelo PEP
en los individuos hual hua2-7 pep-4/+ provocd un cuantioso aumento respecto al
genotipo anterior (70 veces, Fig. 57 B). Pero el resultado mas sorprendente se obtuvo
en las plantas huat1 hua2-7 35S::PEP, donde se alcanzaron niveles muy superiores
(170 veces, Fig. 57 B). Estos valores, aun no guardando proporcionalidad, si parecen
establecer una correlacion inversa con los niveles del mRNA efectivo de AG en los
diversos genotipos. Ademas, muestran cierto paralelismo con los fenotipos
correspondientes e ilustran, de manera clara, el impacto que tanto la pérdida como el

exceso de PEP tienen en la acumulacion de este tipo de transcritos.
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Figura 57.- Las mutaciones en los genes de la actividad HUA-PEP conducen a un incremento de
transcritos aberrantes de AG con retencion de secuencias intronicas. A) Esquema de la estructura del
gen AG, con los cebadores utilizados para realizar los experimentos de gqPCR mostrados en (B). Los
rectdngulos morados representan los exones, y los espacios en naranja simbolizan los intrones. Flecha
negra: cebador directo (forward). Flecha roja: cebador inverso (reverse). Obsérvese que, para mayor
especificidad, el cebador directo hibrida con secuencias de los exones 1 y 2, adyacentes tras el correcto
procesamiento del intron 1. B) Expresion relativa del mRNA de AG con secuencias del intron 2 en plantas
silvestres (WT) y diversos fondos mutantes. Barras de error: DE.
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Nos preguntamos cual seria la estructura de estos RNA con secuencias
intrénicas. Para responder a este interrogante procedimos a su clonacion mediante
aislamiento de RNA poliadenilado de plantas huat hua2-7 35S::PEP, por ser donde
mas abundan estos transcritos, seguido de la técnica RACE (Rapid Amplification of
cDNA Ends; ver Materiales y Métodos).

GAAATCAAACGGATCGAGAACACAACGAATCGTCAAGTCACTTTTTGCAAACGTAGAAATGGTTTG
CTCAAGAAAGCTTACGAGCTCTCTGTTCTTTGTGATGCTGAAGTCGCACTCATCGTCTTCTCTAGC,
ey ST XL XIS YXT YT et t tct tet tettetegtgetetgttettacttt
attaataattaaattatttttaaagtccgatttagggttttatgtttatgttaaagcataaatctt
ttacgagggttttcgatcttctaagctagatttgattctcttecttecttgaatgetettatgggtag
gattatttttcacttttttccttcatattccacacacatatatatataaacacactaacattagtg
ggaatatttgtttgatatgtttattttatttacttcgggggtttttgtaacaattttgtagatcta
atttcttgttcttcatgtgtatattaattttcccttaagacttaaataaaaagagagaatttgtta
tatA

Figura 58.- Esquema parcial de la secuencia del gen AG en el que se muestra la regién donde se
produce corte y poliadenilacion prematura en el intrén 2. La secuencia correspondiente al exén 2
aparece como letras mayusculas sombreadas en negro. La secuencia intronica que forma parte del
producto identificado mediante RACE 3’ se representa con letras minusculas hasta el punto de

corte (A marcada en rojo). Los presuntos elementos de secuencia asociados al corte y
poliadenilaciéon aparecen sombreados en color (FUE en azul, NUE en verde y CE en amarillo).

A pesar de nuestros esfuerzos soélo obtuvimos un unico producto, aunque muy
consistente por su reiteracion. Sin embargo, la estructura de este transcrito resulta
muy sugerente. Efectivamente, el producto clonado se corresponde con un RNA que
incluiria los dos primeros exones, seguidos de los primeros 363 nucleétidos de los
2999 que componen el intrén 2, donde aparentemente se produjo un proceso de
poliadenilacion prematura (Fig. 58). Ello conlleva la formaciéon de un transcrito que,
ademas de incluir secuencias intronicas, carece de los 6 ultimos exones, o que con
toda probabilidad le impediria actuar como mensajero para la sintesis de un
polipéptido funcional.

Curiosamente, no existe coincidencia con los tamanos de los transcritos
poliadenilados en secuencias del intrén 2 de AG, previamente identificados por otros
autores (Cheng et al., 2003). El origen de dicha discrepancia puede residir en
polimorfismos de secuencia o en diferencias en la estabilidad de este tipo de
transcritos en los distintos accesos usados en ambos trabajos (Ler, Cheng et al., 2003;
Col-0, esta Tesis).

En los eucariotas, el mecanismo de maduracidon de numerosos transcritos en

su extremo 3’ implica que un precursor sea sometido a corte endonucleolitico y
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poliadenilacion en puntos especificos (Tian y Manley, 2013). El estudio de este
proceso ha conducido a la identificacion de elementos de secuencia asociados, tanto
en los eucariotas en general como especificos de las plantas, que actuan de guia de la
maquinaria de procesamiento correspondiente (Millevoi y Vagner, 2010). En las
plantas se han definido tres grupos de sefiales de poliadenilacién, los elementos lejano
(FUE, Far Upstream Element) y cercano (NUE, Near Upstream Element), asi como la
secuencia de corte (CE, Cleavage Element; Loke et al., 2005).

Un examen detallado del transcrito de AG prematuramente poliadenilado nos
revela la presencia de este tipo de elementos adecuadamente situados respecto al
lugar de procesamiento (Fig. 58). Encontramos un punto de corte UA (TA en la Fig. 58)
en un entorno rico en U (CE) acompanado de un elemento NUE rico en A, a la
distancia apropiada (-18). De hecho, este ultimo responde a la secuencia candnica de
referencia AAUAAA (Fig. 58; Proudfoot, 2011). Ademas, el motivo UUUGUU (TTTGTT
en la Fig. 58), situado también correctamente, representa la secuencia mas abundante
en las plantas para el elemento FUE, un modulo de control y de potenciacion (Fig. 58;
Loke et al., 2005). En definitiva, por sus secuencias y disposicion respecto al punto de
poliadenilacién, resulta muy verosimil la implicacién de estos elementos cripticos en el

origen de este transcrito.

IV.2.3.5.- La sobreexpresion de PEP podria perturbar el equilibrio entre los

componentes de la actividad HUA-PEP

En secciones precedentes hemos comprobado que la sobreexpresion de PEP en un
fondo genético silvestre carece de efectos fenotipicos perceptibles respecto a la
morfogénesis floral, asi como tampoco conduce a alteraciones de consideracién en los
niveles de AG. Sin embargo, en un fondo hua1 hua2 sus efectos morfolégicos y
moleculares son cualitativamente similares a la reduccion de PEP en ese mismo
fondo, siendo su intensidad aun mayor (secciones 1V.2.2.5 y 1V.2.3.1). Este
comportamiento inesperado nos condujo a considerar una dosis excesiva de la
proteina PEP como la presunta causa del fenotipo de las plantas hua1 hua2 35S::PEP.

Puesto que las proteinas HEN4 y HUA1 interaccionan fisicamente (Cheng et
al., 2003), nos planteamos la posible participacion de PEP en complejos proteicos
compartidos con, al menos, algunos de los otros miembros de la actividad HUA-PEP.
Razonamos que en un fondo con actividades HUAT y HUAZ intactas, como el de las
plantas 35S::PEP, la homeostasis celular podria tolerar el exceso de PEP. Por el

contrario, la sobreproduccion de PEP en ausencia de HUA1 y HUA2 (huat hua2
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35S::PEP), comprometeria la capacidad de amortiguacion del sistema, posiblemente
perturbando equilibrios estequiométricos entre los productos de los genes HUA-PEP.
Esta situacién conduciria a alteraciones en la regulacion de sus genes diana, como
AG. Es congruente con esta hipétesis el hecho de que las plantas hemicigoéticas hua1
hua2 35S::PEP/+, con niveles de PEP superiores al silvestre pero muy inferiores a los
de las plantas huat1 hua2 35S::PEP, no muestren los fenotipos florales de estas

ultimas.

IV.2.3.6.- Sobreexpresion de PEP en el fondo mutante hen4 hua1

En un intento de reforzar la hipétesis formulada en la seccién anterior, decidimos
sobreexpresar PEP en el fondo doble mutante hen4 hua1. Como quedé reflejado en la
seccion 1V.2.2.3, las flores hen4 hual son esencialmente silvestres (Cheng et al.,
2003; esta Tesis). En cambio, los individuos hen4 hual pep-4/+ muestran rasgos
inequivocos de debilitamiento de la funcién floral C en estambres y carpelos (seccion
IV.2.2.3). De ser cierta nuestra presuncion, la sobreexpresion de PEP en el fondo
mutante hen4 hua1 podria conducir a la aparicién de anormalidades similares a las
registradas en otras combinaciones, como hua1 hua2 35S::PEP. Esta sospecha se vio

debidamente confirmada tras el examen de las plantas hen4 hua1 35S::PEP.

Figura 59.- Fenotipos del mutante hen4 hua1 35S::PEP. A) y B) Flores con transformaciones petaloides
en todos sus érganos del tercer verticilo y fenotipo de “flor dentro de flor”. C) Pistilo con un estilo y un
estigma muy reducidos, del que se ha retirado una valva extra pudiéndose observar nuevos 6rganos
florales en su interior. D) Pistilo carente de estilo y estigma residual, con valvas supernumerarias
separadas en su porcion apical y con morfologia sepaloide. E) Imagen de microscopia electrénica de
barrido (SEM) de la superficie abaxial de una valva, con células gigantes tipicas de sépalo. Barras de
escala: 1 mm (A, B, Cy D)y 100 um (E).

Las flores de los triples homocigotos hen4 hua1 35S::PEP muestran de nuevo
toda la variedad de rasgos que venimos describiendo a lo largo de esta memoria. Asi,

todas las flores presentan transformaciones petaloides de distinta consideracion en el
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tercer verticilo, casi siempre intermedias o severas (Fig. 59 A). De hecho, este mutante
produce una cantidad infima de semillas. A su esterilidad debe contribuir también el
elevado grado de transformaciones sepaloides en el cuarto verticilo (Figs. 59 A-C).
Ademas, en aquellos casos en los que se retienen algunas caracteristicas carpelares,
esto se acompana de diversos defectos estructurales como reduccion de estilo y
estigma y fallos de cierre apical (Figs. 59 C y D).

Pero sobre todo, hay que destacar que numerosas flores hen4 hua1 35S::PEP
(~ 65%) muestran fuertes sintomas de pérdida de determinacién del meristemo floral,
como el tipico fenotipo “flor dentro de flor’, con estructuras florales reiterativas
sustentadas por largos ginoforos. La sucesion de verticilos compuestos por sépalos y
pétalos claramente recuerda a los alelos mutantes ag, aunque también aparecen en
estas flores 6rganos con rasgos carpeloides (Figs. 59). Si bien en el mutante hen4
huatl pep-4/+ ya registramos carpelos supernumerarios (seccion 1V.2.2.3), nunca
advertimos este fenotipo, lo que indica que la sobreexpresion de PEP en hen4 huat
causa un grado de indeterminacioén floral superior al de su reduccién. Esto también es
asi respecto a las otras caracteristicas fenotipicas descritas, lo que guarda un
paralelismo con lo sucedido en el fondo hual hua2 (seccion 1V.2.2.5). Nuestros
resultados sugieren, por tanto, que los efectos de la sobreexpresién de PEP sobre la

morfogénesis floral dependen de la integridad relativa de la funcion HUA-PEP.

IV.2.3.7.- Sobreexpresion de PEP en el fondo mutante hua? ag/+

La actividad HUA-PEP actua como salvaguarda de los niveles de transcrito efectivo de
AG. Consideramos que en un fondo heterocigético ag/+, donde la dosis de AG esta
reducida a la mitad, un nivel menor de perturbacion de la actividad HUA-PEP podria
conducir a alteraciones del desarrollo floral derivadas de un nivel de AG insuficiente.
Realizamos un ensayo preliminar para ilustrar este supuesto. Mediante gPCR
medimos los niveles del mMRNA de AG en las plantas 35S::PEP, hual y huat
35S::PEP. Las primeras no difieren significativamente del silvestre, mientras que los
individuos hua1 presentan niveles inferiores como vimos anteriormente (secciones
IV.226 y IV.23.2, y Figs. 46 y 56). Todavia menor es el nivel del mRNA de AG
registrado en las plantas hua1 35S::PEP (Fig. 60 A), a pesar de que en ambos casos
sus flores son normales, al igual que en las plantas huat ag-12/+ (seccion IV.3.5.2 y
resultados no mostrados). En cambio, en las plantas hual 35S::PEP ag-12/+
observamos nuevamente flores con transformaciones homedticas y determinacion

floral defectuosa (estambres petaloides, pistilos con valvas extra, rasgos sepaloides,
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reduccion de estilo, érganos florales internos) lo que hace plausible nuestra
interpretacion (Figs. 60 B-D).

A
b AG
r
8
o 0.8
9 |
£ 0,6 1
£ 04
1]
4]
T 02
2
< 9
WT 35S::PEP huat huat

358::PEP

Figura 60.- Efecto de la sobreexpresién de PEP en un fondo huat ag/+. A) Niveles relativos del mRNA
de AG en inflorescencias de plantas silvestres (WT) y diversos genotipos mutantes. Barras de error: DE.
B-D) Fenotipos de flores del sesquimutante hua? 35S::PEP ag-12/+. B) Flor con estambres con rasgos
petaloides en el tercer verticilo. C) Pistilo con una gran reduccién del estilo y el estigma. D) Pistilo abierto
manualmente, con nuevos érganos surgiendo en su interior. Barras de escala: 1 mm.

IV.2.3.8.- PEP interacciona fisicamente con HUA1 y HEN4

¢,Coémo interacciona molecularmente PEP con otros genes de la actividad HUA-PEP?
Los resultados expuestos en las secciones precedentes son congruentes con la
participacién de la proteina PEP en complejos polipeptidicos comunes con otros
componentes de dicha actividad, que también codifican presuntas proteinas de unién a
RNA y comparten localizacién nuclear. Y, como ya se ha indicado, se cuenta con el
precedente de HUA1 y HEN4, cuya interaccion fisica ya se ha verificado (Cheng et al.,
2003).

Por tanto, decidimos estudiar, mediante ensayos de fluorescencia por
complementacion bimolecular (BiFC) si alguna de las proteinas HUA1 o HEN4 es
capaz de interaccionar fisicamente con PEP. Para ello procedimos como se describe

en la seccion 1V.1.6, introduciendo las secuencias codificantes de ambos genes en los
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plasmidos pBJ36-SPYNE y pBJ36SPYCE (Walter et al., 2004), en la regiéon N-terminal
de cada mitad de la YFP. A continuacion, se agroinfiltraron con estas construcciones
hojas de Nicotiana benthamiana junto con las construcciones complementarias de
PEP descritas en la seccion 1V.1.6, para ser observadas mediante microscopia de
fluorescencia (ver seccién VII.9). Como controles negativos se usaron versiones
vacias de los plasmidos pBJ36-SPYNE y pBJ36SPYCE, que no rindieron ninguna

sefal (no mostrado). Como control positivo se usé la interaccion entre HUA1 y HEN4,

Figura 61.- La proteina PEP
interacciona fisicamente con HUA1 y
HEN4. Ensayos de deteccion de la
fluorescencia por complementacion
bimolecular  (BiFC). Imagenes de
microscopia de fluorescencia de hojas

ya establecida con anterioridad (Fig. 61; Cheng et al., 2003).
de tabaco en las que se expresan
distintas proteinas de fusién con ambas

PEP-YFPct HUA1-YFPnt HUAT-YFPct PEP-YFPnt_| fuorescente (YFP, Yellow Fluorescent
Prote/n). Todos los ensayos se

realizaron en ambos sentidos. En rojo se
sefialan las proteinas fusionadas a la
mitad C-terminal de la YFP, y en azul
aquellas proteinas fusionadas a la mitad
N-terminal de la YFP. Algunos de los
nicleos en los que se aprecia
fluorescencia nitida e intensa estan
indicados con flechas. La
autofluorescencia inespecifica de las
muestras aparece de color azul. Las
fotografias se tomaron a las 72 h de la
agroinfiltracion. Barras de escala: 40
pm.

[ HEN4-YFPct PEP-YFPnt

PEP-YFPct HEN4-YFPnt

HUA1-YFPct HEN4-YFPnt | [ HEN4-YFPct HUA1-YFPnt

[(HUA1-YFPct HUA1-YFPnt |

La cotransformacion transitoria con estas construcciones permitié verificar que PEP
interacciona fisicamente in planta con ambas proteinas (Fig. 61). Una proporcion

significativa de nucleos de hojas de Nicotiana benthamiana cotransformadas con PEP-
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YFPct y HUA1-YFPnt o HEN4-YFPnt, o bien PEP-YFPnt junto a HUA1-YFP-ct o
HEN4-YFPct, permitié la reconstitucion de la YFP y la deteccion de su sefial (Fig. 61).
Estos resultados indican que PEP es capaz de formar heterodimeros in vivo, tanto con
HUA1 como con HEN4, reforzando la idea de que estas proteinas podrian actuar, muy
probablemente, formando parte de complejos multiprotéicos comunes. Ademas,
pudimos comprobar que HUA1, como PEP (seccién IV.1.6), tiene la capacidad de
formar homodimeros (Fig. 61). Por el contrario HEN4 carece aparentemente de esta
potencialidad, dado que la cotransformacién con HEN4-YFPct y HEN4-YFPnt no rindi6

senal fluorescente especifica alguna (no mostrado).

97



IV.3.- CAPITULO 3. LOS GENES HUA-PEP REGULAN EL DESARROLLO DE LOS
OVULOS Y EL GAMETOFITO FEMENINO

En favor de una mayor claridad expositiva, se han omitido deliberadamente otras
consecuencias fenotipicas de las estirpes mutantes objeto de estudio en esta Tesis y
que, entendemos, merecen mencion aparte. Se ha indicado la imposibilidad de crear
diversas combinaciones mutantes por su inviabilidad, asi como la reducida fertilidad e
incluso esterilidad de otras, sin analizar sus causas.

Indudablemente y como se muestra en el capitulo 2, las conversiones
homeoticas mas acentuadas que respectivamente transforman estambres en pétalos o
carpelos en sépalos, forzosamente han de reducir la fertilidad. En los gineceos, hemos
mostrado otras alteraciones estructurales, como defectos de cierre apical, reduccion
de tejidos estilar y estigmatico, discontinuidad del septum, etc., que, a pesar de no
haberse analizado sistematicamente, a buen seguro que comprometen la polinizacion
y la fertilizacion.

No obstante, en este capitulo se trataran alteraciones inherentes al desarrollo
de los ovulos, estructuras diploides esporofiticas que albergan el gametdfito haploide
femenino. Abordaremos estos aspectos, aunque no de forma exhaustiva por tratarse
de un esfuerzo preliminar llevado a cabo durante el ultimo periodo de este trabajo.
Asimismo, tan sélo se expondran algunos casos representativos ya que, al igual que
respecto a lo tratado en el capitulo anterior, las distintas combinaciones mutantes de
los genes HUA-PEP tienden a generar consecuencias similares. De hecho, un analisis
mas pormenorizado de las estirpes hua-pep examinadas durante esta Tesis reveld que
practicamente todas ellas presentan una fertilidad disminuida, incluidos algunos
mutantes simples que no presentan ningun problema para su propagacion (ver mas

adelante y resultados no mostrados).

IV.3.1.- La actividad HUA-PEP controla la identidad de los 6vulos

La diseccion de gineceos en estirpes como el doble mutante huat pep-4 permitio la
observaciéon de defectos en la determinacion del meristemo floral, con aparicion de
nuevos verticilos de 6rganos florales en el interior del cuarto verticilo (seccion 1V.2.2.2).
Ademas, se advirtio un nuevo rasgo fenotipico, la conversion homeotica de dvulos en
organos florales (Fig. 62). En este genotipo estas transformaciones aparecen con una

frecuencia moderada (20% de las flores examinadas).
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El examen de otros genotipos mutantes hua-pep permitié comprobar que estos
cambios de identidad de 6rgano son abundantes en huat hua2-7 (40% de las flores
examinadas), aunque no tanto como en huat hua2-7 pep-4/+ (93%) y en hua1 hua2-7
35S::PEP (100%), donde se observan en la practica totalidad de las flores. También se
detectaron conversiones homedticas de ovulos en los genotipos hen4 hual hua2/+
pep-4/+, hend hua2 pep-4/+ y hend4 huai1 35S::PEP, donde son abundantes, aunque
no se efectud el recuento correspondiente de manera sistematica. En cambio, no se
apreciaron en los mutantes simples, en los dobles mutantes hen4 hua1 y hen4 hua2,
ni en las flores hen4 hua1 pep-4/+ o hua2 pep-4/+.

Al margen de su incidencia, los fenotipos observados no difieren entre los
distintos genotipos estudiados, por lo que la siguiente descripcién es conjunta, basada
en los genotipos hual pep-4, huat1 hua2-7 pep-4/+ y huat hua2-7 35S::PEP. En una
abrumadora mayoria de los casos, estos 6rganos manifiestan caracteristicas que
recuerdan rasgos sepaloides tales como apariencia filoide, extremo distal puntiagudo y
blanquecino, presencia de estomas (no exclusivo de sépalos), e incluso células
proporcionalmente alargadas o con estrias, etc. (Figs. 62 A-H y J-L). Sin embargo, y
aun persistiendo los rasgos sepaloides, la conversion homeética da lugar
ocasionalmente a organos también con algunos atributos carpeloides, como papilas
estigmaticas o incluso mas raramente 6vulos secundarios (Figs. 62 H e I).

Por otro lado, no se habian descrito con anterioridad mutantes o
combinaciones mutantes con pérdida de todas las facetas que definen a un 6vulo,
como son el funiculo, los integumentos y la nucela, lo que sugeria que quedaban por
identificar nuevos factores importantes para la identidad del évulo (Skinner et al.,
2004). Sin embargo, en nuestras estirpes mutantes algunos érganos ectépicos surgen
directamente desde el tejido placentario, sin funiculo alguno y sin el resto de los
rasgos definitorios anteriormente mencionados (Figs. 62 J). No obstante, también es
frecuente que aparezcan conectados a la placenta mediante lo que parecen funiculos
anormalmente largos con histologia variable (Figs. 62 N-Q). A menudo presentan una
histologia funicular normal en su porcién proximal, surgiendo de la placenta, dando
paso posteriormente a células estriadas (Figs. 62 N-P). A este respecto cabe destacar
que también se producen, en lugar de ovulos, protuberancias cilindricas con estas
caracteristicas tisulares sin dar lugar a ningun tipo de érgano concreto (Fig. 62 Ny Q).
Estos resultados, en su conjunto, indican claramente que la identidad del 6vulo es
regulada por la actividad HUA-PEP, y subraya su importancia durante el desarrollo
reproductivo de Arabidopsis.

Experimentos de tincion GUS e hibridacion in situ indican que PEP se expresa

en los ovulos (Fig. 27; Ripoll et al., 2006). Ademdas, en un reciente estudio
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transcriptomico se ha comprobado la expresion en évulos de los genes PEP, HEN4,
HUA1y HUAZ2 (Matias-Hernandez et al., 2010), por lo que se podria concebir un papel
de la actividad HUA-PEP anélogo al desempefiado durante la formacion de los
verticilos florales. Otra cuestibon a tener en cuenta es el caracter de las
transformaciones homedticas producidas. A pesar de los rasgos carpeloides en
algunas conversiones de oOvulos en nuestras combinaciones mutantes hua-pep,

estimamos que las facetas sepaloides son manifiestas (Figs. 62 D y 63).

Figura 62.- Defectos de la identidad de évulo en diversos genotipos. A) Pistilo hua1 pep-4 con distintos
érganos surgiendo de la placenta. B) Magnificacion de uno de los érganos mostrados en (A). C) Organo
filoide que surge de la placenta de un pistilo huat pep-4. D) Imagen de un érgano ectépico donde se
intuye una venaciéon de caracter filoide o sepaloide (huat pep-4). E, F y G) Pistilos en los que se
observan 6vulos y otras estructuras verdes, con apariencia cilindrica o foliar, de plantas hua1 hua2-1
pep-4/+ (E), huatl hua2-7 pep-4/+ (F) y huat hua2-7 35S::PEP (G). H) Pistilo huat pep-4 en el que se
observa una transformacion de un 6vulo hacia una estructura cilindrica con tejido estigmatico (flecha). 1)
Organo extirpado de la placenta de un pistilo hua? pep-4, que presenta évulos secundarios (flecha) y
papilas estigmaticas en su extremo distal. J-Q) Imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM).
J) Organo muy semejante a un sépalo que surge directamente de la placenta, sin funiculo alguno, en un
pistilo huat1 hua2-7 35S::PEP. K) Detalle de las células de la superficie del érgano mostrado en (J),
cubiertas con estrias de ceras y con estomas intercalados entre ellas. L) Ovulo con fenotipo silvestre
(asterisco) y 6vulo transformado en un 6rgano de margenes picudos y con abundantes estomas, en un
pistilo del sesquimutante huat hua2-7 pep-4/+. M) Organos adicionales que surgen del interior del cuarto
verticilo de un pistilo huat hua2-7 35S::PEP, sustentados por un largo ginoforo (asterisco). N) Ampliacion
de la zona resaltada con un cuadro amarillo en (M), donde se observa un évulo transformado en una
estructura cilindrica protuberante, cuya superficie celular distal muestra células estriadas (O), mientras
que en su zona proximal presenta células tipicas de funiculo (P). Q) Imagen del interior de un pistilo hua?
pep-4 con algunos drganos cilindricos que surgen de su placenta. Barras de escala: 1 mm (A, D, E, F, G,
H, 1y M), 500 um (By C), 100 um (J,L, Ny Q) y 10 um (K, O y P).
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Aprovechando las combinaciones mutantes hua-pep en el fondo genético ful-1
descritas en el apartado 1V.2.2.9, decidimos examinar la presencia de conversiones
homedticas de ovulo en supuestos érganos florales en el genotipo ful-1 huat1 hua2-7
pep-4/+. Estas plantas son prédigas en este tipo de alteraciones, comparables a los
individuos hua1 hua2-7 pep-4/+. De esta manera, podiamos no soélo examinar la
morfologia de los érganos sino usar también la sefal GUS derivada de la expresion
del promotor de FUL como marcador histoldgico y contribuir a esclarecer si estos

organos presentan caracter carpeloide, sepaloide o mixto.

A B

Figura 63.- Deteccion de la
expresion del gen FUL mediante
tincion GUS en conversiones
homedticas de dvulos. A-F y L)
Ovulos con apariencia de
o6rgano filoide procedentes del
interior de pistilos ful-1 huat
hua2-7 pep-4/+. A y D) Organos
que surgen de la placenta
(flecha) donde se observa
tincion GUS en las zonas
; (it S AEh [+ laterales anexas a la porcion
D E E ' ; media. B y E) Ampliaciones de
los 6rganos mostrados en (A) y
(D) respectivamente, donde se
aprecia débil sefial GUS en la
porcion basal. C) Ampliacion de
la imagen mostrada en (B). F)
Magnificacion del extremo apical
del érgano mostrado en (D) y
(E). G y J) Sépalos silvestres
(ful-1/+). H y K) Magnificaciones
de las imagenes (G) y (J)
8 I respectivamente. 1) Detalle del
> extremo apical del o6rgano
| mostrado en (G) y (H). L)
Extremo apical de un drgano
que surge de la placenta del
sesquimutante ful-1 huat hua2-7
pep-4/+. Barras de escala: 1 mm
(A,D,GyJ)y 100 um (B, C, E,
F,H,1,KyL).
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Como se muestra en la Fig. 63, algunos de estos 6rganos recuerdan a hojas o
sépalos, unidas por una estructura umbilical al territorio de placenta, evocando a un
peciolo foliar mas que a un funiculo, dado el aspecto global del 6rgano transformado.
La senal GUS se aprecia en el territorio de supuesto ovario, aunque no en lo que
parece ser la zona media (Fig. 63 D), lo que seria coherente con la expresion territorial
normal de FUL (Gu et al., 1998). También se detecta alguna tincion GUS en la zona
mas basal de dichos 6rganos, lo que podria interpretarse como un signo de identidad
de valva (Fig. 63 B y E). No obstante, dicha actividad GUS se detecta también en una
vasculatura conspicua que muestra evidentes ramificaciones, reminiscentes de lo que
ocurre en los sépalos (Figs. 63 G, H y J). Igualmente, la histologia del apice de
algunos de estos 6rganos resulta muy similar a la de los sépalos (Figs. 63 F, | y K-L).

Otros autores han asignado identidad pistilar a 6rganos ectdpicos resultantes
de transformaciones homedticas de ovulos basandose, entre otros criterios, en la
aparicion y supuesto caracter estilar de células estriadas (Favaro et al., 2003;
Pinyopich et al., 2003). En los auténticos pistilos, la expresion de FUL suele persistir
en el estilo cuando remite en las valvas (Gu et al., 1998), algo que no se refleja en los
organos ectdpicos mostrados en la Fig. 63. Aunque seria conveniente realizar ensayos
con marcadores adicionales, nuestros resultados apuntan de nuevo a una orientacion
sepaloide de estas transformaciones, o de caracter mixto sépalo-carpelo en grado

variable.

IV.3.2.- La actividad HUA-PEP afecta a la expresion de genes de la funcion D

(identidad de évulo)

Los fenotipos mostrados en la seccion anterior guardan similitud con los de otras
estirpes mutantes anteriormente descritas, como bel1, shp1 shp2 stk, o knu, aunque
casi siempre las estructuras generadas en lugar de ovulos se definieron como
carpeloides. Se debe tener en consideracion que en todos esos mutantes se contaba
con una actividad AG intacta (Robinson-Beers et al., 1992; Pinyopich et al., 2003;
Payne et al., 2004). Junto a AG, los tres genes MADS-box SHP1, SHP2 y STK
constituyen un grupo monofilético. Confieren identidad carpelar en ciertos contextos
genéticos y promueven conjuntamente la identidad de évulo (integrantes de la funcion
D; Pinyopich et al., 2003). Por tanto, decidimos examinar su expresion en
inflorescencias mediante qPCR.

La expresion neta conjunta de los tres genes tiende a disminuir en todas las

combinaciones mutantes hua-pep utilizadas, siendo minimo su nivel en las plantas
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huat1 hua2-7 35S::PEP (Fig. 64 A), muy consistente con el hecho de que este genotipo
sea el mas prolijo en conversiones homeoticas de ovulos en 6rganos florales (seccion
IV.3.1). La accién de STK limita el crecimiento excesivo del funiculo (Pinyopich et al.,
2003), por lo que su reduccién también es coherente con la presencia de funiculos

mas largos de lo normal en algunas de estas estructuras.

A < 1,2
E B SHP1
o ! ESHP2
-] OSTK
v 08
o
>
= 06
K]
2 o4
2
° 0,2
=
0
= WY eph _pEP et 2T o4 2-1 Alx  _ pEP
PP qgsi n nud® A et Ut g peP™ agsi
hu hud hua’l 521
puat A
B < 25 <
E Intrén 2 SHP1
s ? —
8
> 1,5
=)
K]
e 1
0
2 o5
o
=
2 o+—11 L L1 L
C << 1,2 e o F W B N T sl
= SEP3
I
[}
S - 5
v 08
o
2
E 0,6
£ 04
2
< 02
=
2 0

< A P A a A 1 ax | ogP

W pep o PET el el ot PP el o eprA 455:FF
h hu ua'l 32_1

hua1“ hua1 hu

Figura 64.- Expresion relativa de RNA cuantificada mediante gqPCR en inflorescencias silvestres y de
distintas estirpes mutantes. A) Medida de los mRNA de los genes SHP1, SHP2 y STK. B) Expresion
relativa del mRNA de SHP1 con secuencias del intron. 2. C). Medida del mRNA de SEP3. Barras de
error: DE.

Nos planteamos que, dada su similitud estructural, la disminucion de la
expresion de los genes SHP y STK en los diferentes mutantes hua-pep podria tener un
reflejo en la acumulacion de transcritos aberrantes como se comprob6 en el caso de
AG (seccidén IV.2.3.4). Para una verificacion preliminar de este supuesto, medimos la

cantidad relativa de transcritos del gen SHP1 con secuencias de su intron 2, siguiendo
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un esquema equivalente al adoptado para el gen AG (seccién IV.2.3.4 y Materiales y
Métodos). Aunque en los mutantes simples no detectamos cambios importantes, en
combinaciones de orden superior si se observo un incremento de entre 1,5y 2 veces
los valores silvestres (Fig. 64 B), sugiriendo que el mantenimiento del mRNA efectivo
de estos genes podria ser similar al de AG.

En experimentos de interacciéon fisica en levaduras, se demostré6 que las
proteinas STK, SHP1, SHP2 y AG no pueden interaccionar entre si, sino que
requieren de la presencia de SEP3 para generar complejos de orden superior (Favaro
et al., 2003; Bataglia et al., 2009). Ademas, las combinaciones multiples de mutantes
sep también provocan pérdida de identidad de 6vulo (Favaro et al., 2003). Por tanto,
medimos también la expresion de SEP3 en nuestros mutantes, constatando una clara
disminucién en las estirpes huat hua2-7 pep/+y huat hua2-7 35::PEP. (Fig. 64 C).

En resumen, estos resultados favorecen la interpretacion de que la
perturbacion de la actividad HUA-PEP afecta la identidad de los 6vulos mediante la
alteracion de la expresion de los genes MADS-box implicados en el proceso. La
disminucion de sus actividades conduciria a una transformacién de caracter sepaloide
0 con caracter mixto sépalo-carpelo, dado que el remanente de actividad AG podria
ser responsable de la no conversién total de los 6vulos en sépalos y la aparicion de

rasgos pistilares.

IV.3.3.- Expresion de AP1 en 6vulos hua pep

La placenta y los 6vulos sélo se forman en el contexto de la identidad carpelar. Por
tanto, si la actividad HUA-PEP mantiene los niveles de AG, el cual promueve la
formacion de todas las estructuras del gineceo (Ferrandiz et al., 1999), el efecto de las
mutaciones hua-pep sobre los évulos podria ser indirecto. No obstante, la persistente
expresion de AG en la placenta y en los o6vulos silvestres, asi como distintas
evidencias genéticas, indican que AG, junto a los genes de funciéon D, contribuye
especificamente a la formacion de los évulos (Figs. 65 A-C; Western y Haughn, 1999;
Favaro et al., 2003; Pinyopich et al., 2003; Skinner et al., 2004; Urbanus et al., 2009).
Consideramos, pues, el principio de mutua exclusion de las funciones Ay C
durante la adquisicion de identidad de los 6rganos florales. De manera similar, la
retraccion o debilitamiento de la actividad AG en la placenta y los évulos podria dar
lugar a la expansién de la actividad A en estos territorios, contribuyendo a la
transformacion de los 6vulos en érganos sepaloides o de caracteristicas mixtas

sépalo-carpelo.
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Figura 65.- Deteccion de las proteinas AG-GFP y AP1-GFP en plantas silvestres y dobles mutantes hua
pep-4, mediante microscopia confocal. A), B) y C) Sefial de AG-GFP en los 6vulos y la placenta de un
pistilo silvestre. D), E) y F) Ausencia de la fluorescencia de AP1-GFP en un 6vulo silvestre. G), H) e I)
Ovulos del doble mutante hua? pep-4 con sefial de AP1-GFP localizada en los nucleos. J), K) y L) Sefal
de AP1-GFP en los funiculos (flecha) y en un presunto 6rgano floral que surge de la placenta de un pistilo
hua1t pep-4. Ampliaciones de la porcién apical (M, N y O) y basal (P, Q y R) de la estructura mostrada en
J, Ky L, donde se observa la fluorescencia de AP1-GFP en todas las células. Deteccion de la GFP (A, D,
G, J, M, P), autofluorescencia (B, E, H, K, N, Q), imagenes combinadas (C, F, I, L, O, R). La
autofluorescencia de la muestra se destaca arbitrariamente en azul o en rojo. Barras de escala: 25 um (A,
B,C,J,KyL)y10um (D, E,F, G, H,I, M,N, O, P, QyR).
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Para sustentar esta idea, estudiamos la expresion de la proteina de fusion AP1-
GFP (Urbanus et al., 2009) en el silvestre y en el fondo mutante huat pep-4. Como
cabria esperar, en pistilos y 6vulos silvestres no se detecta sefial especifica alguna, al
igual que en muchos gineceos huat pep-4 con aspecto relativamente silvestre (Figs.
65 D-F y datos no mostrados). En cambio, en otros gineceos hua?1 pep-4 detectamos
una potente y nitida sefial fluorescente en nucleos de zonas de placenta y en 6vulos,
lo que encaja con nuestra hipotesis (Figs. 65 G-L).

No obstante, la mayoria de los évulos huat pep-4 con sefial de AP1-GFP
muestran morfologias reconocibles como tales (Figs. 65 G-l), aunque no se puede
establecer si afecta a su funcionalidad. Las flores hua? pep-4 muestran diversidad de
fenotipos, desde gineceos con aspecto relativamente silvestre hasta otros visiblemente
alterados o transformados (ver seccién 1V.2.2.2). En estos ultimos, ademas de una
sefal fluorescente de AP1-GFP mas fuerte, es mas facil localizar defectos de identidad
de ovulos. Asi, en las Figs. 65 J-L se muestra una conversién homedtica de dvulo en
un organo de apariencia foliar en su porcién distal, conectado a la placenta a través de
un funiculo. Resulta muy destacable la senal nitida e intensa de AP1-GFP en los
nucleos de las células de este érgano, incluyendo las del funiculo que contactan con la
placenta, donde también se observa una sefal conspicua. Se observan células con
gran heterogeneidad de tamano y disposicién irregular (Figs. 65 M-R).

Estos resultados, ademas de apoyar la orientacion hacia sépalo de las
conversiones homeoaticas, confirman nuestra suposicion y suponen un apoyo firme a la
idea de que el antagonismo entre las funciones A y C también pudiera desempenar un

papel critico en la correcta adquisicién de identidad de los 6vulos.

IV.3.4.- FLK: un nuevo integrante de la actividad HUA-PEP

El gen FLK antagoniza la accién de PEP y HUAZ2 durante la regulacion de la transicion
floral (Ripoll et al., 2009; esta Tesis). Sin embargo, otras evidencias experimentales
indican que FLK y PEP actuan en la misma direccion en otros procesos del desarrollo
de Arabidopsis (ver mas adelante). Ademas, entre los genes representados en el
transcriptoma del 6vulo de Arabidopsis también se detectd la expresiéon de FLK
(Matias-Hernandez et al., 2010). Estos hechos nos indujeron a explorar un posible
papel de FLK en el desarrollo de los évulos, en conjuncién o en oposicion a los
integrantes de la actividad HUA-PEP.
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IV.3.4.1.- FLK actua junto a PEP y HUA2 regulando el desarrollo de los 6vulos

Inicialmente, decidimos estudiar las posibles interacciones de FLK con PEP y HUAZ.
Dado que nuestro alelo hua2 de referencia (hua2-7) no se puede combinar en
homocigosis con pep (seccion 1V.2.2.4), incluimos también hua2-4 en nuestro analisis.
A tal fin, examinamos cada mutante simple, asi como los dobles, el triple mutante flk

hua2-4 pep-4 y el sesquimutante hua2-7 pep-4/+.
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Figura 66.- Fenotipos en el fruto provocados por la interaccién de mutaciones flk, hua2 y pep. A) Frutos
silvestres (WT) y de diversas estirpes mutantes. En todos los casos se muestran los frutos de mayor
tamafio en el momento de su recogida. Los frutos fotografiados son representativos de cada genotipo
excepto para las silicuas flk hua2-7 y flk hua2-4 pep-4, en cuyos casos suelen ser menores que los
ejemplos mostrados en la figura. B) Imagen de microscopia electrénica de barrido (SEM) de un pistilo flk
hua2-4 pep-4 abierto en la zona apical. C) Detalle de la superficie abaxial de una valva del pistilo
mostrado en (B), con cierta heterogeneidad celular. D-H) Secciones representativas de frutos de distintos
genotipos de los que se ha eliminado una valva. D) Fruto silvestre. E) Fruto del doble mutante flk hua2-4.
F) Fruto del triple mutante flk hua2-4 pep-4. G) Fruto del mutante simple hua2-7. H) Fruto del
sesquimutante hua2-7 pep-4/+. Algunos abortos de ovulos (pequefios rudimentos blancos que se
corresponden con los huecos sin semillas) estan indicados con flechas, y los abortos de semillas (de
color marrén o amarillento, y menores que una semilla normal) con asteriscos. Barras de escala: 1 mm
(A,B,D,E,F,GyH)y200 um (C).
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Advertimos importantes diferencias en la longitud de las silicuas entre los
distintos genotipos estudiados. Los frutos de los cuatro mutantes simples pep-4, hua2-
4, hua2-7 y flk alcanzaron tamafos equivalentes a los de las plantas silvestres Col-0
de la misma edad, mientras que los frutos flk hua2- 4y flk pep-4 eran mas cortos (Fig.
66 A y datos no mostrados). Sin embargo, el triple mutante flk hua2-4 pep-4 aun
genero silicuas mucho mas cortas y delgadas (Fig. 66 A). En algunos casos, pudimos
detectar en este genotipo alteraciones del pistilo comentadas con anterioridad, como
apertura apical, estilo reducido y disposicion irregular de las células del ovario (Figs.
66 B y C). Merece la pena destacar que las silicuas del doble mutante flk hua2-7,
también incluido en este ensayo, son mas cortas que las de las plantas flk hua2-4, y
comparables a los frutos flk hua2-4 pep-4, reflejando claramente la distinta fuerza de
ambos alelos hua2 (Fig. 66 A). Se permitid que las plantas completaran su ciclo y se
secaran completamente antes de recolectar su progenie, verificando entonces
importantes variaciones entre distintos genotipos en la produccion de semillas por
planta. Grosso modo, mientras que la cantidad de semillas producidas por los
mutantes simples no difirid sustancialmente del silvestre, algunos mutantes de orden
superior fueron notoriamente mas parcos en su produccion, particularmente el doble
flk hua2-7 y el triple mutante flk hua2-4 pep-4, como claro signo de su reducida
fecundidad (no mostrado).

La diseccion de las silicuas durante la maduracion reveld que contenian menos
semillas, principalmente debido a la presencia de 6vulos abortados. Estos aparecen
como pequenos cuerpos blancos en espacios vacios, lo que indica una interrupcion de
su desarrollo (Figs. 66 D-H; Tabla 4). También aparecen abortos de semilla, aunque
en mucha menor proporcion (Figs. 66 E y H; Tabla 4). Ademas, como era previsible,
se observo una considerable variacion entre los distintos genotipos (Figs. 66 D-H;
Tabla 4). En el silvestre y los mutantes simples hua2, la incidencia de o6vulos
abortados es muy escasa (Figs. 66 D y G; Tabla 4), mientras que en silicuas de
plantas pep-4 o flk éstos suponian entre un 10 y un 15% de todo el recuento de
6vulos/semillas. Resulta interesante que el doble mutante flk pep-4 no muestre un
aumento importante respecto a cualquiera de los dos mutantes simples. Sin embargo,
la incidencia de 6vulos abortados se incrementé abruptamente en los dobles mutantes
hua2-4 pep-4 (45%) y flk hua2-4 (33%), siendo extraordinariamente elevada en las
plantas flk hua2-4 pep-4 (77%; Tabla 4). Este efecto sinérgico contrasta
sorprendentemente con los valores silvestres de los mutantes simples hua2, quiza
indicativo de cierto solapamiento funcional entre HUA2 de un lado, y una actividad
genética representada por PEP y FLK, por otro. En consonancia con esta idea, la

proporcion de évulos abortados aumentd excepcionalmente cuando flk se combind con
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el alelo mas fuerte hua2-7 (77% frente a un 33% en flk hua2-4), resaltando de nuevo la

diferencia entre ambos alelos hua2 (Tabla 4).

Col-0 677 22 2(0,3) 3,1 7
pep-4 817 100 5 (0,6) 10,8 4
hua2-4 240 9 0 (0) 3,6 4
hua2-7 495 20 1(0,2) 3,9 4
flk 419 90 4(0,9) 15,4 4
flk pep-4 470 44 2 (0,4) 8,1 5
flk hua2-4 423 210 2(0,5) 33,1 3
flk-2 hua2-7 96 324 1(1) 76,9 3
hua2-4 pep-4 281 242 12 (4,1) 452 6
hua2-7 pep-4/+ 214 273 31 (12,7) 53 5
flk hua2-4 pep-4 122 533 14 (10,3) 77,5 5

Tabla 4.- Abortos de 6vulos y semillas en combinaciones mutantes entre flk, hua2 y pep. Se analizaron al
menos 9-10 silicuas por cada genotipo, excepto del mutante simple hua2-4, donde el recuento fue sobre 5
frutos.

La inviabilidad del doble homocigoto hua2-7 pep-4 impide una comparacion
directa con el fondo mutante flk hua2-7. Pero incluso asi, las silicuas del
sesquimutante hua2-7 pep-4/+ mostraron una proporcion sorprendentemente alta de
ovulos fallidos (53%; Fig. 66 H; Tabla 4), indicativo de una gran sensibilidad del fondo
genético hua?2 frente a la dosis de PEP. En resumen, estos resultados muestran que
una interrupcion en el desarrollo de los 6vulos es la principal causa de la fertilidad
reducida en las estirpes mutantes analizadas y, por consiguiente, identifica a ambas

proteinas KH, PEP y FLK, asi como a HUAZ2, como elementos clave en este proceso.

IV.3.4.2.- FLK también afecta a la adquisiciéon de identidad de 6vulo

Durante el analisis de las combinaciones mutantes entre flk, pep y hua2, resefiadas en
la seccion anterior, descubrimos también casos de transformaciones homedticas de
6vulo. Estas se observaron unicamente en el triple mutante flk hua2-4 pep-4 (Fig. 67),
nunca en hua2-4 pep-4 o hua2-7 pep-4/+. Se debe indicar que la aparicién de defectos
de identidad de évulo en flk hua2-4 pep-4 es menos abundante que en los genotipos
citados en la seccién IV.3.1 En cualquier caso, como sucede en las conversiones de
ovulo anteriormente descritas, los o6rganos resultantes parecen tener aspecto

sepaloide o mixto carpelo-sépalo (Figs. 67 B y D). Estas observaciones apuntan a que
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el gen FLK ejerce algun tipo de funcion que, no soélo es importante para la progresion

normal del desarrollo del évulo sino ya para la especificacion de su identidad como

organo.

%
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Figura 67.- Fenotipos de pérdida de la identidad de 6vulo en el triple mutante flk hua2-4 pep-4. A), B), C)
y D) Pistilos en el que uno o méas de los 6vulos se ha transformado en un érgano verde de morfologia
cilindrica o filoide (flechas amarillas). (D) es una magnificacién de (C). E) Interior de un pistilo donde los
ovulos no han sufrido transformaciones homedticas, pero se observan algunos funiculos mas largos que
los silvestres (flecha roja). Barras de escala: 1 mm (Ay C) y 500 um (B, Dy E).

IV.3.4.3.- El triple mutante flk hual hua2 revela funciones de FLK en la

morfogénesis floral

Con la intencion de corroborar el caracter de FLK como presunto integrante de la
actividad HUA-PEP, decidimos estudiar también si su falta de funcién tiene algun
efecto en el desarrollo floral. Ya que flk carece de fenotipos morfologicos externos en
la flor como mutante simple, analizamos su impacto en el fondo hual hua2. A
diferencia de lo que sucede con la mutacion pep-4 (seccion IV.2.2.2), el doble flk hua1
no mostré ningun fenotipo aparente de consideracién y se pudo construir el triple
homocigoto mutante flk hua1 hua2-7 sin dificultad. Sin embargo, éste presentd unas
caracteristicas fenotipicas muy interesantes. Las plantas flk huat1 hua2-7 alcanzaron
una estatura muy inferior al silvestre y al doble mutante huat hua2-7 (Fig. 68 A), en
consonancia con la reduccion del porte vegetativo que tiene lugar con la acumulacion
de mutaciones hua-pep (Cheng et al., 2003; datos sin publicar de nuestro laboratorio).
Pero un atributo muy conspicuo de las plantas flk hua1 hua2-7 es la presencia
de transformaciones petaloides muy severas en todas sus flores, afectando a la
totalidad de los 6rganos del tercer verticilo, de manera que presentan dos conjuntos de
pétalos y carecen de estambres (Figs. 68 B y C). A este respecto, esto supone un

incremento muy fuerte del fenotipo mostrado por las plantas huat hua2-7 (ver Tabla 2
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en seccion IV.2.2.5). Por tanto, no resulté sorprendente que los individuos flk huat

hua2-7 fueran estériles y hubiera que propagarlos a partir de un progenitor flk hua1
hua2-7/+.

1%z
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Figura 68.- Fenotipos del triple mutante flk hua1 hua2-7. A) Porte de plantas de 51 dias representativas
de los genotipos sefalados en la imagen. En los cuadros de arriba a la derecha se muestra una
ampliacion de los tallos de cada una de las plantas. B-G) Diversos fenotipos florales del triple mutante flk
huat hua2-7. B) Flor del triple mutante flk huat hua2-7 cuyos 6rganos del tercer verticilo tienen identidad
de pétalo. C) Fotografia de microscopia electrénica de barrido (SEM) de la superficie adaxial de un
6rgano del tercer verticilo, con células cénicas tipicas de pétalo. D) Pistilo con una gran reduccién del
estilo y el estigma. E) Imagen de SEM de la superficie abaxial de una valva, con células gigantes y
estrias epicuticulares de ceras. F) Pistilo con un ginéforo alargado al que se ha eliminado una valva,
dejando al descubierto nuevos verticilos de 6rganos florales que reproducen las mismas caracteristicas
que el anterior. G) Ovulo que ha sufrido una transformacién homedtica hacia un érgano de tipo filoide. H)
Imagen de SEM del pistilo mostrado en (F). I) Ampliacién de los 6érganos que surgen del centro del pistilo
mostrado en (H). J) Detalle de la superficie de los 6rganos del panel (l), cuyas células recuerdan a un
sépalo silvestre. Barras de escala: 10 mm (A), 1 mm (B, D, F y H), 10 ym (C y E), 500 ym (G y I) y 50 ym
J).

La carencia de polinizacion, por tanto, podria contribuir a explicar el reducido
tamano de los gineceos. No obstante, una inspeccion mas detallada de éstos revelo
también importantes perturbaciones en su morfologia. En los supuestos gineceos
detectamos el conjunto de alteraciones habituales en otras combinaciones mutantes

hua-pep expuestas a lo largo de este trabajo, como son defectos de cierre apical,
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reduccion de estilo y estigma, células gigantes y estriadas y presencia de érganos
supernumerarios (Figs. 68 D y E; ver capitulo 2). Lo mas definitorio, sin embargo, fue
la presencia de flores adicionales dentro del cuarto verticilo, reproduciendo los rasgos
anteriores (Figs. 68 F y H-J tal). Como se indicé (seccion 1V.2.2.5), las flores hua1
hua2-7 no muestran este fuerte sintoma de indeterminacion del meristemo floral, por lo

que resulta patente la contribucién de la mutacion flk al debilitamiento de la funcion C.

IV.3.4.4.- Interaccion fisica de FLK con proteinas HUA-PEP (HUA1 y HEN4)

FLK interacciona genéticamente con PEP y HUAZ2 durante el desarrollo de los évulos.
Ademas, la proteina FLK interacciona fisicamente con PEP (seccion 1V.1.6), que a su
vez interacciona con los productos HUA1 y HEN4 (seccion 1V.2.3.8). Estos resultados
encajan con la concepcion de que FLK pueda ser considerado un nuevo elemento de
la actividad HUA-PEP. De ahi que decidiéramos explorar la posibilidad de que FLK
también establezca interacciones proteina-proteina con HUA1 y HEN4. Con este fin

realizamos nuevamente experimentos BiFC en células de Nicotiana benthamiana.

Figura 69.- La proteina FLK
interacciona fisicamente con HUA1 y
HEN4. Ensayos de deteccion de la
fluorescencia por complementacién
bimolecular (BiFC). Imégenes de
microscopia de fluorescencia de
hojas de tabaco en las que se
expresan distintas proteinas de
fusién con ambas mitades de la
[ FLK-YFPct HUA1-YFPnt | [ HUA1-YFPct FLK-YFPnt | proteina amarilla fluorescente (YFP,
Yellow Fluorescent Protein). Todos
los ensayos se realizaron en ambos
sentidos. En rojo se sefalan las
proteinas fusionadas a la mitad C-
terminal de la YFP, y en azul
aquellas proteinas fusionadas a la
mitad N-terminal de la YFP. Algunos
de los nucleos en los que se aprecia
fluorescencia nitida e intensa estan
indicados con flechas. La
[ FLK-YFPct HEN4-YFPnt | [ HEN4-YFPct FLK-YFPnt | autofluorescencia inespecifica de las
muestras aparece de color azul. Las
imagenes se tomaron a las 72 h de
la agroinfiltracion. Barras de escala:
40 pym.
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Al igual que en casos anteriores (secciones IV.1.6 y 1V.2.3.8), los experimentos
de BiFC se llevaron a cabo en ambas orientaciones, cotransformando transitoriamente
las hojas de Nicotiana benthamiana con las construcciones que expresan FLK-YFPct o
FLK-YFPnt (seccién IV.1.6) junto a las respectivas construcciones complementarias de
HUA1 o HEN4 (seccién 1V.2.3.8). Utilizamos los mismos controles positivos y
negativos que en las secciones 1V.1.6 y IV.2.3. Confirmando nuestra presuncion,
comprobamos que FLK interacciona in vivo con HEN4 y aun mas solidamente con
HUA1 (Fig. 69). La capacidad de FLK de formar heterodimeros in planta, tanto con
HUA1 como con HEN4, avala la validez de incluir a FLK entre los genes HUA-PEP.
Asimismo, verificamos que FLK también puede formar homodimeros in vivo (Fig. 69),
como PEP y HUA1 (secciones IV.1.6 y IV.2.3.8).

IV.3.5.- La actividad HUA-PEP y la viabilidad del gametéfito femenino

IV.3.5.1.- PEP y HUA2 desempeinan funciones cruciales para el desarrollo del

gametéfito femenino

En las angiospermas, los gametos femeninos se generan mediante la formacion de un
gametofito multicelular haploide (el saco embrionario) rodeado por tejido diploide
esporofitico, los integumentos del évulo. La coordinacién entre ambos tipos de tejido
es fundamental para su fertilidad (Chevalier et al., 2011; Feng et al., 2013). A partir de
nuestro analisis de los genes FLK, HUA2 y PEP respecto al desarrollo de los 6vulos
(seccion 1V.3.4.1), no se puede distinguir entre un defecto gametofitico y un defecto en
los tejidos maternos que pudiera interferir con el desarrollo del saco embrionario. Ello
es debido a que todas las estirpes analizadas eran homocigéticas, compartiendo
ambos tipos de tejido (gametofitico y esporofitico) los mismos genotipos. La Unica
excepcion la constituye el sesquimutante hua2-7 pep-4/+, por lo que lo usamos para
discriminar entre ambas posibilidades y obtener mas informacién acerca del papel de
estos genes durante el desarrollo reproductivo.

Como se ha indicado, hua2-7 y pep-4 representan alelos nulos que imposibilitan
la obtencién del doble homocigoto mutante hua2-7 pep-4. Inicialmente analizamos
mediante genotipado molecular (Materiales y Métodos) la progenie de plantas
segregantes hua2-7 pep-4/+ como fuente potencial de dobles mutantes. Reparamos
en que, ademas de la reduccion de fertilidad en relacién con los évulos (Fig. 66 H,
Tabla 4), la letalidad cigética no podia explicar las desviaciones observadas en las

proporciones mendelianas esperables, ya que se observaban proporciones proximas a
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1:1 en lugar de una segregacion 2:1. Analizando la descendencia de plantas hua2-7/+

pep-4/+ llegamos a la misma conclusién (no mostrado), sugiriendo un posible defecto

gametofitico, masculino o femenino.

B Q d HUAZ2 PEP HUA2 pep hua2-7 PEP hua2-7 pep
HUA2/hua2-7 HUA2/hua2-7 | hua2-T/hua2-7 | hua2-7/hua2-7
PEP/PEP PEP/pep-4 PEP/PEP PEP/pep-4
Sensibles a kanamicina: 93
Resistentes a kanamicina: 73
(9) Q HUA2 PEP HUA2 pep hua2-7 PEP hua2-7 pep
HUA2/hua2-7 | HUAZ/hua2-7 | hua2-T/hua2-7
PEP/PEP PEP/pep-4 PEP/PEP PEP/pep

| B v | | Sensibles a kanamicina: 173
¥ g Resistentes a kanamicina: 98

Figura 70.- HUA2 y PEP son importantes para la viabilidad del gametdfito femenino. A) Varios frutos del
sesquimutante hua2-7 pep-4/+ aclarados en los que se pueden ver las semillas alojadas en su interior.
En algunos de ellos la produccién de semillas es muy reducida como consecuencia de los abortos de
6vulo. B) Resultados de los cruces reciprocos efectuados entre el doble heterocigoto HUA2/hua2-7
PEP/pep-4 y el mutante simple hua2-7/hua2-7. En las tablas de doble entrada se muestran los gametos
formados por las plantas HUA2/hua2-7 PEP/pep-4 (gris) y hua2-7/hua2-7 (azul). La germinacion de
semillas resultantes se efectudé en presencia de kanamicina (pep-4, kanR). En amarillo y blanco se
muestran las combinaciones cigoticas sensibles y resistentes al antibidtico, respectivamente. En negro,
combinaciones inviables. Barra de escala: 1 mm.

Para abordar este punto, efectuamos cruces reciprocos entre el mutante simple
hua2-7 y plantas doble heterocigoticas hua2-7/+ pep-4/+. Para simplificar el analisis de
la descendencia aprovechamos el hecho de que el alelo pep-4 porta en su T-DNA un
marcador de resistencia a kanamicina (Ripoll et al., 2006). Asi, las plantas hua2-7 sélo
producen un tipo de gameto que no proporciona resistencia al antibiético, mientras que
las plantas hua2-7/+ pep-4/+ producen cuatro tipos de gametos, la mitad de los cuales
no transmite la resistencia (Fig. 70 B). Cuando las plantas hua2-7/+ pep-4/+ actuaron
como parental masculino, constatamos la transmision del gameto hua2-7 pep-4 a
través del polen. Las semillas resultantes germinaron en placas de agar con
kanamicina, por lo que sélo sobrevivieron los individuos que recibieron gametos
paternos HUA2 pep-4 o hua2-7 pep-4. Mediante genotipado molecular confirmamos
que solo se obtienen plantulas hua2-7/+ pep-4/+ y hua2-7 pep-4/+ en una proporcion
cercana a 1:1 (Fig. 70 B). Existe un pequefio sesgo en contra de la combinacion
alélica hua2-7 pep-4, por lo que debe existir cierta reduccién de viabilidad gametofitica
en el polen. En cualquier caso, los granos de polen liberados por las anteras hua2-7
pep-4/+ no mostraron ninguna irregularidad morfolégica (Fig. 71 C). Ademas, el
estudio de las anteras hua2-7 pep-4/+ tampoco revel6 la presencia de granos de polen
anormales (Fig. 71 G). Todo ello sugiere que una deficiencia gametofitica masculina

no es la causa principal de su baja fertilidad.
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Figura 71.- El polen del sesquimutante hua2-7 pep-4/+ es viable. A-C) Fotografias de microscopia
electrénica de barrido (SEM) de granos de polen de una planta silvestre (A), del mutante simple hua2-7
(B) y del sesquimutante hua2-7 pep-4/+ (C). D-G) Anteras tefiidas con la solucion de Alexander
fotografiadas con microscopia optica. D) Antera de una planta ag-72/+ donde se observan granos de
polen viables (esferas de color fucsia) y otros inviables (puntos verde-azulados). E) Ampliacion de la
imagen anterior. F) Antera silvestre donde todos los granos son viables. G) Antera del sesquimutante
hua2-7 pep-4/+, en la que no se advierten defectos en los granos de polen, aunque si tal vez una
produccién algo reducida. Barras de escala: 10 ym (A, By C) y 100 um (D, E, F y G).

Siguiendo la misma estrategia, las plantas hua2-7/+ pep-4/+ actuaron como
progenitor femenino para verificar si los gametos hua2-7 pep-4 eran transmisibles a
través de los oOvulos. Tras seleccion en kanamicina, se genotiparon las plantulas
descendientes. Todos los supervivientes resultaron ser dobles heterocigotos hua2-7/+
pep-4/+, resaltando la ausencia de plantas hua2-7 pep-4/+ e indicando que HUAZ2 pep-
4 era la unica combinacién gamética producida en los 6vulos capaz de conferir
resistencia al antibiético (Fig. 70 B). Estos resultados son una clara evidencia de que
el parental femenino no puede transmitir gametos hua2-7 pep-4.

Se alcanzaron las mismas conclusiones en cruces reciprocos entre el silvestre e
individuos hua2-7/+ pep-4/+, asi como reemplazando hua2-7 por el alelo hua2-1
(resultados no mostrados). Por tanto, nuestros datos sugieren que un defecto en el
desarrollo del gametdfito femenino es el origen mas probable del defecto de los 6vulos
y la mayor causa de la escasa fecundidad de las silicuas hua2-7 pep-4/+. Ademas,
estas plantas produjeron un 52% de Ovulos aberrantes (Fig. 66 H; Tabla 4),
adecuandose perfectamente a las proporciones 1:1 esperables entre 6vulos viables y
no viables derivadas de ambos tipos de gametos femeninos. La carencia absoluta de

transmisiéon simultanea de los alelos pep-4 y hua2-7 a través de los gametos
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femeninos indica que HUA2 y PEP desempefan funciones, posiblemente

redundantes, que resultan cruciales para la viabilidad del gametdfito femenino.

IV.3.5.2.- La interaccidon genética con AG revela un papel critico de PEP en la

viabilidad de los évulos

La combinacién de mutaciones huat, hua2 y hen4 provoca fenotipos Ag" severos en
plantas heterocigoticas ag/+, que de otro modo mostrarian un fenotipo esencialmente
silvestre (Chen y Meyerowitz, 1999; Li et al., 2001; Cheng et al., 2003). PEP interviene
en el mantenimiento de la funcion C ayudando a sostener, junto a dichos elementos de
la actividad HUA-PEP, el nivel de mRNA efectivo de AG (esta Tesis). Légicamente,
nos interesaba observar el efecto de la mutacién pep en un fondo ag/+.

Los loci AG y PEP se encuentran muy proximos en el cromosoma IV de
Arabidopsis. Con objeto de facilitar la busqueda de individuos recombinantes,
utilizamos inicialmente un alelo fuerte ag en fondo Col-0 (ag-712), portador de una
insercion de T-DNA con un gen que confiere resistencia al antibiético sulfadiazina (ver
seccion VII.1.1.1). Tras seleccibn en presencia de antibiético, los hipotéticos
recombinantes pep-4 ag-12/+ se verificaron mediante genotipado molecular
(Materiales y Métodos).

Cuando se sembroé la progenie de plantas ag-12/+ en placas con sulfadiazina,
se obtuvo alrededor de un 75% de individuos resistentes (203 resistentes frente a 71
sensibles, y? = 0,102), lo esperable de un progenitor hemicigético para un marcador
dominante (Fig. 72 A). Entre éstos, encontramos un tercio con fenotipo Ag (no
mostrado). Resultados equivalentes se obtuvieron a partir de plantas hua1 ag-12/+,
usadas como control adicional, y donde no hubo dificultad en obtener plantas huat ag-
12 con fenotipo Ag’, cuyas flores son indistinguibles de las del mutante simple ag-12
(Fig. 72 C).

Por contra, entre los descendientes de plantas pep-4 ag-12/+ se observé una
bajisima proporcién de plantas supervivientes (15%; Fig. 72 B) entre las que ninguna
manifestd el fenotipo Ag'. Estas observaciones se repitieron tras varias generaciones
de plantas pep-4 ag-12/+, indicando que la ausencia de funcién PEP en el fondo
genético ag-12/+ compromete la transmision del alelo mutante ag-72, insinuando la
posible existencia de alteraciones en los gametos, ademas de provocar una drastica
reduccion de la fertilidad. De hecho, las plantas pep-4 ag-12/+ producen una cantidad

de semillas mucho menor que los individuos silvestres o que el heterocigoto ag-12/+.
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Figura 72.- Interaccion de pep-4 con ag-12. A) y B) Placas con medio sélido suplementado con
sulfadiacina en las que sobreviven de manera selectiva las plantas con el alelo ag-72. En (A) se sembré
la progenie del hemicigoto ag-712/+, y en (B) la del sesquimutante pep-4 ag-12/+. La supervivencia en (B)
es muy inferior a la observada en (A). C) Flor del doble mutante huat ag-12 con fenotipo Ag. D)
Comparacién de la longitud tipica de silicuas silvestre (izquierda), ag-12/+ (centro) y pep-4 ag-12/+
(derecha). La eliminacién de una valva en la silicua central (ag-712/+) permite apreciar abortos de évulo en
su interior. E) y F) Anteras tefiidas con solucién de Alexander y observadas bajo microscopia optica, de
los genotipos ag-12/+ (E) y pep-4 ag-12/+ (F). No se advierten diferencias en la produccion de polen
viable entre ambos genotipos. G) Imagen tomada con microscopia electronica de barrido (SEM) de ag-
12/+ donde se observan granos de polen viables y otros inviables (flecha). H-K) Porciones de silicuas
representativas de distintos genotipos a las que se les ha eliminado manualmente una valva. H) Silicua
silvestre. 1) Silicua del hemicigoto ag-12/+, con semillas y algunos o6vulos abortados (flecha). J) Fruto
hual ag-12/+ donde se observan semillas y algunos o6vulos inviables (flecha). K) Frutos del
sesquimutante pep-4 ag-12/+ con una produccion de semillas muy reducida y numerosos o6vulos
abortados (flechas). Barras de escala: 1 mm (A, B, C, D, H, I, Jy K), 100 ym (E y F) y 50 um (G).

En un esfuerzo preliminar para determinar las causas de la baja fertilidad de los
individuos pep-4 ag-12/+, examinamos sus pistilos y anteras. Los comparamos con los
de plantas ag-12/+ y huatl ag-12/+. En ninguno de los genotipos se advirtieron

alteraciones visibles en la morfologia de los pistilos, salvo en pep-4 ag-12/+ por su
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menor longitud y grosor (Fig. 72 D). El examen de las anteras pep-4 ag-12/+ revel6
gran numero de granos de polen anormales en su interior (Fig. 72 F). Sin embargo,
respecto a este fenotipo, pep-4 ag-12/+ no difiere ni de las plantas huat ag-12/+ ni de

ag-12/+ (Fig. 72 E), lo que dificulta su interpretacion.

Col-0 521 3 0,6 5 9
ag-12/+ 308 272 46,9 8 12
hua1 ag-12/+ 303 241 44,3 10 12
pep-4 ag-12/+ 133 925 87,4 9 20

Tabla 5.-. Abortos de évulos en ag-72 y otros mutantes. La mutaciéon pep-4 provoca un gran aumento del
numero de abortos de dvulo en el fondo ag-12/+. Los datos indicados para las plantas Col-0 proceden de
un recuento diferente al mostrado en la Tabla 4.

Dados los precedentes de abortos de évulos en otros genotipos analizados
anteriormente, examinamos el interior de las silicuas. Pudimos registrar un elevado
numero de ovulos abortados en las silicuas ag-12/+, que no varié sustancialmente en
el caso de huat ag-12/+ (Fig. 72 | y J; Tabla 5). Sin embargo, la eliminaciéon de PEP
en el fondo ag-12/+ provocd un enorme aumento en la proporcién de 6vulos abortados
con relacién a los otros genotipos (Fig. 72 K; Tabla 5). Este aumento alcanzaba mas
del 93% de las posiciones en el interior de la silicua en los primeros frutos de la planta,
atenuandose esta proporcion en frutos posteriores (Tabla 5). Este notorio incremento
en la perturbacién del desarrollo de los évulos permite explicar el bajo rendimiento en
semillas de las plantas pep-4 ag-12/+ y, muy probablemente, podria estar relacionado
con la imposibilidad de obtener plantas homocigoticas pep-4 ag-12.

Debido a la existencia de polen inviable en las plantas ag-12/+ (Fig. 72 E), los
defectos en los ovulos formalmente podrian estar ocasionados por defectos
gametofiticos masculinos o de progresion del tubo polinico, etc. En principio, esto
parecia improbable puesto que las plantas ag-12/+ o hual ag-12/+ presentan las
mismas alteraciones del polen y dan lugar a plantas con fenotipo Ag en las
proporciones esperadas. Ademas, las semillas en pep-4 ag-12/+ no aparecen
agrupadas preferentemente en la parte apical de las silicuas, sino que pueden
aparecer intercaladas con 6vulos abortados a lo largo de todo el fruto (Fig. 72 K) por lo
que resultaba poco probable que se debiera a defectos en la progresion del tubo
polinico. No obstante, no se puede excluir la existencia de defectos gametofiticos
masculinos en las plantas pep-4 ag-12/+, por lo que realizamos cruces reciprocos con

la estirpe silvestre para resolver esta cuestion. Se fertilizaron plantas pep-4 ag-12/+
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con polen silvestre y las semillas resultantes (tan sélo 50 a partir de varias silicuas) se
sembraron en placas con el antibidtico sulfadiazina. Ninguna de ellas mostro
resistencia, sugiriendo que los gametos pep-4 ag-12 no son transmisibles a través del
gametdfito femenino. En cruces reciprocos, el parental silvestre Col-0 fue polinizado
con polen pep-4 ag-12/+, obteniéndose 187 semillas, de las cuales tan solo 5
sobrevivieron a la presencia del antibidtico. Estos datos indican que el gameto pep-4
ag-12 es transmisible a través del parental masculino. No obstante, la bajisima
proporcion en la transmision sugiere que este genotipo también perturba el desarrollo
del gametdfito masculino, aunque con penetrancia incompleta.

En resumen, nuestros resultados encajan con que PEP desempena funciones
en el desarrollo de ambos gametdfitos, presumiblemente en parte a través de su
influencia sobre AG, pero también de manera independiente a AG. La incompatibilidad
gametofitica entre las mutaciones ag y pep refuerza nuestras observaciones anteriores
respecto a pep y hua2 (secciéon 1V.3.5.1) y subraya de nuevo la importancia de la

actividad HUA-PEP durante el desarrollo reproductivo.
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V.- DISCUSION

En todos los organismos el control de la regulacién génica es fundamental para el
desarrollo y la adaptacion a los cambios medioambientales. En organismos sésiles
como las plantas, durante las distintas fases de su desarrollo el éxito reproductivo
depende de la correcta coordinacion de los mecanismos de expresion génica y su
modulacion con respecto a sefiales endégenas y del entorno. La actividad de genes
que codifican factores que intervienen en distintas etapas de su ciclo vital y participan
en distintos aspectos del control genético puede ser muy ventajosa para esta finalidad.
A este perfil se adecuan las proteinas polifacéticas con dominios de unién a RNA
(RNA Binding, RNB), capaces de regular la expresion génica desde la transcripcion a
la traduccion y contribuir a la coordinacion de numerosos procesos de desarrollo
(Mller-McNicoll y Neugebauer, 2013).

En nuestro trabajo, el punto de referencia primordial es el estudio de las
funciones de PEP en la regulacion del desarrollo reproductivo de Arabidopsis. PEP es
una proteina con tres dominios KH, con una configuracién propia de las hnRNP de tipo
PCBP, como el miembro tipo hnRNP K, caracterizadas por su enorme versatilidad
funcional (Makeyev y Liebhaber, 2002; Mikula y Bomsztyk, 2011). El rango de
procesos examinados en este estudio abarca desde el control del tiempo de floracion a
la formacion de flores y gametos. Asimismo, hemos relacionado, genética, molecular y
funcionalmente la implicacion de PEP en estos procesos con otras proteinas de union
a RNA (HUA1, HUA2, HEN4, FLK), estructuralmente relacionadas o no con PEP, cuya
vinculacion a algunos de esos programas de desarrollo ya estaba establecida (Cheng
et al., 2003; Lim et al., 2004; Mockler et al., 2004; Doyle et al., 2005; Wang et al.,
2007). En este cometido hemos observado relaciones antagonicas, de solapamiento
funcional e incluso la coexistencia de ambas en funcién del proceso en estudio,
corroborando y profundizando en observaciones previas de otros autores, asi como
desvelando nuevas funciones para los genes RNB referidos.

Ademas de evidenciar el papel de PEP, hemos propuesto la existencia de una
actividad conjunta, que hemos dado en denominar como HUA-PEP, compuesta al
menos por los genes HUA1, HUA2, HEN4, PEP y FLK, cuya participacion no se
restringe a la transicion reproductiva y la morfogénesis floral, sino que continda en el

desarrollo e identidad de 6vulos y la produccion de gametos.
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V.1.- POSICION DE PEP EN EL CONTROL DE LA TRANSICION FLORAL

Nuestros datos demuestran que PEP ejerce un papel regulando la transicion a la etapa
reproductiva. Esta funcién se lleva a cabo aparentemente mediante su contribucion al
mantenimiento de los niveles de mRNA del gen MADS-box y represor central de la
floracion FLC. Diversas pruebas apoyan estas conclusiones (capitulo 1). Primero, la
pérdida de PEP aunque provoca una modesta aceleracion de la floracién, rescata en
gran medida al mutante tardio flk, tanto en el tiempo de floracién como en los niveles
del RNA de FLC. La sobreexpresién de PEP confiere floracién tardia en distintos
regimenes luminicos y responde a la vernalizacion y el tratamiento con GA,
recordando a un mutante de pérdida de funcion de la ruta auténoma (Mouradov et al.,
2002). De acuerdo con esto, la sobreexpresion de PEP conduce a un aumento del
mRNA de FLC, siendo la mutacién nula flc-3 epistatica respecto a 35S::PEP, lo que
demuestra claramente el requerimiento de FLC para los efectos de la sobreexpresion
de PEP sobre el tiempo de floracion.

De esta manera, PEP se opone a FLK, un paralogo de PEP de la ruta
autonoma de promocion de la floracion (Lim et al., 2004; Mockler et al., 2004; Ripoll et
al., 2006; Ripoll et al., 2009). Los procesos bioldgicos regulados por proteinas RNB
antagonistas no son una novedad. Un proceso de desarrollo crucial en mamiferos, la
eleccion del momento de la transicion de una etapa proliferativa a otra de
diferenciacion neuronal, se regula mediante la relacion antagonista entre hnRNP Ky la
proteina RRM Hu (Yano et al., 2005).

La ruta autbnoma dista de ser una via lineal. Mas bien se trata de un conjunto
de actividades independientes que, de manera concertada, regulan negativamente la
expresion de FLC, aunque se han establecido algunas relaciones funcionales entre
varios de sus miembros (Fig. 73; Liu et al., 2007; Baurle y Dean, 2008). El estudio
bioquimico de estas actividades génicas esta resultando prolifico (letswaart et al.,
2012; Song et al., 2013), aunque permanecen muchas incognitas. Una de ellas afecta
al modo de accion de FLK. Nuestros resultados demuestran que los productos de PEP
y FLK interaccionan fisicamente, lo cual encaja con los datos genéticos y de expresién
molecular (apartado IV.1.6). Asi, la represion de FLC por parte de FLK podria tener
lugar impidiendo o limitando la accion de activadores como PEP mediante un efecto
directo entre polipéptidos (Fig. 73). Es notorio que, en lugar de mostrar fenotipos
aditivos, las plantas flk 35S::PEP sean muy similares a los mutantes simples flk en
términos de tiempo de floracion y acumulacion del mRNA de FLC (Fig. 32; apartado
IV.1.4). Estos resultados concuerdan con que FLK y PEP operen en la misma ruta.

Asumiendo un papel de la proteina FLK en la regulacion postranscripcional de FLC, la
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existencia de elementos aguas abajo de FLK (como PEP) podria explicar por qué FLK

no interacciona in vitro con el transcrito de FLC (Mockler et al., 2004).

[FE]l—

| | & X @) ———————| |[TRANSICION

/. -|- FLORAL

f
| FCA /FY /PCFS4 | *

Figura 73.- Modelo esquematico de las interacciones de FLK y PEP en el contexto de la ruta auténoma
de floracion de Arabidopsis. De acuerdo con este modelo, FLK reprime a FLC parcialmente a través de la
regulacion negativa de los activadores de FLC, como PEP y quizas HUAZ2. Asimismo, también se
contemplan actividades independientes sobre el gen FLC. Por simplificar, se presenta una accion
secuencial entre FLK e hipotéticos genes intermediarios. Sin embargo también son considerados otros
supuestos, donde los productos génicos estarian interaccionando en complejos proteicos. Las
activaciones se indican mediante flechas, y las regulaciones negativas con lineas terminadas en T. Las
interacciones hipotéticas estan representadas con lineas de puntos. FCA actia sobre FLC
independientemente de FLD, y también aguas arriba, mientras que FPA, FCA y FLK presentan funciones
paralelas (Baurle et al., 2007; Baurle y Dean, 2008; Ripoll et al., 2009).

Dada la versatilidad funcional y bioquimica de las proteinas PCBP, no podemos
descartar otros tipos de interaccion entre PEP y FLK. Aunque sodlidos, nuestros
resultados no restringen la posibilidad de que PEP ejerza una funcién sobre FLC (y
otros genes) independientemente de FLK. De hecho, ambas situaciones no tienen por
qué ser mutuamente excluyentes, como se ha demostrado en el caso de otros
integrantes de la ruta auténoma (Fig. 73; Liu et al.,, 2007; Baurle y Dean, 2008).
Asimismo, la interaccion entre PEP y FLK puede ser muy dinamica, no limitandose a
una relacion antagonista, sino actuando en la misma direccidon en otros procesos del
desarrollo (apartado 1V.3.4; Ripoll, 2004; resultados no publicados; ver mas adelante).

PEP recuerda en el contexto de la floracion a HUAZ2, otro activador de FLC
(Doyle et al., 2005; Wang et al., 2007) que codifica una proteina con un dominio RPR
que también regula positivamente a AG (Chen y Meyerowitz, 1999; Cheng et al., 2003;
apartado 1V.2.2.6). Aqui mostramos que PEP y HUAZ2 actian en el mismo sentido
activando a FLC. Asi, los mutantes triples flk hua2 pep son esencialmente silvestres en
cuanto al tiempo de floracién e incluso sus niveles de mMRNA de FLC son inferiores al
silvestre (Ripoll et al., 2009). La pérdida de funcién de HUAZ2 mitiga el retardo de las
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plantas FRI, el mutante de fotoperiodo co, y los mutantes de la ruta autonoma fpa y Id
(Doyle et al., 2005). Nosotros extendemos estas observaciones al incluir a flk entre los
mutantes tardios rescatados por hua2 (Ripoll et al., 2009; esta Tesis). Sin embargo,
aunque HUA2 y PEP pueden cooperar en la activacion de algunos represores florales,
ésto no tiene por qué ser siempre asi ya que los mutantes pep no rescatan al mutante
de fotoperiodo co (no mostrado). Esta y otras observaciones sugieren que HUAZ2 actua
en paralelo respecto a PEP y FLK (ver mas adelante).

PEP y HUAZ2 colaboran con HUA1 y HEN4 en la activacion de otros genes
MADS-box como AG, favoreciendo la formacion de estructuras reproductivas (Cheng
et al., 2003; esta Tesis). La sobreexpresion de FLC en plantas 35S::FLC genera flores
aberrantes con caracteristicas vegetativas (Wang et al., 2007). Parece un
contrasentido, por tanto, estimular el mantenimiento de los niveles de FLC (y otros
represores de la floracién). Pero resulta critico para garantizar un desarrollo adulto
vegetativo suficiente que permita generar, con garantias de éxito y tras el colapso de
FLC, estructuras reproductivas como flores, évulos y polen. Tal éxito reproductivo que

podria verse comprometido por una transicion excesivamente precoz.

V.2.- PEP INTERVIENE EN LA MORFOGENESIS FLORAL COMO REGULADOR
POSITIVO DE LA ACTIVIDAD C

Con anterioridad, se habia comprobado en nuestro laboratorio la expresién territorial
de PEP en el meristemo floral y en los érganos reproductivos de la flor (Fig. 27; Ripoll,
2004; Ripoll et al., 2006). Ademas, en la mutacion original pep-1, asi como
ocasionalmente en otros alelos como pep-2 y pep-4, se constatd la presencia de
valvas extra. Junto a las interacciones genéticas con genes CLV, esto insinuaba un
papel de PEP en la determinacion del meristemo floral que probablemente estaria
enmascarado por solapamiento funcional con otros genes (Ripoll, 2004; Ripoll et al.,
2006)

Previamente (Chen y Meyerowitz, 1999) se habia hipotetizado la existencia de
genes adicionales a HUA1 y HUAZ2 en la ruta de procesamiento de AG, identificandose
HEN4 como el caso mas claro (Cheng et al., 2004). Aqui demostramos que PEP se
esta funcionalmente relacionado con estos genes, y proponemos la existencia de una
actividad génica ejecutada por diversas proteinas RNB, la actividad HUA-PEP, clave
en el mantenimiento de la funcion C, y en la que PEP desempefia un papel muy
relevante. Los mutantes simples hua1, hua2, y hen4, asi como sus combinaciones

dobles carecen de fenotipos florales, a excepcién del doble mutante hua? huaZ2.
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Significativamente, los dobles mutantes hen4 pep presentan conversiones petaloides
en una fraccién de sus flores, siendo éstas mas fuertes y abundantes en hua? pep. En
este genotipo aparecen ademas numerosos indicios de transformacion sepaloide en el
cuarto verticilo, destacando la presencia de grandes células gigantes con estrias.
Como sucede en los auténticos sépalos (Roeder et al., 2010; Roeder et al., 2012), la
irregularidad en los tamafios y disposicién de las células conduce a frecuentes
curvaturas, torsiones y “arrugas” en los gineceos. lgualmente, observamos rasgos
inequivocos de pérdida de determinacion del meristemo floral, como la presencia de
valvas extra e incluso la aparicion de verticilos adicionales.

A pesar de la inviabilidad de dobles homocigotos mutantes hua2 pep, asi como
de los triples homocigotos hen4 huat pep y hual hua2 pep, si pudimos comprobar el
profundo impacto de la reducciéon de la actividad PEP, sobre todo en los
sesquimutantes hen4 huat pep/+y hual hua2 pep/+. La eliminacion de un alelo PEP
genera un fenotipo mutante muy fuerte a partir de una situacion de fenotipo silvestre
(hen4 huat, Cheng et al., 2003; esta Tesis), o bien intensifica un fenotipo mutante
previo (hua1 hua2; Chen y Meyerowitz, 1999; esta Tesis). Los fenotipos florales son,
de nuevo, indicativos de un debilitamiento de la funcién C. En sintonia con esta
interpretacion, la intensidad del fenotipo de nuestras combinaciones mutantes hua-pep
se correlaciona inversamente con los niveles del mRNA de AG, donde se aprecia un
impacto muy importante de PEP (Fig. 46, apartado 1V.2.2.6). Ademas, esto se refleja
igualmente en los niveles de dos genes representativos como dianas de AG, SPL/NZZ
y KNU, implicados entre otras funciones, en el desarrollo de los estambres y la
determinacion del meristemo, respectivamente (Fig. 46; Ito et al., 2004, 2007; Payne et
al., 2004).

Uno de los principios basicos del modelo ABCE de identidad de los 6rganos
florales es el antagonismo entre las funciones A y C (Jack, 2004; Krizek y Fletcher,
2005; Causier et al., 2010). Cuando se reduce criticamente la funcion C, se expande la
expresion de genes de la funciéon A, como AP1, contribuyendo a la transformaciéon de
los estambres en pétalos y de los carpelos en sépalos (Fig. 10; Krizek y Fletcher,
2005; Causier et al., 2010). La presencia de la proteina AP1 en los 6rganos del cuarto
verticilo de flores huat pep-4 (apartado 1V.2.2.7) guarda coherencia con los fenotipos
observados y con la relevancia de PEP en los mismos.

De igual modo, nuestro analisis de los mutantes hua-pep en un contexto de
desarrollo del gineceo tan distinto, como es del mutante ful, apoya la importancia de la
contribucién de PEP a la actividad HUA-PEP en el mantenimiento de la identidad
carpelar. En los frutos ful, la expresion ectépica de los genes de margen de valva

provoca la disminucion del tamano de las células de la valva (Ferrandiz et al., 2000 b).
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En las plantas ful-1 pep-4 y ful-1 hua1 pep-4 se produce una importante recuperacion
de la longitud de las células del ovario, particularmente en la valva, que origina, entre
otros cambios, un alargamiento del fruto (seccion 1V.2.2.9.1). La eliminacion progresiva
de genes de margen de valva en el fondo ful también provoca cambios similares,
conduciendo a un rescate parcial de la identidad de las células de valva (Liljegren et
al., 2004). En nuestras combinaciones mutantes hua-pep se registra una disminucion
de los genes SHP (apartado 1V.3.2). Por tanto no descartamos que la posible accion
sobre genes de margen de valva, como los SHP, ejerza cierta influencia en el proceso.
No obstante, con independencia de esto (ambas posibilidades no son excluyentes),
nuestros resultados apuntan a que las mutaciones hua-pep perturban un proceso
jerarquicamente superior, como es la propia identidad carpelar del verticilo. De hecho,
en el mutante ful-1 huat pep-4 ya se observan células gigantes de tipo sepaloide (Fig.
52). Esto queda del todo patente en las plantas ful-1 hua1 hua2-7 y sobre todo en ful-1
hua1t hua2-7 pep-4/+, donde aparecen incluso tricomas en la superficie de los 6rganos
y cuyos fenotipos son esencialmente los mismos que en fondo FUL (Figs. 51-54), lo
que indica que la caida de la actividad HUA-PEP es basicamente epistatica sobre ful.
Esta visiéon se ve reforzada por el seguimiento de expresion de GUS para el gen FUL,
asi como de la lignificacion en las flores ful-1 hua1 hua2-7 pep-4/+, donde en ambos
casos se aprecia en el cuarto verticilo un patron claramente propio de sépalo (Figs. 53
y 54).

V.3.- LA ACTIVIDAD HUA-PEP: UN CASO DE REDUNDANCIA FUNCIONAL
ENTRE GENES NO RELACIONADOS ESTRUCTURALMENTE

Se suele atribuir la redundancia funcional a la existencia (presunta o conocida) de
genes paralogos, habitualmente surgidos como consecuencia de fendmenos de
duplicacién génica. Si bien esto es muy comun, no deja de ser cierto que puede ocurrir
también entre genes estructuralmente no relacionados o en combinaciones de ambos
casos. De hecho, los miembros identificados de la actividad HUA-PEP son tres
proteinas KH, dos de ellos paralogos cercanos (PEP y FLK) y otra mas alejada
(HEN4), junto a HUA1 y HUAZ2, carentes de toda relacion estructural entre si y con las
anteriores (Chen y Meyerowitz, 1999; Li et al., 2001; Cheng et al., 2003; Lim et al.,
2004; Mockler et al., 2004; Ripoll et al., 2006). Este tipo de redundancia o
solapamiento funcional no es excepcional. La correcta formacién del margen de valva
en Arabidopsis tiene lugar gracias a cierto grado de redundancia funcional entre

paralogos cercanos como SHP1 y SHP2, junto a factores de tipo bHLH como IND y
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ALCATRAZ (ALC; Rajani y Sundaresan, 2001; Liljegren et al., 2004). Asimismo, la
denominada actividad JAG/FIL, fundamental en la formacion de patron en el eje
medio-lateral del fruto incluye a factores de transcripcion del grupo YABBY1 (YAB1),
como YAB3 y FILAMENTOUS FLOWER (FIL), junto con la proteina con dominio de
dedos de zinc JAGGED (JAG), con los que coopera ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1),
un factor de transcripcion de tipo MYB (Fig. 16; Gonzalez-Reig et al, 2012 y
referencias ahi incluidas). En Caenorhabditis elegans, por ejemplo, el desarrollo
inapropiado de la vulva es reprimido por factores de transcripcion redundantes sin
ninguna relacion estructural (Cui et al., 2006; Fay y Yochem, 2007). En Drosophila
melanogaster, FMR1 (con dominios KH), Rasputin y Caprin son tres proteinas RNB no
relacionadas que cooperan en la restriccion del crecimiento tisular y la promocion del
desarrollo neuronal (Baumgartner et al., 2013). Este tipo de compensacién funcional
se ha reconocido como una estrategia importante para regular las funciones celulares
y conferir solidez a los sistemas biolégicos frente a las mutaciones y otras
alteraciones, y se ha descrito fundamentalmente en circuitos de regulaciéon metabdlica
y genética (Wagner, 2000). De hecho, Wagner (2000) concluyé que las interacciones
entre genes no relacionados en Saccharomyces cerevisiae son la causa principal de la

robustez frente a las mutaciones.

V.4.- EL NIVEL DE EXPRESION DE PEP ES CRITICO EN EL CONTEXTO DE LA
ACTIVIDAD HUA-PEP

Nuestros ensayos genéticos de pérdida de funcién, indican claramente que la
ausencia o reduccion (en ciertos fondos) de la funcion PEP provoca importantes
efectos en el fenotipo de las flores de diversas estirpes mutantes hua-pep. Resultd
muy sorprendente, por tanto, el efecto de su sobreexpresion en los fondos dobles
mutantes huat hua2 y hua1 hen4. En lugar de compensar la falta de las funciones
HUA1, HUA2 y HEN4, se registraron cualitativamente los mismos defectos de pérdida
de funcién C (conversiones homedticas y pérdida de determinacién del meristemo
floral) que en las combinaciones con alelos pep (secciones IV.2.2.3 y 1V.2.2.5). De
hecho, los fenotipos son incluso bastante mas severos. Esto sugiere que los niveles de
expresion de PEP se deben mantener entre ciertos margenes.

Las plantas 35S::PEP, huat1 35S::PEP, hua2 35S::PEP y hen4 35S::PEP no
muestran alteraciones en las flores. Sin embargo, en las plantas hua1 35S::PEP si que
registramos cierta disminucion de los niveles del mMRNA de AG (Fig. 60), aunque no lo

suficiente para generar un fenotipo morfolégico. Probablemente, la sobreexpresién de
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PEP en un fondo silvestre o incluso con alguna otra mutacién, puede ser amortiguada
por el sistema. No obstante, en situaciones donde la funcién HUA-PEP se halla aun
mas comprometida (hual hua2 o hen4 huat), el exceso de PEP rebasaria cierto
umbral, presumiblemente perturbando equilibrios estequiométricos (Veitia et al., 2013).
Con esta interpretacion encaja el hecho de que los fenotipos de las plantas hua1 hua2
y a la vez hemicigéticas para la construccion 35S::PEP sean comunes a las plantas
hua1t hua2, mientras que los triples homocigotos hua1 hua2 35S::PEP (con niveles de
expresion de PEP mas elevados) muestren un fenotipo exacerbado (Fig. 55 y Tabla 3).

La robustez frente a las mutaciones de la actividad HUA-PEP podria tener su
base en la participacién de sus miembros en vias paralelas o en la formacién de
complejos proteicos comunes, no siendo mutuamente excluyentes ambas
posibilidades. Las proteinas que forman los complejos hnRNP no exhiben
necesariamente homologia entre si. Con diversos dominios estructurales, muy a
menudo muestran solapamiento funcional (Dreyfuss et al., 2002). Hemos demostrado
que el producto de PEP es capaz de formar heterodimeros in planta con HUA1 y
HEN4 (Fig. 61). Dado que HUA1 y HEN4 interaccionan fisicamente, y que HUA1 se
une a secuencias de RNA de AG (Cheng et al., 2003), nuestros resultados apuntan a
que PEP actua en complejos polipéptidicos junto a HUA1 y HEN4 regulando a AG y
probablemente a otros genes diana. PEP (como HUA1) puede formar homodimeros
(Fig. 61), por lo que la sobreexpresion de PEP, ante la alteracion de los niveles de
otros componentes, podria conducir a un exceso de homodimeros de PEP, quizas
menos eficaces o generando distinta especificidad de accion.

Son numerosos los genes en los que la pérdida y el exceso de funcion
muestran cualitativamente los mismos fenotipos. Sdélo por citar algunos ejemplos, en
embriones de Xenopus laevis, tanto la reduccion como la sobreexpresion de Mex3b,
que codifica una proteina con dos motivos KH implicada en la formacion del patron
anteroposterior de la placa neural, conduce a la reduccién del transcrito de Xbra, su
gen diana (Takada et al., 2009). En Arabidopsis, tanto la pérdida como la
sobreexpresion de los genes PHYB (PHYTOCHROME B) y EFO1 (EARLY
FLOWERING BY OVEREXPRESSION 1) generan un fenotipo de floracion precoz
(Bagnall et al., 1995; Wang et al., 2011), y en el caso de MAP18 se producen
anormalidades en el crecimiento del tubo polinico y fertilidad reducida (Zhu et al.,
2013). El desequilibrio ocasionado en la sintesis de porfirinas por pérdida o exceso de
funcion de PORPHOBILINOGEN DEAMINASE (PBGD) genera alteraciones y lesiones
diversas en Arabidopsis (Quesada et al., 2013). Curiosamente, el aumento y la
disminucion de la expresiéon de las quinasas FAB1A/B de Arabidopsis provocan los

mismos defectos pleiotrépicos durante el desarrollo, como consecuencia de la
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perturbacion de la homeostasis de las endomembranas, atribuyéndose este
comportamiento a la alteracion de los complejos proteicos involucrados. (Hirano et al.,
2011).

Cabe destacar que, aun no reflejandose en fenotipos morfoldgicos, las plantas
pep-4 y 35S::PEP comparten muchos fenotipos moleculares. Segun un reciente
estudio transcriptomico, numerosos genes se comportan de igual modo en ambos
genotipos, aumentando o disminuyendo su expresién (resultados no publicados), en

consonancia con su efecto fenotipico en combinaciones mutantes hua-pep.

V.5.- LA ACTIVIDAD HUA-PEP AFECTA AL DESARROLLO DE LOS OVULOS
CONTROLANDO LA ESPECIFICACION DE SU IDENTIDAD

Con anterioridad, se ha demostrado la implicacién de diversos integrantes de lo que
aqui hemos dado en llamar actividad HUA-PEP en la regulacion de la floraciéon (FLK,
HUA2, PEP; Lim et al., 2004; Mockler et al., 2004; Doyle et al., 2005; Wang et al.,
2007; Ripoll et al., 2009), asi como en la morfogénesis floral (HEN4, HUA1, HUA2,
Chen y Meyerowitz, 1999; Li et al., 2001; Cheng et al., 2003). En este trabajo, ademas
de corroborar tales conclusiones y demostrar la importancia de PEP en la
organogénesis floral, hemos revelado una contribucion adicional de la actividad HUA-
PEP critica para el desarrollo reproductivo, como es la de regular el desarrollo de los
ovulos. En diversas combinaciones mutantes hua-pep comprobamos la incidencia, en
proporciones variables, de conversiones homedéticas de évulos hacia 6rganos florales
(apartado 1V.3.1; Fig. 62), un claro signo de que la perturbacién de la actividad HUA-
PEP controla la identidad de este 6rgano reproductivo. Destacan los genotipos huat
hua2 pep/+ y, sobre todo, hual hua2 35S:PEP, donde aparecen este tipo de
transformaciones en la totalidad de las flores, haciendo hincapié de nuevo en la
importancia de la funcion PEP y la regulacion de su expresion.

En consonancia con la incidencia de ovulos transformados, en los mutantes
hua-pep se registran disminuciones de los tres genes MADS-box, SHP1, SHP2 y STK,
considerados de funcion D, determinantes de la identidad de évulo (Favaro et al.,
2003; Pinyopich et al., 2003; Brambilla et al., 2007), en particular en huat hua2
35S::PEP (Fig. 64 A). Dada la similitud de estos genes con AG, es concebible una
accion de la actividad HUA-PEP en el mantenimiento de la funcién D por medio de su
actuacion sobre la transcripcion o el procesamiento de los transcritos
correspondientes. De hecho, la acumulacion de transcritos con secuencias intrénicas,

tanto en AG como en SHP1 (Fig. 64 B; ver mas adelante) encajaria con esta idea.
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Ademas de AG y los genes de funcién D, la actividad redundante de los genes SEP
también es necesaria para la correcta especificaciéon de los 6vulos (Favaro et al.,
2003). Por tanto, también es coherente que disminuya SEP3 (Fig. 64 C), el miembro
mas activo del grupo (Immink et al., 2009).

En trabajos previos el caracter carpeloide de los érganos que reemplazan a los
6vulos en el triple mutante shp?1 shp2 stk, se puso de relieve atendiendo a
consideraciones morfolégicas, como el aspecto del 6rgano en su conjunto (cilindrico) o
tipos celulares con estrias a los que se adjudico identidad de estilo (Favaro et al.,
2003; Pinyopich et al., 2003). En bel1 shp1 shp2 stk pueden incluso surgir ovulos
ectodpicos a partir de los érganos transformados (Brambilla et al., 2007). No obstante,
los resultados con nuestras combinaciones mutantes hua-pep difieren de los
anteriores. Si bien registramos caracteristicas carpelares en algunos 6érganos
ectépicos (papilas estigmaticas, ovulos secundarios, estructura cilindrica), es muy
abundante el numero de conversiones que evocan un caracter sepaloide manifiesto
(Fig. 62). Muchos de ellos presentan una estructura laminar o filoide, incluso con
patrones de venacion similares a los de sépalo (Figs. 62 y 63). En otros se aprecian
células estriadas con una disposicion mas irregular que las estilares y dispuestas por
todo el 6rgano que, en ocasiones, incluso carece de funiculo (Figs. 62 J y K). En
plantas ful-1/+ hua1 hua2 pep/+ pudimos comprobar como la expresion de FUL en
algunos de estos o6rganos se corresponde mas con un patrén de venacion propio de
sépalo, sin persistir en la region apical, como suele suceder en la region estilar de los
auténticos pistilos (Fig. 63; Gu et al., 1998).

Se debe considerar que el nhovedoso caracter sepaloide, o al menos inusual, de
las transformaciones homeodticas de o6vulo en estirpes mutantes hua-pep, muy
probablemente se debe a que disminuye la expresion de SHP1, SHP2 y STK, pero
también la de AG. La proporcion relativa de sus productos resulta critica. La
sobreexpresion de los homélogos de AG en los 6vulos de tabaco condujo a su
conversion en estructuras carpeloides (Mandel et al.,, 1992). En Arabidopsis, la
expresion ectépica de AG tiene un efecto menor en los évulos, pero la expresion de
BAG, el ortélogo de Brassica, causa la transformacion de los integumentos en
estructuras carpeloides (Ray et al., 1994). Por consiguiente, la especificacion del
primordio requiere discriminar entre identidad de 6vulo o de carpelo. La proporcion
relativa de las proteinas AG y de funcién D, junto a los productos SEP, es fundamental
para generar tetrameros con especificidad carpelar o de évulo (Bataglia et al., 2009).
Por ejemplo, SEP3 puede formar dimeros con AG, considerados necesarios para
conferir identidad carpelar (Immink et al., 2009). No obstante, también puede formar

complejos ternarios con AG y STK (Favaro et al., 2003), asi como facilitar uniones
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entre STK, SHP1 y SHP2 presumiblemente para especificar 6vulos (Favaro et al.,
2003; Bataglia et al., 2009; Immink et al., 2009).

En ciertos contextos genéticos (fondo mutante ag ap2) SHP1, SHP2 y STK
parecen contribuir a la identidad de carpelo (Pinyopich et al., 2003). La disminucion
conjunta de la expresion de SHP1, SHP2, STK y AG en los mutantes hua-pep
permitiria explicar un debilitamiento simultaneo de la especificacion de évulo y de
carpelo en beneficio de la identidad de sépalo. Un sdlido argumento a favor de esta
interpretacién parece la expresion ectépica de AP7 en ovulos transformados de huat
pep (apartado 1V.3.3; Fig. 65), lo que ademas conduce a la atractiva hipotesis de que
la exclusion mutua entre la funciones florales A y C también sea valida respecto al
ovulo. La presencia de la proteina AP1-GFP en 6vulos convertidos en 6rganos de
aspecto “foliar” es conspicua en los nucleos de sus células, de dimensiones y
disposicion irregulares, siendo algunas de ellas y sus nucleos de gran tamano (Fig. 65
M-R), por lo que sugieren procesos de endoreduplicacion, como sucede en los sépalos
(Roeder et al., 2010; Roeder et al., 2012) y en las transformaciones de orientacion
sepaloide en el cuarto verticilo (capitulo 2).

Un aspecto importante del desarrollo del évulo es el gran solapamiento
genético con otros aspectos del desarrollo vegetal. En algunos casos, este
solapamiento podria surgir de una predisposicion a emplear rutas ya existentes en
otros procesos, es decir, procesos homélogos. Por ejemplo, para la formacion de los
integumentos se requieren mecanismos de polaridad adaxial-abaxial similares a los
que operan en las hojas (Kelley y Gasser, 2009 y referencias ahi incluidas). Por tanto,
con la aparicion de las flores en las angiospermas, ademas de un sistema para
discriminar entre évulo y pistilo, se habria incorporado al programa de 6vulo un
mecanismo para limitar a la funcién A, y con ello prevenir el desarrollo de
caracteristicas de sépalo. De hecho, AG y los genes de funcién D (SHP y STK)
podrian cooperar en esta tarea, dado el caracter “carpeloidizante” anteriormente
aludido de estos ultimos (Pinyopich et al., 2003). Es verosimil que la reduccion
extrema de AG, SHP1, SHP2 y STK en genotipos como huat hua2 35::PEP (Fig. 64
A) permita la expansion del dominio de AP1, explicando que en todas sus flores
aparezcan conversiones homeaoticas de caracter sepaloide en sus évulos. En éste y en
otros genotipos mutantes hua-pep, la actividad de AG no desaparece completamente,
generando en ocasiones rasgos carpeloides en ovulos transformados. Esta situacion
se asemeja a la descrita para el cuarto verticilo en los mutantes hua-pep (capitulo 2),
donde pueden aparecer en el mismo organo facetas carpelares (ej. papilas

estigmaticas) y sepaloides (ej. células estriadas gigantes).
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V.6.- LA ACTIVIDAD HUA-PEP CONDICIONA LA VIABILIDAD DE LOS OVULOS
AL MARGEN DE LAS CONVERSIONES HOMEOTICAS Y AFECTA AL
DESARROLLO DEL GAMETOFITO FEMENINO

El desarrollo de los 6vulos se puede perturbar de multiples maneras. El triple mutante
shp1 shp2 stk es virtualmente estéril aunque no todos sus évulos se transforman en
estructuras carpelares. Sin embargo, muestra un elevado porcentaje de 6vulos
abortados (Pinyopich et al., 2003). Esto sucede también en estirpes hua-pep como
huatl pep, hual hua2, hual hua2 pep/+ y hual hua2 35S::PEP, prodigas en
conversiones de ovulos. En otra bateria de ensayos genéticos con estirpes con nula o
escasisima incidencia de conversiones homedticas (apartado 1V.3.4.1), también
comprobamos que las mutaciones pep, hua2 y flk provocan la interrupcién o
degeneracion del desarrollo de los 6vulos. Aunque baja, la incidencia de este fenotipo
en los mutantes simples flk y pep, asi como en el doble flk pep, es superior a la de los
alelos hua2, que muestran niveles silvestres. Contrasta, por tanto, el efecto sinérgico
de estas mutaciones en el porcentaje de 6vulos abortados en combinaciones como
hua2-4 pep-4, flk hua2-4, flk hua2-7, flk hua2-4 pep-4 o hua2-7 pep-4/+ (Tabla 4). Esto
podria ser un indicio de que HUAZ2, junto con alguno de sus homédlogos HULKT,
HULK2 o HULK3 (HUAZ2-like; Janakirama, 2013), participa en una via paralela a PEP y
FLK (ver mas adelante).

El gran aumento en la proporcién de 6vulos abortados tras la eliminacién de
PEP en un fondo ag/+ (pep-4 ag-12/+) es otra importante evidencia de que la actividad
HUA-PEP puede comprometer la viabilidad de los évulos sin llegar a alterar su
identidad. Las causas pueden ser multiples, pero nuestros ensayos de cruces
reciprocos indican que la fase haploide es particularmente sensible a la perturbacion
de la actividad HUA-PEP (apartado IV.3.5.1). El desarrollo del 6vulo en si y del
gametdfito que se desarrolla en su seno se encuentran intimamente interrelacionados
(Chevalier et al., 2011; Muralla et al., 2011; Feng et al., 2013). La letalidad gametofitica
femenina de combinaciones huaZ2 pep, ag pep y otras (datos no mostrados) explica en
gran medida la proporcion de évulos abortados.

Que elementos de la actividad HUA-PEP, presuntamente relacionados con el
procesamiento del RNA, sean criticos para la viabilidad gametofitica recuerda a otros
ejemplos de la bibliografia. Asi, las plantas heterocigéticas para las mutaciones
lachesis (lis) y clotho (clo), afectadas en sendos homélogos de factores de splicing,
producen semillas y &vulos abortados en proporcion 1:1, debido a letalidad
gametofitica femenina (GroRR-Hardt et al., 2007; Moll et al., 2008; Volz et al., 2012).

Recientemente, se ha comprobado que los alelos mutantes de ROOT INITIATION
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DEFECTIVE1 (RID1), que codifica una helicasa implicada en la escisién de intrones,
no se transmiten a través del parental femenino y provocan una leve disminucion a
través del polen (Ohtani et al., 2013), muy similar a lo que ocurre con los gametos
hua2-7 pep-4, entre otros. Estos estudios sugieren que aspectos especificos del
desarrollo, como la organogénesis floral y la formacion de gametos, son muy
susceptibles a los defectos del procesamiento de RNA.

Las dianas de estos genes y de los elementos de la actividad HUA-PEP
pueden ser muy diversas. Entre ellos podrian encontrarse algunos factores MADS-box
de tipo I, implicados en el desarrollo del gametdfito, el embridén y el endospermo
(Masiero et al., 2011). Evidentemente, también AG y sus dianas son claros candidatos.
Uno de ellos, SPLINZZ, ha sido implicado en el control del destino de las células
germinales. En los primordios de 6vulo de los mutantes sp/ se forman las células
precursoras de las células madre de la megaspora (MMC), pero se detiene su
desarrollo, generando la ausencia de la linea germinal (Yang et al., 1999). La
disminucion tanto de AG como de SPL encajaria con la reduccion, total o parcial de la
viabilidad gametofitica observada en nuestros mutantes hua-pep.

Los gametos pep-4 ag-12 no son transmisibles a través del gametdfito
femenino, mientras que los gametos ag-12 si lo son (apartado 1V.3.5.2). Esto sugiere
un efecto adicional sobre otros genes, independiente de AG. Estos podrian ser AGL6,
con un gran intron 1 con secuencias reguladoras (Schauer et al., 2009) o SHP1,
SHP2, STK y los genes SEP. El silenciamiento de SHP1, SHP2, STK conduce a la
ausencia de expresion de VERDANDI (VDD), un gen importante para la especificacion
de la identidad celular en el gametofito femenino (Matias-Hernandez et al., 2010),
aunque recientemente ha sido identificado también como diana directa de AG
(O’'Maoiléidigh et al., 2013 b).

Los defectos del gametofito femenino, los abortos de 6vulo y sus conversiones
homeoticas pueden ser efectos relacionados. La perturbacion de los genes HUA-PEP
puede conducir a alteraciones en la expresion de genes fundamentales en la
adquisicion de identidad de ovulo, pero también necesarios para la activacion de
funciones requeridas posteriormente para su correcto desarrollo, lo que incluye al
gametdfito. Alteraciones profundas de los niveles de AG, genes de funciéon D y SEP
podrian llegar a generar una conversion homeética del o6rgano, mientras que
alteraciones menores podrian provocar diversos defectos de maduracion, los cuales
se manifestarian como abortos.

Probablemente sucede algo similar en los estambres. Algunas estirpes
mutantes hua-pep en las que nunca se registran conversiones petaloides en el tercer

verticilo (flk pep-4, flk hua2-4 pep-4, pep-2) si muestran rasgos indicativos de retraso
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en la maduracion de las anteras y el alargamiento de los filamentos. En combinaciones
mas severas (ej.: huat1 hua2, huat1 hua2 pep/+), los estambres que no experimentan
transformacion a pétalo suelen presentar estas caracteristicas (datos no mostrados).
En este sentido, cabe recordar que AG coordina el desarrollo de dvulos y estambres y
que, como otros genes selectores homedticos, controla la morfogénesis en distintos
niveles (lto et al., 2007). Asi, AG activa distintas cascadas transcripcionales para
adquirir identidad de estambre y para su posterior diferenciacién (Ito et al., 2004,
2007). SPL es inducido por AG y desempefa un importante papel en la maduracion de
anteras y la formacion de gametos (lto et al., 2004). Ademas, AG controla el desarrollo
tardio del estambre estimulando la via del acido jasmonico (lto et al., 2007), la cual
induce a su vez la expresién de multiples genes involucrados en distintos aspectos de
la maduracion de los estambres, como MYB21 y MYB24, los cuales inducen el
crecimiento del filamento y la dehiscencia de la antera (Wilson y Zhang, 2009). Es muy
interesante que tanto en pep-4 como en 35S::PEP disminuye notoriamente la

expresion de ambos genes (resultados no publicados de nuestro laboratorio).

V.7.- FLK, UN MIEMBRO ADICIONAL DE LA ACTIVIDAD HUA-PEP

La implicacion de FLK en la viabilidad de los 6vulos, asi como su impacto junto a
HUAZ2 y PEP en el desarrollo vegetativo (apartado IV.3.4.1 y resultados no mostrados)
sugiere su inclusion en la actividad HUA-PEP. Resulta muy elocuente que en el fondo
doble mutante hua2-4 pep-4, la eliminacion de FLK eleve de un 45% a un 77% el
porcentaje de abortos de évulo, e incluso conduzca a la aparicion ocasional de
transformaciones homedéticas de 6vulo (seccion IV.3.4.2). En lugar de actuar en
sentido opuesto a PEP y HUAZ2, como en la regulacién del tiempo de floracion, FLK
parece mostrar redundancia respecto a otras operaciones del desarrollo. Esta idea se
refuerza ostensiblemente en el triple homocigoto mutante flk huat1 hua2-7 (Fig. 68;
seccion 1V.3.4.3). La inclusion de flk genera un intenso fenotipo de pérdida de
actividad C respecto a hua1 hua2-7, recordando al triple mutante hen4 huat hua2
(Cheng et al., 2003). El fondo doble mutante hua? hua2 ha sido utilizado en diversas
ocasiones para revelar nuevas actividades génicas involucradas en el desarrollo floral,
tanto en la identidad de sus érganos como en la determinacion del meristemo floral
(Cheng et al., 2003, Ji et al., 2011 a). Estos datos de naturaleza genética se hallan en
sintonia con las interacciones fisicas de FLK con elementos de la actividad HUA-PEP,

reforzando de nuevo su inclusion en este grupo.
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A pesar de su aparente redundancia funcional durante el desarrollo de flores y
ovulos, FLK ejerce un papel antagonista (al menos respecto a PEP y HUAZ2) regulando
a FLC. Esta disparidad no carece de precedentes. En Arabidopsis, presuntos factores
de transcripcion SR (serine/arginine rich) y la hnRNP AtGRP8 poseen efectos
antagonistas y cooperativos (Streitner et al., 2012). IND y HECATE3 (HEC3), dos
genes bHLH paralogos cercanos, muestran efectos opuestos o solapantes
dependiendo del tejido o estructura sobre los que actian durante el desarrollo
reproductivo (Kay et al.,, 2013). Los genes MADS-box AGL24 y SVP (SHORT
VEGETATIVE PHASE) también son paralogos muy cercanos con efectos
contrapuestos en el tiempo de floracion, siendo el primero un activador y el segundo
un represor. AGL24 promueve la identidad de inflorescencia, siendo reprimido por AP1
y LFY para establecer la identidad de meristemo floral. No obstante, posteriormente
AGL24 y SVP cooperan con AP1 regulando negativamente a AG durante las primeras
etapas del desarrollo floral (Gregis et al., 2006). Este dinamismo funcional entre genes
MADS-box puede incluir a las funciones florales B y C. AG y AP3/PI tienen funciones
solapantes especificando los primordios de estambre y pueden formar parte de los
mismos complejos, no obstante muchos genes que promueven el desarrollo carpelar
son activados por AG pero reprimidos por AP3/PI (O'Maoiléidigh et al., 2013 b). A su
vez, la versatilidad funcional de la actividad HUA-PEP puede ser muy conveniente
para modular esta complejidad espacio-temporal. HUA2 y PEP activan a represores
florales de tipo MADS-box (Doyle et al., 2005; Ripoll et al., 2009), SVP entre ellos
(Doyle et al., 2005), para luego activar a genes como AG, fundamentales para el
desarrollo floral (Cheng et al., 2003; esta Tesis). Sera interesante comprobar si FLK
ejerce efectos moleculares sobre estos genes y si son redundantes respecto a los
otros integrantes de la actividad HUA-PEP.

V.8.- MECANISMO DE ACCION MOLECULAR DE PEP Y EL CONJUNTO DE LA
ACTIVIDAD HUA-PEP

Nuestros resultados indican que PEP, junto con otros miembros de la actividad HUA-
PEP, regula procesos reproductivos como el tiempo de floracién, la organogénesis
floral y el desarrollo de évulos. Sus mutaciones generan fenotipos coherentes con las
alteraciones de la expresiéon de genes MADS-box capitales en dichos procesos, como
FLC, AG, SHP1, SHP2 y STK, entre otros. Anteriormente se comprobé que la proteina
HUA1 muestra afinidad por el RNA de AG e interacciona fisicamente con HEN4

(Cheng et al., 2003). Nosotros corroboramos esta interaccion y mostramos que ambas
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proteinas son capaces de formar heterodimeros con PEP y FLK. Por todo ello resulta
razonable concebir una influencia directa de estas proteinas sobre la produccion del
transcrito de AG y otros genes diana. Ademas de implicar a PEP, también nuestros
resultados son coincidentes en cuanto a que en las combinaciones mutantes hua-pep
la disminucion de los niveles del mRNA efectivo de AG se ve acompanada por la
produccién de transcritos que retienen secuencias intronicas debido a la
poliadenilacion en posiciones del intron 2 (Cheng et al.,, 2003; esta Tesis). Los
transcritos detectados mediante RACE no son coincidentes con los de Cheng et al.
(2003), lo que puede deberse a polimorfismos de secuencia o diferencias de
estabilidad entre Ler y Col-0. El corte y poliadenilacion del pre-mRNA depende del
reconocimiento de una serie precisa de motivos de secuencia (Millevoi y Vagner,
2010). Nosotros clonamos un transcrito poliadenilado en la posicién 363 del intron 2.
Este punto se haya circundado por motivos cuya implicacion en el proceso resulta muy
verosimil dada su secuencia y disposicion (seccion 1V.2.3.4; Fig. 58; Loke et al., 2005;
Proudfoot, 2011).

Una faceta comun a diversos genes MADS-box es la presencia de un intréon
inusualmente grande en plantas (2-4 Kb) donde, como sucede en AG, pueden residir
motivos de secuencia determinantes para su correcta expresion espacio-temporal
(Sieburth y Meyerowitz, 1997; Sheldon et al., 2002; Hong et al., 2003; Kooiker et al.,
2005; Causier et al., 2009; Schauer et al., 2009). En el caso de AG, se ha constatado
que varias secuencias reguladoras intronicas se mantienen en genes de funciéon C de
otras especies (Causier et al., 2009). Esto plantea la necesidad de proteger al
transcrito naciente del riesgo de procesamiento prematuro, ocasionado por secuencias
cripticas, reconocibles por la maquinaria de splicing, corte y poliadenilacién, etc.
(Kaida et al., 2010). Cada vez disponemos de mas evidencias de que la maduracion
de los transcritos es mayoritariamente cotranscripcional, lo que aumenta la fidelidad de
la operacion (Singh y Padgett, 2009; Dahan et al., 2011; Vargas et al., 2011; Albulescu
et al., 2012; Elkon et al., 2013; Tian y Manley, 2013).

Nuestros resultados genéticos y moleculares indican una fuerte correlacion
entre la intensidad de los fenotipos mutantes hua-pep, los niveles decrecientes del
transcrito efectivo de AG y el aumento relativo de transcritos de AG con secuencias
intrénicas. Proponemos que la actividad HUA-PEP cumple un papel promoviendo la
transcripcién de AG y “ocultando” sefales cripticas de procesamiento en el transcrito
naciente (Fig. 74 A-D) que, de otro modo, serian reconocibles por la maquinaria de
procesamiento, como ocurre en mayor o menor medida cuando se produce una
disfuncion de la actividad HUA-PEP, produciendo transcritos no efectivos terminados

prematuramente (Fig. 74 E-F). En el marco de esta interpretacién, la proteina PEP
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desempefaria un destacado papel. Nos basamos en el profundo impacto que la
alteracion de su expresion provoca en la acumulacién de transcritos con secuencias
intronicas de AG en el fondo mutante hua1 hua2 (Fig. 57; seccion 1IV.2.3.4), asi como
efectos similares en otros genes como SHP1 (Fig. 64; seccién 1V.3.2) y FLC (Ripoll et
al., 2009 y datos no mostrados de nuestro laboratorio). Ademas, nuestra hipétesis
guarda gran coherencia con la reciente caracterizacién de las PCBP de mamiferos
como reguladores globales de la poliadenilacion alternativa, donde su reduccion
conduce a la utilizacion de posiciones intrénicas cripticas con una secuencia AAUAAA
inmediatamente anterior (Ji et al., 2013). La proteina K (hnRNP K) suprime el uso de
un lugar prematuro de poliadenilacion en el RNA largo no codificante (Long non coding
RNA, IncRNA) NEAT1, lo que rendiria un producto mucho mas corto e ineficaz,
llevando a la desintegracion de un tipo de cuerpos nucleares (paraspecklies;
Naganuma et al., 2012).

Por otra parte, se ha comprobado en muchas ocasiones que la escision de
intrones y la poliadenilacion cotranscripcional son interdependientes (Kaida et al.,
2010; Albulescu et al., 2012; Elkon et al., 2013; Muller-McNicoll y Neugebauer, 2013),
por lo que podriamos considerar que PEP (y otros factores HUA-PEP) favorecen el
splicing, para lo que no se carece de antecedentes entre las PCBP (Makeyev y
Liebhaber, 2002; Mikula y Bomsztyk, 2011), al “secuestrar’” los puntos de
poliadenilacion cripticos. Ademas HUA2 y sus homdélogos (HULK1, HULK2 y HULK3)
interaccionan en levaduras con factores de splicing y se ha sugerido su papel en la
regulacion del procesamiento del extremo 3’ en el pre-mRNA (Janakirama, 2013).

El acoplamiento de distintos procesos es una estrategia econémica que permite
a los sistemas biologicos responder de forma solida y precisa frente a las
perturbaciones genéticas o ambientales. En eucariotas es fundamental el dominio C-
terminal (CTD) de la subunidad mayor de la RNA polimerasa Il, la cual ejerce un papel
clave en la coordinacién de la transcripcién y las diversas operaciones de maduracion
del transcrito (Hsin y Manley, 2012). HUA2 posee un dominio RPR (también referido
como CTD-Interaction Domain, CID) e interactia con las repeticiones de “héptadas” de
aminoacidos caracteriticos del CTD (Hsin y Manley, 2012; Janakirama, 2013).
Probablemente esto explica la autoactivacion de HUA2Z en levaduras (Cheng et al.,
2003; Janakirama, 2013). PEP comparte este rasgo con HUA2 (esta Tesis y
resultados no mostrados), aunque no se ha detectado su interaccién con el CTD de la
RNA polimerasa Il. Es posible que PEP interaccione con el CTD de manera indirecta.
Es muy sugerente el caso de la proteina KH de Arabidopsis SHI1. Esta interactia con
una fosfatasa que defosforila residuos criticos del CTD regulando negativamente la

transcripcion de genes relacionados con estrés abidtico al prevenir su maduracién en
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5 (Jiang et al., 2013). Ademas, se ha verificado que interacciona con factores de
splicing de tipo SR, afectando este tipo de procesamiento en numerosos genes
relacionados con estrés abidtico (Chen et al., 2013). Esta proteina también tiene una
elevada capacidad de autoactivacion en levaduras (Jiang et al., 2013).
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Figura 74.- Modelo de actuacién de los miembros de la actividad HUA-PEP durante la sintesis del
mRNA. A-D) La actividad HUA-PEP protege al RNA naciente de sufrir procesamiento inadecuado,
interfiriendo con el posible reconocimiento de sefales cripticas de splicing o poliadenilaciéon inapropiada
debido a la presencia de sefales cripticas en el intron (B). Esto permite alcanzar el extremo del gen y la
correcta adicion de la cola poliA en el extremo 3’ del RNA (C), obteniéndose asi un mRNA efectivo (D). E)
y F) Sin embargo, una actividad HUA-PEP alterada no es tan eficaz evitando el reconocimiento de
sefiales cripticas, produciéndose un procesamiento prematuro de la transcripcion (E), lo que resulta en la
sintesis de un mMRNA aberrante e inefectivo (F).
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Por ultimo, aunque no son demostrativos, algunos de nuestros resultados nos
sugieren que HUA2 de un lado, y otros polipéptidos HUA-PEP por otro, podrian formar
parte de distintos complejos, afectando a AG y al resto de sus potenciales genes
diana, quiza en rutas paralelas (Fig. 75). Nos induce a considerarlo asi el hecho de
que ni nosotros ni otros autores hayamos detectado una interaccion fisica entre HUA2
y los restantes miembros de la propuesta actividad HUA-PEP (Janakirama, 2013; esta
Tesis, resultados no mostrados). Por el contrario, PEP, FLK, HUA1, y HEN4 forman
heterodimeros in planta (Cheng et al., 2003; esta Tesis). Otro indicio es el efecto tan
potente que tienen las mutaciones hua2 en fondos mutantes flk, pep o flk pep respecto
a la viabilidad de los 6vulos, lo que contrasta con el fenotipo silvestre de sus mutantes
simples, y sobre todo la inviabilidad del doble mutante hua2-7 pep-4 (seccion 1V.2.2.4).
Igualmente, la presencia de mutaciones hua2 en combinaciones hua-pep las convierte
comparativamente en mas severas con relacion a otras del mismo orden (dobles,
triples, etc.) con una funcion HUAZ intacta. HUAZ2 es parcialmente redundante con sus
homoélogos HULK1, HULK2 y HULK3 (Janakirama, 2013), lo que explicaria su falta de
fenotipo en el mutante simple. Al alterar simultaneamente la funcion HUA2 y un
elemento de la otra via paralela, particularmente PEP, estariamos comprometiendo
dos vias redundantes (Fig. 75), rebasando criticamente un umbral del sistema que
llevaria a un fenotipo reconocible (morfolégico y/o molecular) mas o menos severo o

incluso a la letalidad.

Figura 75.- Modelo hipotético que muestra la separacion de la actividad HUA-PEP en dos
subactividades. Una de ellas estaria integrada por los polipéptidos mostrados en el recuadro naranja,
para los cuales se ha constatado interaccion fisica entre ellos. La otra subactividad estaria compuesta
por HUA2 vy, presumiblemente, sus homélogos HULK (Janakirama, 2013). Ambas operarian de manera
convergente sobre AG y otros genes diana.

Conocer como se coordina la transcripcion con los distintos procesos de
maduracién de transcritos que la acompafian es de un gran interés para una

comprension global de los mecanismos de regulacidén génica. Por ello, resulta muy
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atractiva la perspectiva de una mayor profundizacién en los aspectos genéticos y
moleculares de las relaciones entre PEP y el resto de los integrantes de la actividad
HUA-PEP, asi como con sus presuntas dianas. Igualmente, otro objetivo deseable
para futuros esfuerzos es la identificacion de nuevos componentes de esta maquinaria
genética, dada la importancia fundamental de los procesos del desarrollo reproductivo

en los que intervienen.
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VI.- CONCLUSIONES

1. PEP, un gen KH que codifica una hnRNP de tipo PCBP, se comporta como
regulador negativo de la floracion, actuando de manera opuesta a su paralogo FLK'y
en concierto con el gen RPR HUAZ2, activando al gen MADS-box FLC, un inhibidor

central de la floracion

2. PEP y FLK interaccionan genéticamente con HEN4, HUA1 y HUAZ2, genes que
codifican otras proteinas de unién a RNA, regulando distintos programas de desarrollo

reproductivo

3. Las productos de PEP y FLK interaccionan fisicamente entre si y con las proteinas
HEN4 y HUA1

4. Proponemos la existencia de una actividad que hemos denominado HUA-PEP
formada (al menos) por las proteinas PEP, FLK, HEN4, HUA1 y HUA2, que opera en
el mantenimiento de la funcion de FLC, AG y muy probablemente otros factores de

transcripcién de tipo MADS-box cruciales en el desarrollo reproductivo de la planta

5. Las plantas derivadas de distintas combinaciones mutantes hua-pep indican que
PEP participa en el mantenimiento de la funcién floral C, provocando tanto su pérdida
de funcion como su sobreexpresiéon defectos de identidad en estambres y carpelos y

pérdida de determinacion del meristemo floral
6. PEP regula positivamente a AG. Como un constituyente importante de la actividad
HUA-PEP, su perturbacion conduce a la disminucion del mRNA efectivo de AG y la

acumulacion de transcritos poliadenilados prematuramente en el intrén 2

7. La actividad HUA-PEP controla aspectos fundamentales del desarrollo de los

ovulos, incluyendo su adquisicion de identidad y la viabilidad del gametofito femenino

8. La actividad HUA-PEP regula positivamente a los genes MADS-box de funcién D,
SHP1, SHP2y STK
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9. El gen FLK, ademas de su funcion como regulador de la floracién, coopera con
otros miembros de la actividad HUA-PEP en la organogénesis floral y el desarrollo de

los 6vulos
10. La caracterizacién funcional de la actividad génica HUA-PEP pone de relieve la

importancia de la modulacion de la transcripcion y el procesamiento cotranscripcional,

efectuado por proteinas polifacéticas de union a RNA, durante el desarrollo vegetal
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VIl.1.- ORGANISMOS UTILIZADOS

VII.1.1.- Arabidopsis thaliana

VII.1.1.1.- Estirpes de Arabidopsis thaliana

A lo largo de este trabajo, se ha empleado el acceso Columbia-0 (Col-0; Rédei, 1962) como la

estirpe silvestre de referencia. En el capitulo 1 todas las lineas usadas pertenecen a este fondo

genético. En los capitulos posteriores, cuando se empled una estirpe procedente de otro fondo

genético, se efectud una introgresion previa en el fondo Col-0, mediante al menos 5

retrocruzamientos sucesivos con este parental.

Tanto las lineas silvestres como las mutantes utilizadas en esta Tesis han sido

obtenidas a partir del centro de distribucién de semillas europeo NASC (Nottingham

Arabidopsis Stock Center, Norwich, Reino Unido), con excepcion de las estirpes obtenidas en
este laboratorio: 35S::PEP; 35S::GFP-PEP y PEP::GUS.

Tabla 6.- Lineas mutantes utilizadas.

Linea Fondo Codigo Mutégeno Antibiético/ Referncia
genetico NASC Herbicida
ag-12 Col-0 N304499 T-DNA Sulfadiazina Este trabajo
fca-9 Col-0 a EMS - Page et al., 1999
Neutrones Michaels y
fic-3 callt E rapidos : Amasino, 1999
flk-2 Col-0 N501523 T-DNA - Lim et al., 2004
ful-1 Ler N3759 Transposon Ds - Gu et al., 1998
hen4-2 Ler ¢ EMS - Cheng et al., 2003
huat-1 Ler c EMS - e 7 Weremniz
1999
hua2-1 Ler o EMS . Chen y Meyorowiz,
hua2-4 Col-0 N656341 T-DNA - Doyle, et al., 2005
hua2-7 Col-0 N873073 T-DNA Basta Wang et al., 2007
pep-2 Col-0 F09 517 T-DNA Basta Ripoll et al., 2006
pep-4 Col-0 N555265 T-DNA Kanamicina Ripoll et al., 2006

a: enviado por Caroline Dean; b: enviado por Scott Michaels; c: enviado por Xuemei Chen

Tabla 7.- Lineas de sobreexpresion y marcadoras.

Linea For’1d_o Antibioético Referencia
genetico
35S::PEP Col-0 Kanamicina Ripoll et al., 2009
35S::GFP-PEP Col-0 Kanamicina Ripoll et al., 2009
AG::AG-GFP* Col-0 Higromicina Urbanus et al., 2009
AP1::AP1-GFP? Col-0 Higromicina Urbanus et al., 2009
FUL::GUS | ful-1 Ler Kanamicina Gu et al., 1998
PEP::GUS Col-0 Higromicina Ripoll et al., 2006

a: enviado por Gerco Angenent y Richard Immink
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VII.1.1.2.- Cultivo en placas de Petri

La siembra de las semillas se realizé en una camara de cultivo de flujo horizontal. Se
esterilizaron en una solucion de lejia convencional al 40% y Triton-X100 al 0,1% durante 8
minutos, y después se realizaron tres lavados con agua destilada estéril (Weigel y Glazebrook,
2002). Con ayuda de una pipeta Pasteur, se depositaron las semillas en placas de Petri con
medio GM (apartado VII.2.1.1). Cuando fue necesario se afiadieron distintos antibidticos para
seleccionar lineas transgénicas resistentes a los mismos (kanamicina, higromicina o
sulfadiazina). Tras la siembra, las placas se almacenaron 2 dias a 4°C para favorecer una
germinacién homogénea. Tras esta estratificacion, las placas se trasladaron a incubadores

Sanyo MLR-351, en unas condiciones de 20-22°C, 60-70% de humedad y con iluminacion

continua de intensidad 130 pmol/mzsec suministrada por lamparas fluorescentes de luz blanca
fria (Mitsubishi/Osram FL40SS W/37).

Figura 76. Cultivo en placa de Arabidopsis.

VIl.1.1.3.- Cultivo en maceta

Este método de cultivo se utilizd6 para permitir el desarrollo completo de las plantas que
previamente habian sido sembradas en placas de Petri, donde el espacio es muy limitado. Asi,
tras un periodo de crecimiento de 2 o 3 semanas, las rosetas fueron trasplantadas a macetas
con el sustrato indicado en el apartado VII.2.1.3 previamente autoclavado. Las macetas se
colocaron en alveolos de plastico (Poppelmann), y éstos en bandejas, las cuales contenian
agua o el medio nutritivo ATM (apartado VII.2.1.2). El primer riego se realizé con solucion ATM
y se cubrid la bandeja con pelicula de plastico transparente agujereado para evitar la
vitrificaciéon de las rosetas por exceso de humedad. Transcurridos 3-5 dias se retird el plastico,

y los siguientes riegos se realizaron con agua una o dos veces por semana. Con objeto de
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mantener cada planta separada del resto durante su crecimiento, se cultivaron con soportes y
cilindros de plastico (Arasystem, Betatech). Las bandejas con las plantas se situaron en una
camara de cultivo a 20-22°C, 60-70% de humedad y luz continua de intensidad 130
pmol/mzsec, generada por tubos fluorescentes de luz blanca fria (Sylvania Standard FE65W),

donde completaron su ciclo vital.

g il ) Figura 77.- Plantas de Arabidopsis
cultivadas en maceta. Puede
observarse que algunas de ellas llevan
cilindros y soportes de plastico.

VIl.1.1.4.- Realizacion de cruzamientos

Para realizar cruzamientos entre plantas de distinto genotipo, se retiraron todos los 6rganos
florales, excepto el pistilo, de una flor de la planta aceptora de polen (parental femenino), con
ayuda de unas pinzas de diseccion y una lupa binocular (Leica Zoom 2000). A continuacion, se
tomo una flor en antesis de la planta donante de polen (parental masculino), y se pusieron en
contacto sus anteras con el pistilo de la flor aceptora. Tras la maduracién del fruto resultante,

éste se recogid y se conservo a 4°C en un tubo eppendorf.

VII.1.1.5.- Medidas de tiempo de floracion

En los ensayos de medida del tiempo de floraciéon en dia corto (Short Day, SD) se utilizaron
condiciones estandar de 8 horas de luz frente a 16 de oscuridad. Conviene resaltar que para el
régimen de dia largo (Long Day, LD), en lugar de 16 horas de iluminacion frente a 8 de
oscuridad, se empled un régimen de luz continua. El cultivo en luz continua representa las

condiciones habituales de nuestro laboratorio, y las respuestas de las plantas a este régimen
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de iluminacién respecto al tiempo de floracién son equivalentes a las de un fotoperiodo tipico
de 16 horas de luz frente a 8 de oscuridad (Ratcliffe et al., 2001).

Las semillas de los distintos genotipos se sembraron el mismo dia en placas de Petri
(apartado VII.1.1.2) y se estratificaron a 4°C durante dos dias, para luego trasladarlas a un
incubador Sanyo MLR-351 a 20-22°C programado con las horas de luz adecuadas para cada
experimento. A los 14 dias se trasplantaron a bandejas de macetas con tierra (apartado
VII.1.1.3), que se situaron en el mismo incubador en el que habian germinado.

Para determinar el tiempo de floraciéon utilizamos dos criterios: el nimero de dias
transcurridos desde que se ubicaron las semillas a 20-22°C hasta la apariciéon de las primeras
flores (inicio del alzado), y el numero de hojas presentes en la roseta en ese momento, ya que
existe una buena correlacién entre ambos criterios en las plantas silvestres (Weigel y
Glazebrook, 2002). Una vez visualizadas las primeras flores con ayuda de una lupa binocular
(Leica Zoom 2000), se anoté el numero de dias que habia estado cada planta en el incubador,
asi como el numero de hojas formadas en la roseta.

Se analizaron al menos 40 plantas para cada genotipo, excepto del mutante fca-9
35S::PEP, del que se realizé un recuento sobre 18 plantas. De los datos acumulados se obtuvo
la media aritmética, asi como la desviacion estandar (DE) mediante el programa Microsoft
Excel 2010.

VIl.1.1.6.- Tratamiento de vernalizacion

Para comprobar el efecto sobre la floracion de un periodo prolongado de frio, se realizaron

tratamientos de vernalizacion tal y como se describe en Ratcliffe et al., 2001, aunque en

nuestro caso la exposicién a 4°C fue de 5 semanas, antes de trasladar las plantas a una

camara a 20-22°C.

VII.1.1.7.- Tratamiento con giberelinas (GA)

Para analizar un posible efecto de las giberelinas sobre el tiempo de floracion, las plantas

objeto de estudio fueron pulverizadas con GA; 20 uM dos veces por semana hasta el alzado de

la inflorescencia principal (Lim et al., 2004).

VII.1.1.8.- Seleccion de plantas resistentes a Basta

Se utilizé una solucién del herbicida Basta (glufosinato de amonio) 200 uM diluido en agua

(Tabla 8), que fue pulverizada 2 6 3 veces por semana sobre las rosetas a seleccionar. Cuando

se pudieron distinguir claramente las plantas moribundas de las verdes y saludables, éstas se
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trasplantaron a macetas nuevas. Se continud con la pulverizaciéon con Basta durante 1 6 2

semanas mas para eliminar falsos positivos.

VII.1.2.- Organismos bacterianos

VII.1.2.1.- Estirpes utilizadas

Las células de Escherichia coli empleadas en este trabajo se denominan SoloPac,
pertenecientes al kit StrataClone PCR Cloning (StrataGene). En cuanto a Agrobacterium
tumefaciens, se utilizé la cepa C58C1 para generar plantas con la construccion 35S::GFP-PEP
(apartado VII.7), y la cepa AGLO en los ensayos de BiFC (apartado VII.6.2).

VII.1.2.2.- Condiciones de cultivo de los organismos bacterianos

Los cultivos en medio liquido se realizaron en recipientes llenandolos hasta la mitad de su
capacidad como méaximo, para garantizar una aireacioén suficiente durante su incubacion. Esta
se realizé en un incubador de agitacion orbital, a 250 rpm. Para Escherichia coli se utilizaron
37°C durante toda la noche, mientras que para Agrobacterium tumefaciens la temperatura fue
de 28-30°C durante el tiempo requerido para alcanzar una densidad 6ptica (OD) a 600 nm
entre 0,8 a 1,2, segun el caso (ver apartado VII.7). En el caso de los cultivos sélidos en placas
de Petri, la inoculacién de las mismas tuvo lugar con un asa de siembra en condiciones

estériles. Las placas se incubaron a las mismas temperaturas que los cultivos liquidos.

VIl.2.- MEDIOS DE CULTIVO, DISOLUCIONES Y TAMPONES

Todas las disoluciones se realizaron con agua destilada (agua purificada para laboratorios,
Grifols). Las esterilizaciones mediante autoclave tuvieron lugar a 121°C durante 20 minutos y a
100 KPa.

VII.2.1.- Medios de cultivo

VII.2.1.1- Medio de germinacidn de Arabidopsis (Medio GM)

Medio Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962) 2,15 g/L (Duchefa); sacarosa 1%; MES

(acido 2-[N-morfolino]-etanosulfénico) 0,5 g/L; agar para plantas (Duchefa) 0,8% (m/v), se
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ajusté a pH 6 con KOH 1 M. A continuacion se autoclavo, y después se vertidé en placas de
Petri de 140 mm de diametro. En caso de requerir el uso de un antibiético como elemento
selector de genotipos resistentes, se dejé atemperar en un bafio a unos 50°C, y se incorporo el

antibidtico necesario (Tabla 8). Las placas se almacenaron en una bolsa precintada a 4°C.

VII.2.1.2.- Medio minimo ATM (Arabidopsis thaliana Medium)

Este medio fue utilizado para regar las macetas en el momento de trasplantar. Su composicion
es la siguiente: Ca(NO3), 2 mM; Fe-Na (EDTA) 51 mM; KH,PO,4 2,5 mM; KNO3; 5 mM; MgSQ, 2
mM; CoCl, 0,01 uM; CuSO, 0,5 uM; H3BO3 10 uM; MnCl, 14 uM; NaCl 10 uM; NaMoOQO, 0,2 uM;
ZnS0O4 1 M (Kranz y Kirchheim, 1987).

Las soluciones madre se prepararon diluyendo cada componente en agua destilada, y

se esterilizaron mediante filtracion. Se conservaron a 4°C.

VII.2.1.3.- Sustrato para el cultivo de Arabidopsis en maceta

Se realizé un mezcla de perlita, vermiculita y turba (2:2:1) en bolsas de plastico, y
posteriormente se esterilizé en el autoclave.

VIl.2.1.4.- Medio LB (Luria-Bertani medium)

Este medio se utilizé para realizar cultivos liquidos de bacterias. Su composiciéon es NaCl 1%
(m/v), extracto de levadura 0,5% (m/v) y triptona 1% (m/v) diluidos en agua destilada, con un
pH de 7,5. Se autoclavé envasado en botes estériles, pudiendo conservarse a 4°C durante
varios meses.

VII.2.1.5.- Medio LB sélido

Para obtener este medio se afadi®é agar bacterioldgico europeo (Duchefa) con una
concentracion 1,5% (m/v) al medio LB liquido (apartado VII.2.1.4). Se autoclavé, y después se

verti6 en placas de Petri de 90 mm de diametro. Estas se conservaron en bolsas precintadas a
4°C.

154



VII.2.1.6.- Medio LB suplementado con antibiético
En los casos en los que fue necesario, se emplearon distintos antibiéticos (Tabla 8),

incorporandolos al medio de cultivo LB (liquido o sélido; apartados VII.2.1.4 y VII.2.1.5) tras

autoclavarlo y dejarlo atemperar a unos 50°C en un bafo de agua.

VII.2.2.- Disoluciones y tampones

VIl.2.2.1.- Antibiéticos

Las soluciones stock de estos antibidticos se prepararon en la cabina de flujo laminar,

utilizando agua destilada y autoclavada como solvente. Antes de realizar alicuotas, se

esterilizaron con un filtro de 0,22 ym de tamano de poro (Millex GP, Millipore).

Tabla 8.- Agentes selectores utilizados.

Agente Concentracion ancentracién Temperat_ura de
stock (mg/ml) final (ug/ml) almacenamiento (°C)
Ampicilina 100 100 -20
Basta 0,24 - 20-25
Higromicina 20 20 4
Kanamicina 50 25 -20
Sulfadiazina 7,5 7,5 -20

VII.2.2.2.- Solucioén de giberelina

Se utilizoé acido giberélico (GA3) 20 uM (Sigma-Aldrich) diluido en etanol, y se dispuso en un

frasco con un sistema de pulverizacion para su uso sobre las plantas.

VIl.2.2.3.- X-gal 2%

Se diluyeron 0,2 g de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-gal) en 10 ml de N,N-

dimetilformamida (DMF) en un vial de centelleo protegido de la luz, y se almacené a -20°C.

VIl.2.2.4.- Solucion de infiltracion

Se resuspendieron los cultivos bacterianos en sacarosa 5% (m/v; preparada inmediatamente

antes de su uso) y se afiadio el detergente Silwet L-77 0,035% (v/v, Lehle Seeds).
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VII.2.2.5.- Soluciones para técnicas histologicas

VII.2.2.5.1- Solucion FAE (Formaldehido-Acético-Etanol)

Esta solucién se utilizé para preservar los tejidos. Su composicién es etanol 50%; formaldehido
3,7% y acido acético glacial 5%, diluidos en agua destilada. Se conservé a temperatura

ambiente.

VII.2.2.5.2.- Soluciones de JB4 Embedding Kit

Este kit fue empleado para realizar cortes histolégicos de muestras incluidas en medio plastico.
Estd compuesto por: Solucion A (mondmero), Soluciéon B (acelerador de la polimerizacion) y
peréxido de benzoilo (agente catalitico), componentes que hay que combinar en los distintos
pasos, segun las instrucciones del fabricante (Electron Microscopy Sciences).

Solucion de infiltracidon: se consigue mezclando el agente catalitico en la Solucion A, con
ayuda de un agitador magnético.

Solucion de inclusion: se obtiene mezclando la solucién de infiltracidon con la Solucion B.

VII.2.2.5.3.- Soluciones para visualizacién en microscopio confocal

Solucion fijadora: metanol y acetona en proporciones1:1 (v/v).
PBS 10X: K,PO, 19,4 mM; Na,PO, 80,6 mM; KCI 27 mM y NaCl 1,37 M, diluido en agua

destilada, a pH 7,4, y se esterilizé mediante el uso del autoclave.

VII.2.2.5.4.- Disoluciones para ensayos GUS

Solucién de lavado: tampén NaPO, 25 mM; ferrocianuro 5 mM; ferricianuro 5 mM; tritén X-100
1%, diluido en agua destilada. Se prepard antes de realizar el revelado del GUS, en un
recipiente protegido de la luz.

Solucion de revelado: X-gluc 2 mM, diluido en solucion de revelado. Se prepard
inmediatamente antes de su uso, en un recipiente protegido de la luz y en hielo.

X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-glucurénido): se disolvié el X-Gluc en polvo en N,N-

dimetilformamida (DMF) en un vial de centelleo protegido de la luz, y se conservé a -20°C.
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VII.2.2.5.5.- Solucién de floroglucinol 2%

Esta solucion contiene floroglucinol 2% (m/v) en etanol 95%. El envase se conserva a
temperatura ambiente y protegido de la luz.

VII.2.2.5.6.- Soluciones para la tinciéon de Alexander

Solucion de Carnoy: etanol, cloroformo y acido acético, en proporciones 6:3:1 (v/v).
Solucion de Alexander: 54,5 ml agua destilada, 10 ml de etanol 95%, 25 ml glicerol, 4 ml
acido aceético glacial, 1 ml verde malaquita (1% en etanol 95%), 5 ml fucsina acida (1% en

agua), 0,5 ml naranja G (1% en agua).

VII.2.2.5.7.- Solucién de aclarado Hoyer

Los componentes de esta solucién son 3,75 g de goma arabiga, 2,5 ml de glicerol y 50 g de
hidrato de cloral, diluidos en 15 ml de agua destilada (Weigel y Glazebrook, 2002). Se utilizé
para aclarar frutos, mediante la incubacion de los mismos en un tubo eppendorf con 1 ml de

solucion.

VII.2.2.6.- Tampén de extraccion de DNA

Esta solucion esta compuesta por Tris-HCI 200 mM HCI pH 7,5; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM
pH 8 y SDS 0,5% (m/v) diluidos en agua destilada estéril. Se conservo a temperatura ambiente
(basado en el protocolo Quick DNA Prep for PCR, de Weigel y Glazebrook, 2002).

VII.2.2.7.- Disoluciones utilizadas en electroforesis en geles de agarosa

Tampén TAE 50X: Tris-base [Tris(hidroximetil)aminometano] 2 M; acido acético glacial 5,71%
(v/v); Na,EDTA 50 mM pH 8. El pH final debe ser 7,6.

Tampoén de carga 6X: glicerol 30% (v/v); azul de bromofeno 25% (m/v); xilenecianol 0,25%
(m/v).

Bromuro de etidio (10 mg/ml): se diluyé el bromuro de etidio sélido en agua, y se conservé en
un frasco protegido de la luz.
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VII.3.- ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E HISTOLOGICAS

Las fotografias mostradas en la presente Tesis fueron editadas con el programa de edicion
fotografica Gimp 2.8.4, cuando fue necesario.

VII.3.1.- Fotografias de bajo aumento

Para documentar los distintos rasgos fenotipicos de las plantas se utilizé una camara réflex
digital Canon 1000D.

Un analisis pormenorizado de los fenotipos fue realizado con un estereomicroscopio
Nikon SMZ1500, equipado con una unidad de iluminacién de luz blanca fria Volpi Intralux 500-
1, y conectada a una camara digital Nikon Digital Camera DXM1200F, con la que se tomaron

fotografias mediante el programa Nikon ACT-1 2.70 de captura digital.

VII.3.2.- Microscopia 6ptica

Las observaciones microscépicas fueron realizadas con un microscopio Nikon Eclipse E800. La
captura de imagenes se realizé con camara Nikon Digital Camera DXM1200F, conectada al

microscopio, mediante el programa ACT-1 2.70.

VII.3.2.1.- Inclusién en resina JB4

Para este fin se utilizd JB4 Embedding Kit (Electron Microscopy Sciences), un medio de
inclusion en plastico soluble en agua basado en glicol metacrilato (GMA), en el que se produce
una polimerizacién exotérmica. Se siguieron las especificaciones del fabricante, con algunas
modificaciones.

Para preservar la integridad del tejido objeto de estudio, se realiz6 un proceso de
fijacion del mismo. Para ello se introdujo la muestra en la solucién fijadora FAE (apartado
VI.2.2.5.1), y se aplico presion mediante una bomba de vacio (500 mb durante 15 minutos
para que la muestra se hunda, o hasta 45 minutos), para facilitar la penetracion del FAE en las
células. Trascurrido este paso, se dej6é fuera de la bomba de vacio, a temperatura ambiente
durante dos horas y media. Tras la fijacion de las muestras, se procedié a deshidratarlas
usando incubaciones en series de etanol con concentraciones ascendentes (etanol 70%, 80%,
90%, 95% y 100%) durante 30 minutos cada una a 4°C. Se utilizaron viales de centelleo para

este proceso. Cuando fue necesaria la tincién de la muestra, se usé Eosina Y 0,2% (m/v,
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Sigma-Aldrich) en etanol 95%, en lugar de etanol 95% sin colorante, y se incubo toda la noche
a 4°C.

A continuacion se realizaron dos incubaciones sucesivas durante toda la noche a 4°C,
primero en etanol:solucion de infiltracion (1:1; apartado VI1.2.2.5.2), y después s6lo en solucion
de infiltracion. Al dia siguiente se generaron los bloques con la solucién de inclusion (apartado
VII.2.2.5.2), la cual se prepara inmediatamente antes. En este punto se ha de trabajar con
celeridad, ya que la reaccion de polimerizacion de este producto es rapida. Se utilizaron moldes
de plastico (Electron Microscopy Sciences) para dar forma a los bloques al solidificar, y se
pegaron a cilindros metalicos, los cuales se pueden acoplar al microtomo 2050 Supercut
(Reichert-Jung, Cambridge Instruments Gmbh), realizando cortes de 4 um. Se depositaron
sobre portaobjetos de vidrio con agua destilada en su superficie, que se dejé evaporar durante
1 hora sobre una placa calefactora a unos 35°C. Después se colocaron cubreobjetos mediante
el medio de montaje Eukitt (O. Kindler GMBH & Co.).

VII.3.2.2.- Inclusién en parafina

Antes de la inclusidon se procedié a fijar y deshidratar la muestra, como se explica en el
apartado VII.3.2.1. A continuacion, se aclard el tejido con Histoclear (National Diagnostics),
realizando lavados de 30 minutos a temperatura ambiente con mezclas de Histoclear y etanol
(proporciones 1:3, 1:1, 3:1, respectivamente), y finalmente dos incubaciones con Histoclear
100%. Este proceso se lleva a cabo en la campana de extraccion de gases.

La inclusién se inicié6 con el cambio el Histoclear por una mezcla de Histoclear con
parafina fundida 1:1 (v/v; Paraplast Plus, Kendall), y se dejo incubar a 58°C toda la noche.
Después se realizaron cambios sucesivos de parafina, hasta que se elimind todo el Histoclear
posible (debe desaparecer el fuerte olor citrico del mismo), lo que puede llevar varios dias. Las
muestras se pueden conservar en los viales de centelleo con parafina durante varios meses o
afos a 4°C.

Para la obtencién de los cortes histologicos se confeccionaron bloques de parafina con
las muestras. El montaje se realizé en una placa calefactora (Plactronic, Selecta) a 55°C para
evitar la solidificacion de la parafina, y gracias a unos moldes con una zona céncava (Electron
Microscopy Sciences) donde se deposita la muestra con la orientacion deseada. Después se
cubren con una pieza de plastico a la que los bloques quedaran sujetos una vez enfriados, y
que ademas se sujeta al microtomo.

Los cortes de 8 pym se efectuaron con un microtomo 2050 Supercut (Reichert-Jung,
Cambridge Instruments Gmbh). Estos se depositaron en un bafio con agua destilada templada
(unos 40°C) para que se estiraran, y después fueron montados en portaobjetos de vidrio. Se
dejaron toda la noche sobre una placa calefactora a 45°C para que el agua se evaporara. Tras
desparafinar con Histoclear (un lavado de 5 minutos), se protegieron los cortes con un

cubreobjetos mediante el medio de montaje Eukitt.
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VIL.3.3.- Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las muestras se fijaron en metanol durante 5 minutos a temperatura ambiente, y luego se
conservaron en etanol a 4°C. Previamente a su visualizacién en el microscopio, se sometieron
las muestras a un proceso de punto critico, en el que se desecaron completamente los tejidos
intercambiando el etanol por CO,. Este paso fue efectuado con el equipo de secado por punto
critico EMS 850 (Electron Microscopy Sciences). A continuacion, se colocaron las muestras en
portaobjetos metalicos mediante cinta de carbono adherente por ambas caras (Electron
Microscopy Sciences), y se recubrieron con una pelicula de oro utilizando un metalizador
Sputter Coater SCD 004 (Balzers). Las observaciones se realizaron con el microscopio
electrénico de barrido JEOL JSM-840, conectado a un ordenador para la toma vy

almacenamiento de fotografias.

VII.3.4.- Fotografias de microscopio confocal

Previo a su visualizacion, las muestras fueron incubadas en una solucion de metanol:acetona
(1:1, v/lv) durante 30 minutos a -20°C, consiguiendo cierta fijacion de los tejidos, y también
aclarado de los mismos, lo cual es conveniente ya que las clorofilas producen mucha
autofluorescencia y dificultan el analisis de las muestras. Después se conservaron sumergidas
en tampén PBS 1X (apartado VI1.2.2.5.3). Para la observacion del tejido, éste se coloco en un
portaobjetos de vidrio, se cubrié con una gota de PBS 1X y un cubreobjetos de vidrio. Se utilizé

un microscopio confocal Leica TCS SPE, manejado con el programa LAS AF.

VIL.3.5.- Tincion GUS

Se tomaron los tejidos de plantas portadoras de construcciones con el gen testigo de la B-
glucuronidasa y se incubaron en acetona 90% en hielo durante 15 minutos. La acetona fija el
tejido y también elimina algunas de las clorofilas. A continuacién, se eliminé toda la acetona y
se realizd una incubacion con la solucion de lavado (apartado VII.2.2.5.4) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se intercambié la solucién de lavado por la
solucién de revelado (apartado VII.2.2.5.4) y se dejé incubar a 37°C en oscuridad durante 16-
20 horas (Weigel y Glazebrook, 2002). Finalmente, se procedio a fijar la muestra con FAE, y a
deshidratarlas con lavados sucesivos a concentraciones crecientes de etanol, tal y como se
explica en el apartado VI1.3.2.1.

Se realizaron observaciones de las muestras en este punto, mediante el
estereomicroscopio Nikon SMZ1500 (apartado VI1.3.1), o se procedié a su inclusion en resina
JB4 o parafina (apartados VI1.3.2.1 y VI1.3.2.2).
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VII.3.6.- Tincién de ligninas con floroglucinol

Esta tincion se utilizd para comprobar la presencia de ligninas en los distintos tejidos. La
muestra fresca objeto del experimento fue incubada en una solucién de floroglucinol 2%
(apartado VI1.2.2.5.5) durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se sumergié
en HCI durante unos segundos, y se procedié a la visualizacion de la tincion que aparece de
color rojo. Se ha de trabajar con rapidez, ya que la tincién sélo persiste unos 30 minutos. Este
protocolo ha sido adaptado de Weigel y Glazebrook, 2002.

Para examinar y fotografiar esta tincién se utilizé el estereomicroscopio Nikon
SMZ1500 (apartado VI11.3.1).

VII.3.7.- Tincion con soluciéon de Alexander

Una de las maneras de analizar la viabilidad del polen es mediante la tincién de Alexander.
Esta solucion contiene dos colorantes que tifien la superficie del grano del polen (verde
malaquita) y el protoplasma del mismo (fucsina acida; Alexander, 1969). Con unas pinzas de
diseccion se tomaron varias inflorescencias que antes de ser tefidas se fijaron con la solucion
de Carnoy (apartado VI11.2.2.5.6; Peterson et al., 2010) durante al menos 2 horas a 4°C, aunque
puede permanecer en esta solucién 12 meses. A continuacién se deposité la muestra sobre un
trozo de papel absorbente y retirar el exceso de solucion fijadora, para luego sumergirla en una
alicuota de la tincién de Alexander (apartado VI1.2.2.5.6) e incubarla a 37°C durante 1 o 2 horas
para que el tejido quede impregnado de ésta. Pasado este tiempo, se tomé una flor de estadio
12 de la muestra, y se diseccionaron los estambres depositandolos en un portaobjetos de vidrio
sobre una gota de tinciéon. Con ayuda de un mechero (Campingaz) aplicamos calor al
portaobjetos desde abajo, sujetdndolo con unas pinzas para evitar quemaduras. Tras aplicar
calor se dejo enfriar y los estambres fueron situados en un nuevo portaobjetos con una gota de
glicerol 10%, y se protegieron con un cubreobjetos. Las muestras fueron visualizadas con un
microscopio (apartado VI11.3.2). Este protocolo ha sido adaptado del descrito en Peterson et al.
(2010).

VIl.4.- OBTENCION Y MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

VIl.4.1.- Aislamiento de DNA genémico de Arabidopsis thaliana
Se triturd la muestra vegetal (recién obtenida, o tomada con anterioridad y preservada a -20°C),

dentro de un tubo eppendorf con ayuda de una pequefa varilla de plastico. A continuacion se

agrego tampon de extraccion (apartado VIL2.2.6), y se incubé 15 minutos a 37°C. Tras
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centrifugar, se afiadié isopropanol al sobrenadante (1:1, v/v), y se incubé 15 minutos a -20°C
para permitir la precipitacion del DNA. Se efectud un lavado con etanol 70%, y finalmente se

resuspendio en agua destilada estéril.

VIl.4.2.- Aislamiento de DNA plasmidico de Escherichia coli

Para purificar plasmidos de cultivos celulares se utilizé el kit DNA-spin Plasmid DNA Purification
(Intron Biotechnology), siguiendo el protocolo del fabricante. Tras incubar las células de interés
en un medio de cultivo liquido suplementado con el antibiético necesario (apartado VII.2.1.6),
se centrifugaron para precipitarlas. Se afiadié un tampdn de resuspensién, y a continuacion un
tampon de lisis alcalino que libera el plasmido de las células. Tras neutralizar el lisado, el
plasmido puede unirse a una membrana de silice de una columna de centrifugacion. Las
impurezas fueron eliminadas, y finalmente se recuperd el plasmido mediante un tampén de

elucion.

VI1.4.3.- Purificacion de DNA a partir de un gel de agarosa

Este procedimiento se empled para aislar un fragmento concreto de DNA amplificado mediante
PCR e identificado en un gel de agarosa, del cual es extraido. Se utilizé el kit GeneJet Gel
Extraction and DNA Cleanup (Thermo Scientific). Este método incluye el uso de columnas con
una membrana de silice a la que el DNA queda unido en presencia de agentes caotrépicos,
mientras que los restos de la reaccion de PCR y del gel de agarosa pasan a través de dicha

membrana. Finalmente el DNA purificado se recogid gracias a un tampoén de elucion.

VIl.4.4.- Tratamiento de DNA con enzimas de restriccion

Se procurd utilizar una relacion de 1-2 U. de enzima por cada pg de DNA a digerir, junto con el

tampdn proporcionado por el fabricante diluido a una concentracion 1X. Las digestiones se

realizaron durante un tiempo que oscilé entre 2 horas y toda la noche. Las enzimas se

inactivaron mediante incubacion a 65-70°C durante 15 minutos, y se verifico el resultado de la

reaccion mediante electroforesis en gel de agarosa (apartado VI1.4.8).

VII.4.5.- Reacciones de ligacion de DNA

Para la clonacion de fragmentos de DNA en un plasmido se llevaron a cabo reacciones de

ligacion en un volumen de 10 a 15 pl, usando 1-2,5 U. de enzima ligasa del bacteriéfago T4
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(Thermo Scientific) y el tampdn proporcionado por el fabricante en una concentracion 1X. La
relacion molar vector:inserto fue de 1:3 a 1:6. La reaccidn tuvo lugar mediante una incubacion a

16°C durante toda la noche.

VIL.4.6.- Aislamiento de RNA total de Arabidopsis thaliana

Se tomo el material fresco (unos 100 mg), e inmediatamente se congeld con nitrégeno liquido
para evitar la degradacion del RNA, y a continuacion se pulverizé con ayuda de un mortero.
Todo este procedimiento fue llevado a cabo con nitrégeno liquido, para congelar no sélo la
muestra, sino también el material usado en el procesamiento de la misma.

Para la obtencion de RNA total se utilizé el kit GeneJET plant RNA purification,
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Este kit utiliza columnas con membranas de
silice a las que se queda unido el RNA durante los sucesivos lavados, para ser finalmente
eluido en agua libre de RNasas.

Para eliminar el DNA gendmico se digirid6 con DNasa | (Thermo Scientific) durante una
hora a 37°C. A continuacion, se procedié a precipitar el RNA para concentrarlo, afiadiendo 2
volumenes de etanol 100%, e incubando a -20°C durante varias horas o toda la noche.
Después se anadio 1/10 volumen de LiCl 4 M, y se centrifugé a 12000 rpm y 4°C durante 10
minutos. Se realizé un lavado para eliminar sales con etanol 70% y se volvioé a centrifugar en
las mismas condiciones. Tras eliminar todo el sobrenadante, se dejé secar el precipitado de
RNA a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se resuspendié en 25 ul de agua sin

RNasas, almacenandolo a -80°C.

VII.4.7.- Analisis cuantitativo y cualitativo del RNA total aislado

Para analizar la cantidad obtenida de RNA se utilizd un espectrofotometro Eppendorf

BioPhotometer, que determina la concentracién de RNA midiendo la absorbancia a 260 nm de

una dilucion 1/50 de la muestra.

Figura 78.- Andlisis cualitativo y cuantitativo de RNA total en un gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio. En la calle de la izquierda se ha
cargado un marcador de peso molecular de 100 pb. En las calles 2 a 5
se han cargado 500 ng de distintas muestras de RNA total.

Una vez cuantificado el RNA, se visualizaron 500 ng de cada muestra en un gel de

agarosa 2% tefido con bromuro de etidio para comprobar su integridad. Previamente a la
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elaboracion del gel y subsiguiente electroforesis, el portageles y el peine fueron tratados con
NaOH 0,4 M, y se limpio la cubeta de electroforesis para minimizar la presencia de RNasas.
Aunque las muestras de RNA fueron digeridas con DNasa |, se realizé una PCR con

cebadores que solo amplifican DNA gendmico para asegurar la ausencia del mismo.

VIl.4.8.- Electroforesis en gel de agarosa

Se utilizo esta electroforesis para cuantificar y verificar la integridad de los acidos nucleicos tras
su aislamiento, o para comprobar el tamafio de los fragmentos obtenidos tras una amplificacion
por PCR.

Los geles se prepararon con TAE 1X (VIl.2.2.7) y agarosa de punto medio de
electroendésmosis (Ecogen) con una concentracion de entre el 1% y el 2,5%, dependiendo del
tamario de las moléculas a visualizar, y con bromuro de etidio 0,5 pg/ml (apartado VI1.2.2.7).
Para cargar las muestras se afiadio 1,5 pl de tampon de carga 6X (apartado VI1.2.2.7) por cada
10 pl de la misma.

Las electroforesis se realizaron a un voltaje constante de 100 V, y el resultado se
visualizé mediante irradiacion con luz UV en un transiluminador (GeneDoc), con una camara

Canon 1000D acoplada que captura imagenes de los geles con el programa Eos Utility.

VIl.4.9.- Secuenciacion de DNA

Todas las reacciones de secuenciacion fueron llevadas a cabo por Macrogen. Se enviaron
unos 100 ng/pl (en un volumen aproximado de 20 pl) del plasmido pSC-A en el que se habia
clonado el fragmento de DNA a secuenciar (apartado VII.8.1). Como cebadores se utilizaron los
oligonucledtidos universales M13 forward y reverse (Tabla 11) con una concentracion de 10

pmol/ul. El equipo utilizado fue el secuenciador automatico ABI3700.

VIl.4.10.- Andlisis informatico de las secuencias de acidos nucleicos

El analisis de las secuencias de acidos nucleicos se realizé a través de Internet, utilizando los

programas BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul et al., 1997) de las siguientes

direcciones: http://www.arabidopsis.org/Blast/ (TAIR, The Arabidopsis Information Resource) y

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (NCBI, National Center for Biotechnology Information).

Para los alineamientos de secuencia se utilizé la aplicacion CLUSTAL-W (Thompson et al.,

1994) del programa BioEdit (Tom Hall, Ibis Biosciences).

164



VII.5.- SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

VII.5.1.- Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de secuencias especificas de DNA se realizaron reacciones de PCR en
las siguientes condiciones: 0,2 yM de cada cebador; 0,2 mM de una mezcla equimolar de cada
desoxirribonuclestido; MgCl, 2mM; 1 U. de Taq DNA polimerasa (Intron Biotechnology); tampén
de PCR 1X (Intron Biotecnology) y DNA molde en concentracioén variable.

La reaccion se llevd a cabo en un termociclador Bio-Rad T100 Thermal Cycler, con un
paso inicial de 2 minutos a 93°C seguido de 35-40 ciclos de 30 segundos a 93°C, 30 segundos
a la temperatura 6ptima de hibridacion de los cebadores (50-60°C) y entre 20 y 120 segundos a
71°C. Como paso final se programé una elongacién de 7 minutos a 71°C.

Todos los cebadores utilizados en esta Tesis estan recogidos en la Tabla 11.

VII.5.2.- Amplificacion rapida de los extremos del cDNA 3’ (3’ RACE)

Primero se realiz6 una retotranscripcion de 5 pg de RNA total de inflorescencias
utilizando la enzima Maxima Reverse Transcriptase, que es capaz de funcionar a 65°C (lo cual
minimiza la inespecificidad). Como cebador se utilizé oligo d(T)-anchor (kit 573" RACE, Roche
Diagnostics; Tabla 11), formado por una secuencia poliT y una secuencia adaptadora de 22
nucledtidos en su extremo 5.

A continuacion se procedid a amplificar posibles secuencias del cDNA de AG que
incluyan regiones del intron 2, utilizando como cebador forward AGla (Tabla 11) que hibrida en
la regidon exodnica situada aguas arriba de dicho intron, y como cebador reverse el
oligonucledtido PCR anchor (kit 573’ RACE, Roche Diagnostics; Tabla 11), que hibrida con la
secuencia adaptadora del cebador oligo d(T)-anchor, de manera que sélo se amplificaran
secuencias que contuvieran una cola poliA. La amplificacién se llevé a cabo usando High
Fidelity PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific), que posee actividad correctora de pruebas y
puede generar amplicones de hasta 10 Kb. Se visualizé esta PCR mediante una electroforesis
en gel de agarosa (apartado VI1.4.8). Para aumentar la concentracion de los fragmentos
amplificados se efectué una segunda PCR tomando una alicuota de la primera amplificacion
como molde, y usando los mismos componentes y condiciones, exceptuando el cebador
forward, que fue AGIb Tabla 11), que hibrida también en la misma regiéon exénica que AGla,
pero en una posicién algo mas cercana al intrén 2 (Fig. 57 A en seccion 1V.2.3.4). Se visualizé
esta reaccién en un gel de agarosa, y se recorté cada seccién del gel en la que aparecia una
banda amplificada para su purificacién (apartado VI11.4.3).

A continuacion, se cloné cada uno de los fragmentos amplificados en un vector pSC-A

con extremos A protuberantes, con el que se transformaron células de E. coli (apartado
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VII.8.1). Se seleccionaron colonias positivas en un medio LB sdlido suplementado con
kanamicina y X-gal (apartados VI1.2.1.6 y VI1.2.2.3), cuyo DNA plasmidico fue secuenciado a
partir de los cebadores M13F y M13R (apartado VII.4.9 y Tabla 11). Las secuencias se
analizaron realizando un alineamiento CLUSTAL-W (apartado VI11.4.10).

VIL.5.3.- Retrotranscripcion

Se realiz6 esta reaccion para obtener cDNA a partir del mRNA. Se utilizé la enzima RevertAid
Premium Reverse Trascriptase (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se utilizaron 2-5 ug de RNA total, y como cebador se uso oligo(dT)g (Thermo Scientific).
Primero se efectué una incubacién del RNA con el cebador a 65°C durante 5 minutos para
asegurar la ausencia de estructuras secundarias. A continuacion se incorporaron el resto de
componentes de la reaccién y se incubd a 42°C durante 60 minutos. Una vez finalizada la

reaccion, los tubos se conservaron a -80°C hasta su uso.

VII.5.4.- PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Se partié del RNA total extraido de rosetas de 8 dias, o de yemas florales de las que se
eliminaron las flores de estadio 9 en adelante (apartado VII.4.6). Se utilizé este RNA para
obtener cDNA (apartado VI1.5.3). Las medidas de expresion se llevaron a cabo con el sistema
LyghtCycler 1.5 (Roche Diagnostics) utilizando el kit de amplificacion LightCycler FastStart DNA
Master SYBR Green |, siguiendo las indicaciones del fabricante (Roche Diagnostics). Los
niveles de expresién se normalizaron con el gen de referencia OTC (ORNITINE
TRANSCARBAMILASE; Pérez-Pérez et al., 2004) y con los niveles silvestres correspondientes.
Para los andlisis de expresion se tomaron en cuenta las réplicas interensayo (n=3) con una
desviacion estandar menor al 1%. Los resultados de expresién finalmente se corrigieron con
una curva de calibrado de los cebadores (curva de eficiencia; Pfaffl, 2001). Los valores se

expresaron en promedios * desviacién estandar (DE).

VII.6.- ENSAYOS DE INTERACCION PROTEINA-PROTEINA

VII.6.1.- Ensayo de doble hibrido en levadura (Yeast two hybrid, Y2H)

Para estos experimentos se utilizé un sistema de doble hibrido en levaduras basado en GAL-4

(Clontech) con los plasmidos pGBT9, que contiene el dominio de unién (binding domain, BD)
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de GAL4, y pGAD424, que posee el dominio de activacion (activation domain, AD) de GAL4
(Fields y Song, 1989).

Se realizaron amplificaciones con cDNA como molde y con los oligonucleétidos PEP for
y PEP rev, y FLK for y FLK rev (Tabla 11), para obtener las secuencias codificantes de PEP y
FLK, respectivamente. Ambas se clonaron en fase en cada uno de los plasmidos en los sitios
de restriccion EcoRI/Sall, en el caso de PEP, y BamHI/Sall, para FLK, para asi obtener
proteinas de fusion PEP-BD y FLK-AD, y viceversa. Como control positivo se utilizaron las
proteinas de Antirrhinum majus, PLENA (Davies ef al., 1996) y SQUAMOSA (Egea-Cortines et
al., 1999).

Las construcciones efectuadas se utilizaron para transformar cepas Hf7c de
Saccharomyces cerevisiae (Feilotter et al., 1994) para analizar las interacciones. Los ensayos
de interaccién proteina-proteina fueron realizados en medio SD (Selective Dropout) que
carecia de triptéfano, leucina e histidina.

Estos experimentos fueron realizados con la colaboracion del Dr. Marcos Egea
Cortines, de la Universidad Politécnica de Cartagena (UPTC).

VII.6.2.- Ensayo de fluorescencia por complementacion bimolecular (BiFC)

Se amplificaron las secuencias codificantes de los genes a partir de sus cDNA. Las parejas de
cebadores utilizadas fueron: bifc HEN4-f y bifc HEN4-r (HEN4), bifc HUA1-f y bifc HUA1-r
(HUAT1), bifc FLK-f y bifc FLK-r (FLK), y bifc PEP-f y bifc PEP-r (PEP). A continuacion, se
clonaron en fase en los plasmidos pBJ36-SPYNE y pBJ36-SPYCE, que contienen las
secuencias N-terminal (nt) y C-terminal (ct) de la proteina amarilla fluorescente (YFP),
respectivamente (Fig. 79). Mediante una digestién con Notl se extrajeron ambos cassettes,
35S::SPYNE, que se clon6é en el vector pGreen0179 (con resistencia a higromicina), y
35S::CTGFP, clonado en pGreen0229 (con resistencia a Basta), incluyendo cada uno las
secuencias de HUA1, HEN4, PEP o FLK. Posteriormente, se contrasformaron células de
Agrobacterium tumefaciens (apartado VI11.8.2) con el correspondiente T-DNA de la serie pGreen
junto con el vector pSOUP, que contiene todas las funciones necesarias para el mantenimiento
de la funcion del T-DNA pGreen en Agrobacterium. Estas células se utilizaron para infiltrar
hojas de Nicotiana benthamiana (apartado VII.9). A las 72 h se visualizd la presencia de
fluorescencia con un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse TE2000-U.

Como control negativo se agroinfiliraron hojas de Nicotiana benthamiana con el
plasmido pBJ36-SPYNE con la secuencia de cada gen ensayado junto con la version vacia del
plasmido pBJ36-SPYCE, o bien con éste ultimo incorporando la secuencia del gen problema
junto con la version sin inserto del plasmido pBJ36-SPYNE.

Los ensayos de agroinfiltracion fueron efectuados por el Dr. Juan José Ripoll, en la
University of California at San Diego (UCSD).
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Figura 79.- Plasmidos utilizados en los experimentos de BiFC. Cada uno de ellos contiene una porcién
de la proteina fluorescente YFP: el extremo C-terminal (pBJ36-SPYCE) y N-terminal (pBJ36-SPYNE),
coloreados en amarillo. Se han indicado las dianas de las enzimas de restriccion utilizadas para clonar
los distintos cDNAs.

VII.7.- GENERACION DE PLANTAS CON LA CONSTRUCCION 35S::GFP-PEP

El cDNA completo del gen PEP se obtuvo a partir de la coleccion de clones de cDNA de
Arabidopsis thaliana generada en el Instituto RIKEN BioResource Center (Experimental Plant
Division, Tsukuba, Japén), utilizando los oligonucleétidos FUP1-16 y FUP1-32. A continuacion,
se clond en el sitio de restriccion Smal/EcoRI del plasmido pEGAD (Cutler et al., 2000). De esta
manera la region codificante de PEP quedo situada en fase tras el extremo 3’ de la secuencia
del gen GFP (Green Fluorescent Protein), y bajo el control del promotor constitutivo 35S del
virus del mosaico de la coliflor. Esta construccion se introdujo en la estirpe C58C1 de
Agrobacterium tumefaciens mediante electroporacién (apartado VII.8.2), seleccionandose los
clones positivos por la resistencia a kanamicina que confiere el plasmido.

A continuacion, se detalla el procedimiento de infiltracion de plantas con Agrobacterium
tumefaciens, basado en el protocolo de Clough y Bent (1998), que es, a su vez, una
modificaciéon simplificada del desarrollado por Bechtold et al. (1993). Se cultivaron las células
con 10 ml de LB liquido suplementado con kanamicina, y se us6 una alicuota del cultivo para
inocular 500 ml de LB liquido con kanamicina y enriquecido con glucosa al 0,5% (m/v; apartado
VII.2.1.6 y Tabla 8). A continuacién, se incubd a 28°C en agitacion hasta alcanzar una Agy de
entre 0,8 a 1,2. Llegado este momento, se centrifugd, y el precipitado resultante se resuspendio
en la solucién de infiltracién (apartado VI1.2.2.4) hasta obtener una Agqg de 0,8. A continuacion,
se anadio Silwet L-77 0,035% (v/v, Lehle Seeds). Esta solucion se dispuso en cubetas de 15 x
20 x 5 cm (largo x ancho x alto), sumergiendo durante unos segundos las inflorescencias

primarias de plantas, a las que previamente se les eliminaron las flores postantesis y los frutos.
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Finalmente, las plantas infiltradas se trasladaron a la camara de cultivo hasta completar su ciclo
y recolectar las semillas. Para identificar los individuos transformantes (T,), estas semillas se
sembraron de forma masiva en placas de Petri (1000-1500 semillas por placa) con medio de
cultivo GM (apartado VII.2.1.1) en presencia de kanamicina, para aislar sélo las plantas

resistentes al mismo.

VII.8.- TRANSFORMACION BACTERIANA

VII.8.1.- Transformacidén por choque térmico

Estas transformaciones se realizaron con el kit StrataClone PCR Cloning (StrataGene), que
utiliza el vector pSC-A y células competentes SoloPac (apartado VII.1.2.1). Una alicuota de una
reaccion de ligacion fue afiadida a cada tubo de células competentes, y se sometieron a un
choque térmico (20 minutos en hielo, 45 segundos a 42°C, 2 minutos en hielo) para forzar la
transformacion de las mismas. A continuacion, se les afiadi6 medio LB liquido (apartado
VII.2.1.4), incubandolas a 37°C durante 1 hora en agitacién. Este cultivo se utilizé para inocular
placas de Petri con medio LB sdlido y kanamicina (apartado VI1.2.1.6 y Tabla 8) con un asa de
siembra. A esta placas también se les afadié 40 ul de X-gal 2% lo que, tras una incubacion a
37°C toda la noche, permitié identificar los clones positivos mediante seleccién blanco-azul
basada en la interrupcion del gen lacZ.

VII.8.2.- Electroporacion

Esta técnica se utiliz6 en Agrobacterium tumefaciens. La transformacion se realizd con el
aparato Electroporator BR1.2 (Bio-Rad) a 1800 V, utilizando cubetas de 2 mm de distancia

entre los electrodos.

VIL.9.- TRANSFORMACION DE Nicotiana benthamiana

Este proceso, utilizado en el ensayo de BiFC (apartado VII.6.2), se realizé como se describe en
Llave et al. (2000) con algunas modificaciones.

Se partié de clones de Agrobacterium tumefaciens que contenian las construcciones
para comprobar una interaccion fisica entre dos proteinas. Se realizaron cultivos paralelos de
células con sendas construcciones en 5 ml de medio (LB; rifampicina 100 pg/ml; tetraciclina

12,5 pug/ml) a 30°C durante 20 horas. Estos cultivos se utilizaron para inocular 50 ml de nuevos
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medios (LB, acetosiringona 20 yM; MES 10 mM; tetraciclina 12.5 pg/ml; pH 5,7) que se
incubaron a 30°C durante 16-20 horas. Se obtuvieron precipitados mediante centrifugacion, que
se sometieron a 3 lavados sucesivos con MgCl, 10 mM, incubando el tercero de estos lavados
a 4°C durante 2 horas. A continuacion, se resuspendieron las células en medio de infiltracion
(MgCl; 10 mM; MES 10 mM; acetosiringona 150 uM; pH 5,7), para después combinar ambos
cultivos con una relacién 1:1 (v/v) de los mismos, y usarlos para infectar hojas de Nicotiana
benthamiana con una jeringa de 3 ml mediante una incisién. Los individuos transformantes se
identificaron gracias a la resistencia a higromicina o al herbicida Basta que proporciona cada
construccion respectivamente.

Estos procedimientos fueron efectuados por el Dr. Juan José Ripoll, en la University of
California in San Diego (UCSD).

VII.10.- ENSAYO DE LA ACTIVIDAD 3-GALACTOSIDASA

Estos ensayos fueron realizados tal y como se describe en Kippert et al. (1995). Los cultivos de
levaduras fueron resuspendidos en tampoéon PBS (apartado VII.2.2.5.3) suplementado con
Sarcosyl (lauril sarcosinato de sodio) 0,2%, como agente permeabilizante. Para comprobar la
actividad del gen LacZ de las construcciones se afiadi6 ONPG (o-nitrofenil-B-D-
galactopirandsido). Tras un tiempo suficiente de incubacion a 28°C se detectd una coloracién
amarilla, cuya intensidad se determin6 basandose en la absorbancia a 420 nm. Los resultados
fueron expresados en unidades arbitrarias.

Estos experimentos fueron realizados en la Universidad Politécnica de Cartagena

(UPTC) por el Dr. Marcos Egea Cortines.

VIl.11.- GENOTIPADOS DE LAS ESTIRPES MUTANTES

VII.11.1.- Genotipados moleculares

En las siguientes tablas se describen los genotipados moleculares llevados a cabo para

identificar los alelos presentes en las construcciones de las distintas combinaciones mutantes.

Los oligonucleétidos mencionados estan detallados en la Tabla 11.
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Tabla 9.- Genotipado de los alelos de insercion.

Tamano del producto
Alelo Cebz,adc?res Cebador del T-DNA de PCR en pb
genomicos [trasposoén (silvestre/mutante)
ag-12 ag-AF; ag-AR 03144/35St 813/400
flk-2 KH3-2; KH3-7 LBb1 340/450
ful-1 AGL8PG; AGL8MG GUS3 338/600
hua2-4 hua2-4F; hua2-4R LBb1 520/350
hua2-7 hua2-7 2F; hua2-4R LBTM3 980/650
pep-2 OCF12; OCF16 LBTM3 573/498
pep-4 FUP1-4; FUP1-6 LBb1 598/398
35S::PEP FUP1-37; FUP1-38 - 244
Tabla 10.- Genotipado de otros alelos.
Producto de Tamaio de los
Alelo Cebadores PCR (pb) Enzima productos
P (silvestre/mutante)
247 (alelo
fca-9 FCA9-F; FCA9-R silvestre)/ 241 Eco130I 247/199+42
(alelo mutante)
flc-3 FLC3-FF; FLC3-R - - 448/344
hen4-2 hen4-2-1; hen4-2-2 155 Satl 105 + 50/155
MBK21p28; 500 + 350 + 350/840 +
hua1-1 MBK21p31 1180 Hphl 350
MKD15p7.2;
hua2-1 MKD15p31 330 Pstl 275/330

VII.11.2.- Otros métodos de genotipado
En algunos casos no se disponia de un genotipado molecular apropiado, asi que para obtener

las plantas mutantes correspondientes se recurrié a la segregaciéon de la resistencia a ciertos

antibidticos que confieren estos alelos (Tablas 6 y 7).

VII.12.- ANALISIS ESTADISTICO

VII.12.1.- Prueba y*
El valor de xz se obtuvo tras contrastar la hipétesis de partida con los datos obtenidos en una

segregacion fenotipica. El valor estadistico debia ser menor al valor existente con un grado de

libertad (X2 15005 = 3,84) para ser aceptado.
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VII.12.2.- Andlisis estadistico de los experimentos de qPCR

Se realizaron analisis para verificar si los niveles de mRNA de un gen en los distintos fondos
mutantes presentan diferencias significativas respecto a los niveles silvestres. Utilizamos el
programa REST (Relative Expression Software Tool) que utiliza el método estadistico Pair Wise
Fixed Reallocation Randomisation Test © (Pfaffl, et al., 2002). También se utilizé la funcién
Prueba t de Student del programa Excel, como andlisis preliminar. En ambos casos se obtiene
un valor de probabilidad P que debe ser menor que el limite escogido de significacion (P=0,05)
para asumir como estadisticamente significativa la diferencia en los niveles de expresion del

gen de interés.

VII.13.- OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS

Los oligonucledtidos empleados en este trabajo fueron sintetizados por Invitrogen (Life

Technologies) en la escala 25 nmol, y con un grado de purificacion moderado.

Tabla 11.- Oligonucleétidos empleados durante el desarrollo de esta Tesis. Las secuencias diana de las
enzimas de restriccion empleadas aparecen sombreadas en gris.

NOMBRE SECUENCIA 5-3 FINALIDAD ENZIMA | REFERENCIA
ag-AF GAAGTGGTCAAAAGAAACATAG Genotipado ag-12 Este trabajo
ag-AR GGTATTGACCAAATGAGAAATC Genotipado ag-12 Este trabajo
AGE9 GCCATTTCCTTCAGCCTAT GPCR AG Este trabajo
AGla CGGATCGAGAACACAACGAATCG 3RACE Este trabajo
AGI b GGTTTGCTCAAGAAAGCTTACGAGC 3RACE Este trabajo
AGlc CCTACCCATAAGAGCATTCAAGAAG | QPCR intron AG Este trabajo

AGL8 MG | CTCATGAGCTTTCTTGAGC Genotipado ful-1 Fe"gg‘(’)'g o al,

AGLS8 PG TGTATTCACGTCACATACCG Genotipado ful-1 Ferréz’(‘)%ig o al.,

AG QPCRF | AGCAATCACGGCGTACCAATC aPCR f‘fee intron Este trabajo
AP1 QPCR1F_| CTTACGCCGAAAGACAGCTT qPCR AP7 Este trabajo
AP1QPCR 1R | ATAGGCTGAAGGAAATGGC qPCR AP1 Este trabajo

AP2 oF CGACGCACCACACCAAACACAA GPCR AP2 Este trabajo
AP2 gR CACGCCGACTCTTTTTCAACGG GPCR AP2 Este trabajo
bifc FLK-f ECTCGAGATGGCTGAAGCTGAAGA BIFC Xhol Este trabajo
bifc FLK-r :'BTCCCGGGTAACCGTAGCCTGAGCT BIFC Xmal Este trabajo

) TTGTCGACATGGAGCGAAATAGCGT ; )

bifc HEN4-f TAAATTTCATGC BiFC Sall Este trabajo

) TTGGTACCGTTTAGGTTGTATTTTTT ) :

bifc HEN4-r GGACAATGAGG BiFC Knpl Este trabajo

. TTGTCGACATGGCACATCGTCAATT . )

bifc HUA1-f GTATAG BiFC Sall Este trabajo

: TTGGTACCTTGAGTAGTGTCGGTGT ; )

bifc HUA1-r TGGTTGC BiFC Knpl Este trabajo

. TTCTCGAGATGGCCGCCGTCGCAGA . )
bifc PEP-f TTCCGTTG BiFC Xhol Este trabajo

) TTGGTACCAAGATTATAACTGCTGTA . :
bifc PEP-r GCCACC BiFC Knpl Este trabajo

FCA9-F ECTTTGGCTCAGC' MACCGAACAAT | Genotipado fea-9 Ripoll et al. 2009

FCA9-R TGTTGAGATGGTGAAACTGTG Genotipado fca-9 Ripoll et al. 2009
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FLC3-FF GCTCGTCATGCGGTACACGT Genotipado fic-3 Ripoll ef al. 2009
FLC3-R CGGAGGAGAAGCTGTAGAGCTTGC | Genotipado fic-3 Ripoll et al. 2009
FLC E2-r CATGCTGTTTCCCATATCGATCAAG GPCR FLC Ripoll et al. 2009
FLC RT TTCTCCAAACGTCGCAACGGTCTC 4PCR FLC Ripoll et al. 2009
FLK-3 CAGTCAGCATGCGTTCCTTA qPCR FLK Ripoll et al. 2009
FLK-4 AGAAAGAATCATCTCTACCAC GPCR FLK Ripoll et al. 2009
CATGGGATCCGAATGGCTGAAGCTG .
FLK for AAGATCAG Y2H BamHI Este trabajo
ATGAGTCGACTCAAAGATTATAACTG )
FLK rev CTGTAGCC Y2H Sall Este trabajo
FT A AGAGAGGTGACTAATGGCTTGG QPCRFT Ripoll ef al. 2009
FT Ar CAGTGGGACTTGGATTTTCGTA GPCR FT Ripoll et al. 2009
FUP1-4 CACCAGAGTCTCCTACTATAGAC Genotipado pep-4 Ripoll, 2004
FUP1-6 TTTCGTATGATCGTTCCGGTG Genotipado pep-4 Ripoll, 2004
TACCCGGGTCAAAGATTATAACTGCT N Smal :
FUP1-16 GTAGCCACC 35S::GFP-PEP Este trabajo
Fup132 | TOMATTCCGGTTCAMIGGECCGCCE | g5s.grp.pep | EOOR! Este trabajo
GPCR PEPy
FUP1-37 TCTGCTTTTGTGACACAGGTATCT genotipado Ripoll et al. 2009
35S::PEP
GPCR PEPy
FUP1-38- CCTTGTGATTGATGATGAACTCTTGA genotipado Ripoll et al. 2009
35S::PEP
G-00654 ETGCAAGATCACAACAATTCGCTTCT gPCR FUL Yant et al., 2010
G-00655 SACGAGTTTGGTTCCGTCAACGACGA gPCR FUL Yant et al., 2010
G-27917 GGCCGTCTCTATGAATACGC GPCR STK Yant et al, 2010
G-27918 TGGACAGTGCTAGTGTTGGTG GPCR STK Yant et al., 2010
GUS3 CTTGTAACGCGCTTTCCC Genotipao ful-1 Fe"‘;g‘é'g o al,
HEN4p40 GCTCTTGGCTAAGGAATTTTTCAT Genotipado hen4-2 Che;‘goest al,
hua2-4f ATTGGGATCGTGCGCCAGAC Genotipado hua2-4 Ripoll et al. 2009
hua2-4r CAATATGATCTGTTCCATCCAC Ge”°;";7"zi‘;_h7“az'4 Ripoll et al. 2009
hua2-7 2F CTCGCCAAAGTCAAAGGCT Genotipado hua2-7 Este trabajo
KH3-2 TGGTTCAAGAGTCGGATCTG Genotipado fik-2 Ripoll et al. 2009
KH3-7 TGGTTCAAGAGTCGGATCTG Genotipado fik-2 Ripoll et al. 2009
KNU QPCRF | AAAACTCGATCATCAAGCAAACGC GPCR KNU Este trabajo
KNU QPCRR | GTAGATCCTTGAAATGGGTTTTGG GPRC KNU Este trabajo
LBb1 AACCAGCGTGGACCGCTTGCTG Genotipado flk-2, SALK
hua2-4, pep-4
TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCT | Genotipado hua-
LBTMS3 CGATACAC 7, pep-2 SAIL
M13F GTAAAACGACGGCCAGTG Clonacion y Cebador
secuenciacion universal
M13R GGAAACAGCTATGACCATG Clonacion y Cebador
secuencilacion universal
MBK21p28 CATGTAAGCCTAGACAATG Genotipado hua?-1 WeStze(;g;t al,
MBK21p31 | GCAGCATAAAAAACTCAGCT Genotipado huat-1 Wes‘;égzet al,
MKD15p7-2 | TGCTCCTTTGTCTTATTCTCA Genotipado hua2-1 Wes‘;(;gzet al,
MKD15p31 | TAAGGTCTGTTCCATTCTG Genotipado hua2-1 Wesfggzet al,
NZZ oF AGTCGGAGACACGTCATCAGTA QPCR SPLINZZ Este trabajo
NZZ gR GAAGAAGATACTGATCGTAGCCGT GPCR SPLINZZ Este trabajo
03144355t | GTGGATTGATGTGATATCTCC Genotipado ag-12 Gabi-Kat
OCF16 GCGACGTGGCATTGTA Genotipado pep-2 Ripoll, 2004
OCF12 TTATTTGACCAGAAACGTAGTG Genotipado pep-2 Ripoll, 2004
Oligo d(T)- | GACCACGCGTATCGATGTCGACTTT SRACE Roche
anchor TTTTTTTTTTTTITV Diagnostics
OTCF TGAAGGGACAAAGGTTGTGTATGTT gPCR OTC G‘;?z?'ezzéfg'g
OTCR CGCAGACAAAGTGGAATGGA gPCR OTC G‘;’;Z‘j"ezzgfgig
PCR anchor | GACCACGCGTATCGATGTCGAC 3RACE _Roche
Diagnostics
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PEP for AGTAGAATTCATGGCCGCCG Y2H EcoRI Este trabajo
ATGAGTCGACTCAAAGATTATAACTG )
PEP rev CTGTAGCC Y2H Sall Este trabajo
PI gF ATGGGTAGAGGAAAGATCGAGATA GPCR PI Este trabajo
PIgR TGCTCGACAGCCATCAGATTTTT GPCR PI Este trabajo
RBp5 CATTGTTCCTTAAGTTGTCTGGCATA | Genotipado hend-2 Cheggozt al,
SEP3 QRT 1F | TGCCTTCAAGAGAGGCCTTA GPCR SEP3 Este trabajo
SEP3 QRT 1R | CAGTCAGCATGCGTTCCTTA GPCR SEP3 Este trabajo
SHP1 QPCR 1F | GATCTATCGTAATCTTGAGAACTC GPCR intron SHPT Este trabajo
SHP1 12 CCCCACTTTGTTATCATTTGAACT GPCR intron SHPT Este trabajo
SHP1a QPCRF | CTTGAGAACTCAGGATCAATGGAGG GPCR SHP1 Este trabajo
SHP1a QPCRR | GAGGCTTCTTGCTGATAGTACTGAG GPCR SHP1 Este trabajo
shp2-1F SAGGATAGAGAACACTACGAATCGT 4POR SHP2 Llljegzrggoet al,
SHP2 RTPCR rv | AGATACATGTTATCGTTTTGCAGCTC GPCR SHP2 Este trabajo
V=A,CoG
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