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Resumen

La transicion a la floracion se define como el momento en que la planta pasa de una fase
vegetativa a una reproductiva y se caracteriza porque el meristemo apical aéreo deja de
producir hojas y se transforma en un meristemo de inflorescencia del cual se van a generar

los meristemos que se diferencian finalmente en los 6rganos florales.

En Arabidopsis thaliana se ha estudiado ampliamente la transicion a la floracién por
medio de mutantes que muestran tiempos de floracién alterados, al crecer las plantas bajo
diferentes condiciones ambientales. De esta forma, se han identificado ““7 vias de floracion”
que corresponden: al fotoperiodo de dia largo, la vernalizacion, temperatura no Optima,
respuesta a giberelinas, una via autbnoma a sefiales exdgenas y enddgenas, la que responde

al desarrollo por envejecimiento y la sefializacion por trehalosa.

Pese a que las plantas muestran una gran plasticidad al crecer en un ambiente con
cambios constantes, existen alteraciones del medio que pueden llegar a disminuir su tasa de
desarrollo o reproduccién, a lo que se le conoce como estrés. Las formas en la que las
plantas responden al estrés para asegurar su reproduccion, se divide basicamente en dos:
una es “afrontarlo” alargando el estado vegetativo al retrasar la transicion a la floracion,
esperando mejores condiciones para su reproduccion; o “evadiendo” el estrés al acelerar la

floracion para lograr la produccion de semillas anticipada.

El estrés hidrico es uno de los principales causantes de pérdidas agronémicas, pero
se conoce muy poco sobre los mecanismos que afectan el tiempo de floracion, por lo que
resulta necesario su estudio en plantas modelo como Arabidopsis en donde ya se conoce

una amplia red genética que regula la transicion a la floracion.



En este trabajo se desarrollaron metodologias para establecer un sistema de
crecimiento en el que las plantas de Arabidopsis, sometidas a estrés osmatico en un medio
liquido, o estrés salino e hidrico en un medio sélido, alcanzaran su etapa reproductiva y se
pudieran estudiar los posibles cambios en el tiempo de floracion y la produccién de
semillas. Asi mismo, se evaluo el papel de algunos genes MADS-box que participan en la

transicion a la floracion, en la respuesta a estos tipos de estrés.

Los resultados de este trabajo muestran que la sequia y la salinidad alargaron el
tiempo de transicion a la floracion en las plantas silvestres, pero sin la concomitante
generacion de hojas. Esto podria indicar que las plantas “afrontaron” el estrés. Sin embargo,

también hubo una reduccion drastica en la cantidad y tamafio de las silicuas.

AGL19 induce la floracién bajo estrés hidrico, pero reprime la produccién de
silicuas en este tipo de estrés. Por otra parte, XAL1 no parece participar en la regulacion del
tiempo de floracion en respuesta al estrés, aunque podria tener un papel como represor en la
produccion de silicuas, ya que se observo un aumento en su nimero al crecer el mutante en
salinidad. Por lo tanto, podemos decir que el aplazamiento de la floracion bajo las
condiciones de estrés hidrico o salino utilizadas, no confiere una ventaja en la produccion
de silicuas en Arabidopsis, sin embargo, no se descarta un posible efecto positivo en la

viabilidad de las semillas de subsecuentes generaciones.



Introduccion
Las plantas y su entorno

La plasticidad en los organismos les permite crecer en un ambiente (o nicho) sujeto a una
gran variedad de factores bidticos y abidticos. El éxito reproductivo, o adecuacion, sera
directamente proporcional a la capacidad que los organismos tengan de modificar su
desarrollo de acuerdo a las variaciones en el ambiente, sin embargo, cuando se da un
cambio brusco de uno o varios de estos factores que repercuten en el desarrollo del
organismo, se le conoce como estrés (Cain et al., 2011). La intensidad y duracion de este,
afectan directamente el ciclo de vida del organismo (Franks, 2011; Versules y Juenger,

2011; Riboni et al., 2013).

Las plantas, al ser organismos sésiles, responden de manera plastica por lo que han
adquirido adaptaciones fisiologicas y de desarrollo para evitar el estrés o contender con él.
Una de ellas, es acelerando o retrasando su etapa reproductiva (van der Weele et al., 2000;
Kreps et al., 2002; Shinozaki y Kazuko, 2007; Hirt 2010; Franks, 2011; Versules y Jurger,

2011; Ji et al., 2014).

Obtencion del agua por las plantas

Una de las condiciones mas limitantes para el desarrollo de un organismo es la
disponibilidad de agua (Franks, 2011; Ji et al., 2014). El estrés hidrico tiene un gran
impacto en el desarrollo de las plantas, ya que sélo el 3% del agua que toman es utilizada
para el crecimiento y el metabolismo, y el otro 97% de agua se pierde por evapo-

transpiracion. Esto causa que un pequefio cambio en la cantidad de agua disponible se
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traduzca en una alteracion en el metabolismo y crecimiento de la planta (Taiz y Zeiger,

2010).

La disponibilidad del agua depende de sus propiedades intrinsecas y del medio en el
que se encuentre; el movimiento de la misma se define por medio del potencial hidrico que
se refiere a la energia libre que tienen las moléculas de agua. Las plantas absorben el agua
del suelo y la transportan a la parte aérea, ya que hay una diferencia en el potencial hidrico
entre estos dos ambientes, siendo el aire en donde el potencial hidrico es mucho mas
negativo, por lo tanto, el agua tiende a subir. Hay 4 componentes principales que definen el
potencial hidrico: la gravedad, el potencial matrico, la presion hidrostatica y el potencial

osmotico (Figura 1; Boyer y Kramer, 1995; Taiz y Zeiger, 2010).

Af 9.81m/s? B =as/ Membrana
Pared celular ,/ ‘k, Citoplasma
. Nucleo f;:? | -Vacuola
H P

; \.";\ J ‘ A
‘ 5 4 e e . - - g A\ =S 4 / ? N 2
e« 0 b4
Potencial gravimétrico HO Potencial de turgor
c L A‘Tu Arcilla A,i'" D oA1 Sacarosa Agua pura
i, | 1Y ‘\ W, <0 MPa y, =0MPa
g ’3 L1059 RS G
<8 4 o o ® @°|°e °°
- - 3 " , o . (5} () I. f o @
y - : o © .o\"émio:" '.o
. g ® o o (-]
: O o2 @ )
T @Q‘ silnane el tlce > -
Potencial hidrostatico Potencial osmdtico

Figura 1: Componentes del potencial hidrico: A) La gravedad influye sobre la capacidad
que tiene el agua para fluir de un medio a otro. B) Potencial de turgor generado por la pared
celular. C) El potencial hidrostatico del suelo también conocido como potencial matrico, y
D) El potencial osmético dado por la concentracion de osmolitos (Modificado de Taiz y
Zeiger 2010).
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La gravedad afecta al potencial hidrico impidiendo el movimiento ascendente del agua, sin
embargo, ya que tiene un valor constante, no se toma en cuenta su participacion en la

medicion del potencial hidrico (Boyer y Kramer, 1995; Taiz y Zeiger, 2010).

La presion hidrostatica puede afectar positiva o negativamente al potencial hidrico.
El origen de la presion hidrostatica negativa en las plantas se debe a la fuerza ténsil que se
crea en el xilema y al turgor por la rigidez de la pared celular. Esta presion hidrostatica
negativa también existe en el suelo y en las células del meséfilo a lo que se le denomina
potencial matrico, el cual es causado por la fuerza ténsil que se crea en la interfase de agua /
aire, por lo que mientras menos agua exista en el sustrato o en las hojas esta se unird con
mas fuerza para reducir su superficie de contacto con el aire (Boyer y Kramer, 1995; Taiz y

Zeiger, 2010).

El altimo factor que afecta el potencial hidrico es el potencial osmético. En este
caso, los solutos ocupan el espacio de las moléculas de agua, disminuyendo la cantidad de

agua en la disolucion y por lo tanto su potencial hidrico.

La intensidad en la que los solutos afecten el potencial hidrico depende de sus
caracteristicas intrinsecas, su concentracion y la temperatura, su valor se puede obtener con
la formula: Ws= -RTCs en donde R es la constante de los gases (8.32 JmolK™); T es la
temperatura de la solucion en grados Kelvin y Cs es la concentracion del soluto. Asi el
potencial hidrico disminuira, si aumenta la concentracién del soluto osmoticamente activo

indicado por el signo negativo en la ecuacién (Money, 1989; Boyer y Kramer, 1995).

En suma, todos estos componentes daran un valor definido al potencial hidrico del

suelo o de la planta, por lo que el agua fluird de la regién con mayor potencial hidrico a la
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region donde exista un menor potencial hidrico. Para que la raiz pueda tomar el agua, las
plantas han adquirido mecanismos para regular el potencial osmdtico y la presion
hidrostéatica disminuyendo asi su potencial hidrico con respecto al del suelo (Boyer y

Kramer, 1995; Taiz y Zeiger, 2010).

Respuesta de las plantas ante el estrés hidrico o salino

La estacionalidad en las diferentes regiones del mundo causa periodos definidos de lluvias
y sequia. La intensidad del estrés hidrico causado por la temporada de sequia depende de la
disponibilidad del agua existente en el suelo con base en las caracteristicas fisico-quimicas
del mismo (Boyer y Kramer, 1995). La sequia causa diversas respuestas fisiol6gicas en la
planta, como son: la acumulacién de solutos que ayuda a reducir el potencial hidrico de las
células de la raiz, un uso eficiente del agua mediante el cierre estomatico, la reduccion de la
tasa fotosintética y la promocion de la respiracion, todas para hacer frente a las condiciones
estresantes (Bray, 1997; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Hirt, 2010; Skirycs et
al., 2010; Versules y Juenger, 2011). Las vias de sefializacion que responden a este tipo de
estrés se pueden dividir basicamente en dos: dependientes o independiente del acido

abscisico (ABA).

El ABA es una hormona vegetal que controla diversos procesos bioldgicos, entre los
que destaca la respuesta al estrés hidrico. Durante la exposicion a este tipo de estrés ocurre
un aumento en la produccion de ABA, la cual funciona como una sefial a larga distancia,
que se encarga de orquestar respuestas fisioldgicas relacionadas con la conductancia y el

cierre estomatico (Bray 1997; Dodd y William, 2004; Shinozaki, y Yamaguchi-Shinozaki,
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2007; Huang et al., 2012; Wang et al., 2013). Ademas, el ABA desencadena una cadena de
transduccion de sefiales que lleva a la activacion de factores transcripcionales que se unen a
los elementos reguladores de la transcripcion como Abscisic Acid-Responsive Element
(ABRE) y que modulan la expresion de genes ligados a la tolerancia del estrés como el gen
RESPONSIVE TO DESSICATION 29B (RD29B) (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007;

Huang et al., 2012).

Adicionalmente a la respuesta mediada por ABA, se ha observado que ciertos genes
que confieren resistencia al estrés hidrico se activan en mutantes de ABA, tal es el caso de
los factores de trascripcion CRT/DRE BINDING FACTOR/DEHYDRATION RESPONSIVE
ELEMENT BINDING PROTEIN 1 (CBF/DREB1) y DREB2 que pertenecen a la familia
ERF/AP2. Estos genes poseen elementos reguladores en su promotor como
DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT/C-REPEAT (DRE/CRT), los cuales se ha
observado, responden a condiciones de estrés por frio, salinidad y sequia
independientemente de la acumulacion de ABA (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007;

Seo et al., 2009; Hirt, 2010; Huang et al., 2012).

La producciéon de proteinas LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT (LEA) y
proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés Heat Schock Proteins), asi como
enzimas relacionadas con la sintesis de solutos osmdticamente activos como la prolina,
poliaminas, manitol, trehalosa, etc. que disminuyen el potencial osmético de la raiz, son
algunas de las acciones que la planta emprende para afrontar el estrés hidrico
independientemente de si la sefializacion es dependiente 0 no de ABA (Bray, 1997;
Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Hirt, 2010; Skirycz et al., 2010; Huang et al.,

2012).
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El estrés idnico puede causar un estrés osmotico (dependiendo de la concentracion
del soluto) y un estrés por los iones liberados. Especificamente, el estrés salino por NaCl
causa un desbalance ionico en la rizdsfera, afectando el intercambio de nutrientes entre el
suelo y la planta (Hirt, 2010; Huang et al., 2012). Las principales respuestas a un estrés
salino estdn orientadas al almacenamiento de sales por medio de bombas vacuolares de
Na*/H" y la secrecién de iones (Apse et al., 1999; Hirt, 2010; Huang, et al., 2012). Se ha
identificado una via de sefializacion que responde al estrés salino, que se conoce como Salt
Overly Sensitive (SOS), en la cual participan 3 genes: SOS1, SOS2 y SOS3 (Hirt, 2010;
Huang et al., 2012). EI gen SOS3 codifica para un sensor de Ca?" que a su vez activa a
SOS2 y este a su vez a SOS1 que codifica para una bomba de Na*/H* (Hirt, 2010; Huang et

al., 2012).

Efectos del estrés hidrico en la productividad

A pesar de los mecanismos que poseen las plantas para continuar con su desarrollo bajo
condiciones de estrés hidrico, en muchos casos una consecuencia inminente es la reduccion
de la productividad agricola, lo que pone en riesgo la seguridad alimentaria. EI cambio
climatico modifica los patrones de precipitacion, lo que causa que las temporadas de sequia
sean mas intensas (FAO 2015). Los estudios sobre el efecto del estrés osmotico o salino
sobre la produccion de semillas, se avocan principalmente a la productividad agricola
donde se ha observado que ocurre una disminucion de la produccion de biomasa (Araus et
al., 2002; Bray 1997; Chinnusamy et al., 2005; Blum, 2009). Ademas, para que se puedan
producir semillas, las plantas deben transitar de una etapa de crecimiento vegetativo a una
etapa reproductiva, posterior a la cual, se llevara a cabo la polinizacién y la posterior
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maduracién del gineceo, el cual protegerd las semillas hasta su madurez. Esta etapa del
desarrollo ha mostrado tener una gran plasticidad ante diversas condiciones de estrés
osmético o salino (Wada y Takeno, 2010; Sherrad Maheranli, 2006; Franks et al., 2007;
Franks, 2011; Ivey y Carr, 2012, Riboni et al., 2013). Sin embargo, se conoce muy poco
sobre la regulacion molecular que liga la transicién a la floracion y la produccion de

semillas, con la sefializacion dada en respuesta al estrés hidrico.

El meristemo apical aéreo

A partir de 1979, Arabidopsis thaliana L. (Heiz) se ha utilizado como organismo modelo
para estudios de floracidn. Esta planta, miembro de la familia Brassicaceae, posee
cualidades muy atractivas que la hacen ser un gran modelo de estudio como son: su genoma
relativamente pequefio, lo que ha permitido su secuenciacion y la anotacion de cada gen; su
ciclo de vida corto, por lo que es posible realizar estudios de genetica; su tamafio, que
facilita su crecimiento en cuartos con condiciones controladas; su autopolinizacion, que
garantiza la produccion de progenie y maximiza el control sobre lineas mutantes vy,

finalmente, que se puede transformar facilmente (Meyerowitz y Somerville, 1994).

En Arabidopsis, el meristemo apical aéreo (o shoot apical meristem: SAM) da
origen a las hojas de la roseta durante el estado vegetativo y una vez que ha transitado al
estado reproductivo, se produce la inflorescencia y los meristemos florales. EI SAM esta
conformado por 3 linajes celulares bien definidos: la capa L1 que consiste de células con
divisiones anticlinales que dan origen a la epidermis y la capa L2 que corresponde a células

que se dividen periclinalmente y deriva en el mesofilo; estas dos capas en conjunto
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conforman la tdnica. Existe una tercera capa denominada L3 o corpus la cual tiene
divisiones anticlinales y periclinales que da origen a los tejidos centrales de las hojas y

tallos (Figura 2; Huala y Sussex 1993; Alvarez-Buylla et al., 2010).

De forma superpuesta a las capas LI, L2 y L3, el SAM estd organizado en tres
regiones citologicas con caracteristicas definidas: la zona central (CZ), que contienen las
células pluripotenciales, la zona periférica (PZ), donde comienza la diferenciacion de los
organos laterales y la zona que estd por debajo de la ZC (RZ) que provee de células
pluripotenciales al tallo (Figura 2). Una vez que el meristemo transita al estado
reproductivo los meristemos de flor (MF) se originan a partir de la zona periférica del
meristemo de inflorescencia (MI) manteniendo las capas L1, L2 y L3 donde la L1
contribuye a la formacion de la epidermis, el estigma, parte del tejido de transmision vy el
integumento de los 6vulos, mientras que la capa L2 es generalmente la fuente de células
germinales, finalmente la capa L3 da origen a los tejidos mas internos, como lo es el tejido

vascular (Huala y Sussex 1993; Alvarez-Buylla et al., 2010) .

Primordio
de hoja

Meristemo
vegetativo

Meristemo de

Primordios  inflorescencia Per(;lrdio
de sepalos \ /e or

P

L1
L2
L3

Figura 2: Estructura del meristemo apical aéreo. En la parte superior se muestra un
meristemo vegetativo y en la parte inferior un meristemo de inflorescencia y meristemos de
flor a sus lados en diferentes estadios de desarrollo. (Imagen modificada de Huala y Sussex,
1993).
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El meristemo de flor tiene un crecimiento determinado que se diferencia en 4 verticilos:
sépalos y pétalos que son estériles, asi como el gineceo y el androceo feértiles, encargados
de producir los gametos (Taiz y Zeiger, 2010; Mauseth, 2014). El gineceo o pistilo se
compone de 3 partes principales: el estigma que recibe al polen, el estilo que conecta al
estigma con el ovario y el ovario que desarrolla la megaspora. Por otro lado, el androceo o
estambre se compone de: la antera donde se producen las microsporas o polen y el

filamento que sostiene a la antera (Figura 3; Mauseth, 2014).
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Figura 3: La estructura de la flor con sus 4 verticilos: sépalos, pétalos, androceo y gineceo.
(Imagen modificada de Mauseth, 2014).

Transicion a la floracion

La transicion a la floracion ha sido ampliamente estudiada en Arabidopsis mediante el uso
de mutantes afectados en su tiempo de floracién bajo diferentes condiciones de
crecimiento.  Posteriormente, estudios genéticos-moleculares han permitido el
descubrimiento de muchos de los genes responsables de cada fenotipo. Asi se han

identificado 7 diferentes “vias de sefializacion” dentro de una gran red de regulacion
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genética que integran sefiales exdgenas: como la luz (Eskins, 1992) y la temperatura
(Johanson et al., 2000; Blazquez et al., 2003; Seo et al., 2009; Kumar et al., 2012), y
sefiales enddgenas de la planta como: el estado maduro de la roseta (Fornara y Coupland,
2009; Wang et al., 2009), el nivel de recursos energéticos (Corbesier et al., 1998; Wahl et
al., 2013) y la concentracion de giberelinas (Blazquez et al., 1998; Domalgaska et al.,
2010; D’Aloia et al., 2011; Wang et al., 2013). A continuacion, se describen brevemente

cada una de ellas.

Sefializacion por fotoperiodo de dia largo

En el caso de Arabidopsis, al ser una planta distribuida en el hemisferio norte (Europa, Asia
central y el norte de Africa) entre los 0 a 4250 m. s. n. m. su floracion ocurre en primavera-
verano (Holl y Heynhold, 1842), respondiendo al fotoperiodo de dia largo como uno de los
factores exdgenos que promueve su floracion (Komeda, 2004; Amasino, 2010; Andrés y

Coupland, 2012).

La induccién a la floracion en dia largo esta regulada en parte por proteinas del ciclo
circadiano, una de las cuales es GIGANTEA (GI) (Mizoguchi et al., 2005; McClung, 2006;
Sawa y Steve, 2011). Gl se une con FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX
PROTEIN 1 (FKF1) para llevar a cabo la ubiquitinacién de CYCLING DOF FACTORs
(CDFs), los represores transcripcionales de CONSTANS (CO). Por otro lado, Gl se une al
promotor de CO para inducir su transcripcion y se ha demostrado que la deteccién del
fotoperiodo de dia largo recae en la induccion transcripcional y la acumulacion de la

proteina CO. La proteina de CO a su vez, es estabilizada en presencia de luz en el
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fotoperiodo de dia largo por CRYTOCHROME 1 Y 2 (CRY1/2) y PHYTOCHROME A
(PHY A), fotorreceptores que inhiben la accion de CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENESIS 1 (COP1) y SUPRESSOR OF PHYTOCROME A (SPAl),
que ubiquitan a CO en la obscuridad para su degradacién. En dia corto, CO es degradada
rapidamente por la accion de estas proteinas, lo cual impide la activacion de sus genes

blanco (Figura 4; Guo et al., 1998; Andrés y Coupland, 2012).
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Figura 4: Regulacion transcripcional y post-traduccional de CONSTANS (CO) en
fotoperiodo de dia largo. Gl y FKF1 inducen la transcripcion de CO mientras que CRY2 y
PHY A evitan su degradacion dada por COP1 y SPA, permitiendo la acumulacion de CO y
la induccién de FT en esta condicion de crecimiento (imagen modificada de Andrés y
Coupland, 2012).

Finalmente, CO induce la expresion de FLOWERING LOCUS T (FT) en las hojas, el cual
es conocido como el “florigeno”, ya que su proteina viaja al SAM donde forma un dimero
con FLOWERING LOCUS D (FD), induciendo asi la expresion de APETALA 1 (AP1) y
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), que hacen competente
el meristemo de inflorescencia para la formacion de los meristemos de flor (Figura 5;

Kardailsky et al., 1999; Komeda 2004; Amasino, 2010).
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Meristemos de flor

Figura 5: Transicion a la floracién en condiciones de dia largo. Gl induce a CO, el cual, al
acumularse su proteina, promueve la expresion de FT y su proteina viaja al SAM y
promueve la formacion de los meristemos de flor al inducir a AP1 y a SOCL.

Vernalizacién y via autbnoma

Otro estimulo ambiental al cual Arabidopsis estd expuesta, es el invierno. La exposicion
prolongada al frio, o vernalizacidn, es necesaria para que ciertos ecotipos puedan florecer
(Johanson et al., 2000; Komeda, 2004; Amasino, 2010). Se sabe que FLOWERING LOCUS
C (FLC), un factor transcripcional del tipo MADS-box actla como un represor de la

floracion al inhibir la expresion de SOC1 y FT durante el estado vegetativo.

Para que se de la transicion a la floracion, pueden ocurrir dos cosas: una es que
durante el invierno se active la expresion de proteinas polycomb que, mediante marcas
epigenéticas de remodelacion de cromatina, eviten la transcripcion de FLC (Sung y
Amasino, 2004; Amasino, 2010; Andrés y Coupland, 2012). La otra posibilidad es que

proteinas como FCA, FLK, FPA y FY, reguladores post-transcripcionales de FLC, inhiban
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la estabilidad de su mensajero. Los mutantes en esta via que se ha llamado auténoma, son
de floracion tardia bajo cualquier fotoperiodo, pero pueden ser complementados al ser

vernalizados, debido a la represion epigenética de FLC (Simpson, 2004, Amasino, 2010).

Temperatura no 6ptima o termosensora

Asi como el frio es caracteristico del invierno, el calor es una caracteristica del verano y al
igual que las plantas responden al frio, estas también son capaces de responder al calor para
florecer. PHYTOCROME INTERACTING FACTOR4 (PIF4), el cual incrementa su
transcripcion cuando la temperatura aumenta a 27° C, induce la expresion de FT adn
cuando las plantas se crecen en un fotoperiodo de dia corto, iniciando de esta forma el

proceso de floracion (Kumar et al., 2012; Capotilla et al., 2014).

Madurez de la planta

Ademas de las sefiales ambientales también se requiere que la planta adquiera cierta
madurez para florecer, la cual le permitira afrontar los gastos energéticos para la
produccion de semillas (Komeda, 2004; Fornara y Coupland, 2009; Amasino, 2010).
Dentro de las sefiales que indican que la planta ha alcanzado la madurez, esta la induccién
del microRNA172 (miR172), el cual reprime la expresion de algunos represores de la
floracion como TARGET OF EAT (TOE) y SCHLAFMUTZE (SMZ). Esto a su vez, permite
la expresion de los factores SQUAMOSA PROMOTER BINDING LIKE 3,4y 5 (SPL3,4 0
5), los cuales inducen también la expresion de FT promoviendo la transicion a la floracion

(Fornara y Coupland, 2009; Amasino, 2010).
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Sefalizacion por trehalosa

La cantidad de sustancias de reserva también es un indicativo de la madurez la planta y de
que posee los recursos energéticos para soportar la transicion a la floracion y la formacion
de semillas. Recientemente, se ha descubierto que la trehalosa-6-fosfato actGa como
molécula sefializadora que repercute en la induccién de FT y por lo tanto también en la

transicion a la floracién (Wahl et al., 2013).

Giberelinas

Las hormonas son moléculas que coordinan diferentes funciones bioldgicas en la planta.
Las giberelinas tienen un papel crucial en la transicion a la floracién, ya que inducen la
expresion tanto de FT como de LEAFY (LFY), lo que deriva en la floracion ain cuando las
condiciones de fotoperiodo no sean inductivas (Blazquez et al., 1998; Domagalska et al.,

2010; Srinkanth y Schmid, 2011).

Cada una de estas “vias” fueron identificadas por mutantes especificos en cada una de ellas
que presentaban afectaciones en el tiempo de floracidn en las diferentes condiciones, pero
en realidad existe una red compleja de interacciones entre todas estas, las cuales confluyen
en la induccién de LFY y AP1 que le dan la identidad al meristemo de flor (Figura 6;
Kardailsky et al., 1999; Komeda 2004; Amasino, 2010; Andrés y Coupland, 2012; Blumel

etal., 2015).
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Figura 6: Red de regulacion genética que controla la transicion a la floracion. En recuadros
verdes se muestran los genes MADS-box que participan en ésta. (Imagen modificada de
Blumen et al. 2015).

Otros mecanismos de regulacion de la floracion

Se han documentado diferentes mecanismos de regulacion a nivel transcripcional, post-
transcripcional o post-traducccional que permiten la transicion a la floracién. Por ejemplo,
durante la vernalizacion se producen RNAs sentido y antisentido que colaboran en la
represion de la expresion de FLC. Otro mecanismo de control de expresion genética es el
“splincing alternativo”. Este proceso ocurre en la maduracion de los RNA’s favoreciendo
la existencia de formas alternas a la proteina convencional o bien como ‘“non-coding

RNAs”, algunos de los genes que se ha observado que presentan splicing son los
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involucrados en el ciclo circadiano en respuesta a diferentes condiciones de estrés, tal es el

caso de GI (Kwon et al., 2014).

Los MADS-box y su papel en la transicion a la floracion

Varios de los genes involucrados en el proceso de floracién son factores de transcripcion
pertenecientes a la familia de los MADS-box. Estos factores de transcripcion tienen un
dominio de union al DNA (MADS) que se une especificamente a las cajas CArG
(CCIA/T]6GG). Dentro de los MADS-box se pueden diferenciar 2 tipos: los del tipo | que
poseen el dominio MADS vy un carboxilo terminal; mientras que los del tipo Il de plantas
poseen, ademas del dominio MADS, un dominio | y uno K que participan en la formacion
de dimeros y finalmente un dominio C que tiene funciones de regulacion transcripcional y
de formacion de complejos protéicos (Smaczniak et al., 2012) Dentro de los genes del tipo
Il encontramos represores de la floracion como SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) y
FLC e inductores de esta como: SOC1, AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24), AP1, FRUITFULL
(FUL), XAANTAL1 (XAL1/AGL12), XAANTAL2, (XAL2/AGL14), AGL17 y AGL19 entre
otros (Smyth, 1995; Alvarez-Buylla et al., 2000; Lee et al., 2000; Simpson, 2004; Shénrock
et al., 2006; Han et. al, 2008; Tapia-Lopez et al., 2008; Amasino, 2010; Smacznia et al.,
2012; Torti y Fornara, 2012; Kim et al., 2013; Balanza et al., 2014; Pérez-Ruiz et al., 2015;

Sanchez et. al, 2015).
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Antecedentes

El efecto del estrés hidrico en el tiempo de floracion se ha abordado desde un punto de vista

agronémico y los estudios realizados se han enfocado principalmente en mejorar la

productividad agricola (Araus et al., 2002; Bray 1997; Chinnusamy et al., 2005; Blum,

2009). Sin embargo, se ha observado que la floracion es un proceso de desarrollo que

presenta plasticidad ante el estrés abiotico en diversas especies (Tabla 1; Wada y Takeno,

2010, Sherrard y Maheranli, 2006; Franks, 2007; Franks et. al, 2071; Ivey y Carr 2011,

Riboni et al., 2013).

Tabla 1: Efectos del estrés abiotico en el tiempo de floracion de diferentes especies

Factor Estresante Respuesta en la Floracion

Alta intensidad de luz
Poco oxigeno
Bajas Temperaturas

Supresion de elongacion de la raiz

Baja intensidad de luz

Ultravioleta C

Sequia

Nutricién pobre

Poco nitrégeno
Concentracion alta de GA

Poda de raiz

Estimulaciéon mecanica

Pharbitis nil

Lemna paucicostata
Perilla frutescens var. crispa

Arabidopsis thaliana

Pseudotsuga menzigsi

Citrus sp.

Ipomoea batatas

Pharbitis nil
Arabidopsis thaliana

Macroptilium atropurpureum
Cyclamen persicum
Ipomoea batatas

Lemna paucicostata

Pseudotsuga menziesii

Citrus sp.
Pharbitis nil

Ananas comosus

(Modificada de Wada y Takeno, 2010).

Induccion

Induccién

Induccién

Induccion

Promocion

Induccién

Promocién
Inducciéon
Promocién
Induccion

Inducciéon

26



Riboni y col. (2013) demostraron que Gl, ademas de promover la floracién en
respuesta al fotoperiodo de dia largo, promueve la floracion bajo condiciones de sequia
estableciendo asi una respuesta de evasion al estres hidrico. En dicho trabajo se observo
que al imponer un estrés hidrico utilizando un riego al 30% en dia largo, GI promueve la
expresion de FT y de TWIN SISTER OF FT (TSF) los cuales activan a SOC1, que a su vez
tiene una retroalimentacién positiva sobre TSF. Este proceso es dependiente tanto del
fotoperiodo de dia largo como de ABA y ocurren independientemente de CO. En
condiciones de dia corto y sequia no se induce la floracion, debido a la permanencia de

represores de la floracion como SVP y FLC (Figura 7; Riboni et al., 2013).

Sequia
ABA

= \FT | [
FT TSF /soc1

I soct |
Figura 7: Gl promueve la floracion al inducir a FT y TSF en condiciones de dia largo y

sequia y este proceso se encuentra mediado por ABA (Imagen modificada de Riboni et al.
2013).

Por otra parte, existen estudios donde se demostrd que el estrés salino retarda el tiempo de
floracion (Achard et al., 2006; Kim et al., 2007; Ryu et al., 2011 y 2014). EI estrés salino
alarga el tiempo de crecimiento vegetativo al aumentar las proteinas DELLA que reprimen

la sefializacion por giberelinas y ademas las proteinas DELLA inhiben la expresion de LFY
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lo que retarda la floracion (Achard et al., 2006). Por otra parte, se encontrd que la sobre
expresion del factor de transcripcion membrane-bound NAC transcription factor (NTL8) en
su forma activa, retarda la floracion en plantas crecidas con 100 mM de NaCl, por lo que
los autores proponen que el retraso en la floracion dado por estrés salino se debe a la
regulacion negativa de FT via NTL8 (Kim et al., 2007). Recientemente se demostro
también que el retraso en el tiempo de floracion en condiciones de salinidad se debe a la
falta de actividad del complejo FT-FD debido a la induccién de BROTHER OF FT AND
TFL1 (BFT) que también compite por FD (Figura 8; Ryu et al., 2014). En resumen, la
evidencia que existe hasta el momento indica que el estrés salino retarda la floracion en
Arabidopsis y que esto se debe a la falta de expresion o actividad de FT y a la disminucién

en la expresion de LFY por la presencia de proteinas DELLA.
Salinidad

v v
NTL8 BFT-—--=

Competencia
por FD
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\—{| FT-FD-- /

Floraciébn

Figura 8: La salinidad retarda la floracion. En condiciones de salinidad se induce la
expresion de BFT, cuya proteina interactda con FD en el nacleo inhibiendo la formacién
del dimero FT-FD. Adicionalmente el factor de transcripcional NTL8 reprime la expresion
de FT en salinidad (Imagen modificada de Ryu et al., 2014).
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Con excepcion de los trabajos antes mencionados, los estudios sobre las respuestas al estrés
a nivel molecular se han orientado principalmente a los mecanismos que suceden
basicamente durante el crecimiento vegetativo. Ademaés, las metodologias empleadas
generalmente utilizan choques de estrés por periodos cortos de tiempo (Bray, 1997;
Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Seo et al., 2009; Hirt, 2010; Skirycs et al., 2010;
Versules y Juenger, 2011; Huang et al., 2012). Por lo tanto, este trabajo esta encaminado
primero, a establecer las metodologias que nos permitan el analisis del estrés osmotico,
hidrico y salino en la floracion. Segundo, a tratar de establecer si algunos genes MADS-box
que se sabe participan en la transicion a la floracion, también la regulan en respuesta al
estrés y tercero, a tratar de encontrar una relacion entre el tiempo de floraciéon y la
produccién de semillas bajo condiciones de estrés osmotico o salino, sobre lo cual no

existen estudios al respecto.
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Hipdtesis
Al someter plantas silvestres y mutantes de algunos genes MADS-box de Arabidopsis
thaliana (ecotipo Columbia) a estrés osmotico o salino, se retardara el tiempo de floracion,

pero habra mayor produccion de semillas, siendo mas acentuados los fenotipos en los

mutantes.

Objetivo general

Cuantificar el tiempo de floracion y la descendencia de plantas silvestres de Arabidopsis
thaliana (ecotipo Columbia) y algunos mutantes en genes MADS-box cuando se aplica un

estrés osmotico o salino durante periodos largos de tiempo.

Objetivos particulares

- Establecer un sistema de crecimiento que nos permita evaluar la transicion a la
floracion y la produccion de descendencia en Arabidopsis thaliana bajo condiciones de

estrés osmético o salino.

- Analizar, con el uso de bases de datos de microarreglos, la expresion de algunos
genes MADS-box relacionados con el tiempo de floracion en condiciones de estrés

osmotico y estrés salino.

- De encontrarse genes MADS-box que se regulen por estrés (en el objetivo
anterior), evaluar el tiempo de floracion y descendencia de algunos de sus mutantes cuando
son sometidos a condiciones de estrés hidrico o salino en comparacion con las plantas

silvestres.
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Metodologia

Material bioldgico, esterilizacion y condiciones de crecimiento generales

Para el ensayo en hidroponia y el crecimiento en cajas Petri, las semillas de Arabidopsis
thaliana ecotipo Columbia fueron esterilizadas con una mezcla de cloro 60%, tween 20
0.005% durante 5 minutos, seguido de 4 lavados rapidos con agua bidestilada estéril, las
semillas se estratificaron con 1 ml agua bidestilada estéril y se dejaron en la oscuridad a 4

°C por 3 dias.

Para los ensayos de sequia y salinidad las semillas de las plantas silvestres y de los
mutantes xall-2, agl19 (salk_000234C y GK576F07) fueron estratificadas con 1 ml de

agua bidestilada estéril y posteriormente se dejaron en oscuridad durante 3 dias a 4 °C.

Una vez estratificadas las semillas se sembraron en medio Murashi y Skoog (MS) al
0.2x (sales 0.88g/L, MES 0.5g/L) pH de 5.6 (hidroponia y placa) o en substrato. Todos los
ensayos se mantuvieron en condiciones de dia largo (16 horas de luz por 8 de oscuridad)

con aproximadamente 6800 Ix y con una temperatura de ~23° C.
Crecimiento en hidroponia

Para el estudio del efecto del estrés osmotico se empleo el dispositivo “Araponics”, el cual
consta de un contenedor negro con capacidad de ~2L, una rejilla y conos para portar las
semillas. Para oxigenar el medio se utiliz6 una bomba de aire y se distribuy6 en el medio
con un difusor de arena compacta. Como solucion nutritiva se us6 MS 0.2X sin sacarosa,
estéril. Las semillas se colocaron en los conos usando agar al 0.65% como sustrato

previamente esterilizados y enfriados 24 horas a 4 °C para que solidificara.
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Figura 9: Dispositivo de hidroponia “Araponics”, este dispositivo consta de: A) una bomba

de aire, B), un domo, C) contenedor para el medio de crecimiento, D) rejilla, E) difusor de

arena y F) conos para portar las semillas.

Aplicacion del estrés en hidroponia

Siete dias posteriores a la siembra en MS, la solucién nutritiva se remplazé por el mismo

medio adicionado con manitol, NaCl o PEG 8000 a las concentraciones y duracion que se

indica en la Tabla 2.

Tabla 2: Soluciones estresantes para hidroponia.

Soluto Concentracidn Duracién del estrés
2% (2.5mM) 2-5 dias
3% (3.75mM) 5 dias
4% (5mM) 5 dias
5% (6.25mM) 3y 5dias
10% (12.5mM) 3y 5dias
5mM 5 dias
Manitol 10mM 5 dias
15mM 5 dias
15mM 5 dias
Nacl
150mM 5 dias
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Una vez concluido el estrés, se remplazé la solucion estresante por el medio MS inicial.
Para evitar la contaminacion la solucion nutritiva fue renovada cada siete dias hasta el

término del experimento.

Estrés salino

Para analizar el efecto del estrés salino en el tiempo de floracion y la descendencia, las
plantas fueron sembradas en metromix. Después de nueve dias de crecimiento, las plantas
se sometieron al estrés salino regandolas dos veces a la semana con 500 ml de NaCl 100
mM por charola. El control se regd con la misma frecuencia y volumen, pero con agua

corriente. El riego se mantuvo hasta el final del experimento.

Estrés por sequia

Para el estudio de los efectos de la sequia se utilizo la combinacién de dos sustratos, uno de
ellos con un tamafio de particula de grava y el otro de arenisca, el primer sustrato fue
Turface (MVP Hummer international), y el segundo Metromix. Estos sustratos se utilizaron

en una relacion turface/metromix 2:1.

Para determinar la capacidad de campo se tomaron 100 grs del sustrato en su punto de
saturacion, y se secaron durante 72 horas en horno a 65 °C. La determinacién de la

capacidad de campo se realizo al inicio de cada experimento.
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Como macetas se utilizaron vasos de unicel de 4 oz. (120 cm3), perforados en la
base y los costados, el didmetro de los orificios es de ~7 mm. Una vez esterilizado el
sustrato en autoclave las macetas se llenaron con el sustrato saturado de agua con un peso
final de 70 gr. Durante los primeros 9 dias post-siembra las macetas fueron regadas con
agua corriente manteniendo el ~90% de agua. Al 9° dia posterior a la siembra se retird el
agua de la charola y se detuvo el riego de las plantas en el tratamiento de sequia hasta que
alcanzaron el ~60% de contenido de agua, una vez que el sustrato llegé a este porcentaje, se
controld la cantidad de agua del sustrato pesando las macetas diariamente y afiadiendo la
cantidad de agua necesaria para que el sustrato mantuviera el ~60% de contenido de agua.
Las plantas control se mantuvieron entre un 80-90% de contenido de agua. El tratamiento

se mantuvo hasta el final del experimento.

Determinacion del potencial hidrico

La medicion del potencial hidrico de las soluciones y sustratos, se realizd con el ossmometro
Wescor VAPRO 5600 en el laboratorio de la Dra. Alejandra Covarrubias del Instituto de
Biotecnologia (UNAM). Este aparato entrega valores de mmol/Kg y los datos obtenidos

fueron convertiros a MPa con la férmula:
\Ps: 'RTCS

Donde R es la constante de los gases (8.32 Jmol*K1); T es la temperatura de la solucion en

grados Kelvin y Cs es la concentracion del soluto en moles/Kg (Money, 1989).
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Andlisis de bases de datos de microarreglos

A partir de los loci de algunos de los genes que se conoce participan en la transicion a la
floracion (Gl (AT1G22770), CO (AT5G15840) y FT (AT1G65480)) y en especial de genes
MADS-box (XAL1 (AT1G71692), XAL2 (AT4G11880), AGL17 (AT2G22630), AGL19
(AT4G22950), AGL24 (AT4G24540), SOC1 (AT2G45660) y FUL (AT5G60910)), se

analizo su expresion bajo condiciones de salinidad, sequia y estrés osmatico en las bases de

datos: AtGeneExpress  (http://jsp.weigelworld.org/expviz/expviz.jsp),  TileViz
(http://jsp.weigelworld.org/tileviz/tileviz.jsp), GEO
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles/) y BAR Toronto

(https://bar.utoronto.ca/eplant/).

De las cuales se tomaron los datos mas representativos para cada gen.

Medicion de la tasa de crecimiento de la parte aérea

Al momento en el que se iniciaron los tratamientos de sequia o salinidad, se midio la parte
aérea de las plantas, tomando como parametros dos didmetros en la roseta, con los cuales se
determin el area. Las mediciones se efectuaron diariamente durante nueve dias para sequia

y 12 para salinidad.
Cuantificacién de la floracion

Para cuantificar la floracion se utilizaron dos parametros, el primero fueron los dias post-
siembra que tardaron las plantas para que el escapo alcanzara 1 cm de altura y el segundo
fueron las hojas de roseta producidas en ese momento. Adicionalmente se cuantificaron las

hojas caulinares.
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Cuantificacién de la descendencia

Para tener un aproximado de la descendencia, se contabilizaron y se midieron todas las

silicuas producidas por cada planta al momento de la dehiscencia.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con el paquete estadistico “GraphPad Prism 6”.
Primero se realizd una prueba D’Agostino y Pearson para determinar si los datos se
ajustaban a una distribucion normal, con base en estos resultados se realizaron ANOVASs de

una via seguidas de comparaciones multiples de Turkey o pruebas de T 0 Mann-Withney.

Andlisis de expresion genética por RT-PCR

Las plantas silvestres y los mutantes agl19salk_000234C y agl19GK576F07 se crecieron
en cajas petri en medio MS 0.2X durante 10 dias y se colecto la parte aérea. La extraccion
de RNA total se llevo a cabo con TRIzol (Invitrogen). La sintesis de cDNA se llevo a cabo
con un oligo dT y para los ensayos de PCR se utilizaron los siguiente oligosnucleétidos y

condiciones indicadas:

AGL19:

AGLI9MPE (F1) 5> GTGAGGGGCAAAACGGAGATG ¥’

AGL19 R 285 (R2) 5 TCCAGATGTTTCGTCTCTCG 3°

AGLI19R 430 (R7) 5 ATTCTTTTTGAAGAAGTTGTAAG ¥’
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Fragmento F1-R7, fragmento 660 pb (s6lo exones), Tm 58°C, 40 ciclos.

Fragmento F1-R2, fragmento 282 pb (s6lo exones), Tm 60°C, 40 ciclos.

TUB:

TUB F 5’CTCAAGAGGTTCTCAGCAGTA3’

TUB R S’TCACCTTCTTCATCCGCAGTT3’

TUBULINA2 fragmento 668 pb, Tm 62°C a 25 ciclos.

37



Resultados

Con el uso de hidroponia y los substratos, fue posible establecer sistemas que disminuyeran
el potencial hidrico del medio. Los resultados en el tiempo de floracion y la descendencia,
asi como el crecimiento vegetativo de la roseta, en respuesta al estrés hidrico y salino, se

evaluaron y se describen a continuacion.

Crecimiento en hidroponia como metodologia para imponer estrés osmatico en

Arabidopsis thaliana

Los métodos de crecimiento en liquido han sido utilizados para el estudio de diversos
procesos en Arabidopsis (Tocquin et al., 2003; Tocquin et al., 2006; D’Aloia et al., 2011).
En el presente trabajo se buscd establecer un sistema de estrés osmoético en hidroponia,
debido a que con este sistema podriamos equiparar los potenciales hidricos entre diferentes
solutos y controlarlos eficientemente, ademas nos permitiria establecer si el estrés salino

podria tener un efecto toxico ademas de su efecto osmotico que afectara la floracién.

Se logré disminuir eficientemente el potencial hidrico del medio mediante la adicion
de 3 diferentes solutos osmoticamente activos. En la Figura 10 se muestra la disminucion
del potencial hidrico causado por diferentes concentraciones de manitol, NaCl y PEG 8000,
siendo este Gltimo el que presenta la pendiente con el menor valor lo que lo posiciona como

el soluto que a menor concentracion disminuye mas fuertemente el potencial hidrico.
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Figura 10: El potencial hidrico en hidroponia. A) Los solutos disueltos en medio liquido
MS 0.2X sin sacarosa disminuyen el potencial hidrico del medio de forma inversamente
proporcional a su concentracion. B) EI PEG 8000 es el soluto que reduce mas
drasticamente el potencial hidrico del medio al tener la pendiente més inclinada.

De esta forma encontramos que utilizando PEG 8000 a 4 %, Manitol a 15 mM y NaCl a 10
mM lograriamos tener un valor de potencial hidrico similar en el medio, lo que nos
permitiria equiparar el efecto en el tiempo de floracion utilizando los diferentes solutos
osmoticamente activos. Sin embargo, los efectos en el desarrollo de la planta cuando
crecian en los diferentes solutos eran diversos, aunque tuviesen el mismo potencial hidrico,
lo que nos llevo a analizar la respuesta de las plantas en las concentraciones indicadas en la

Tabla 3.
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Tabla 3: Concentracion y duracion del tratamiento con agentes estresantes y su efecto en el
desarrollo de las plantas.

Disminucion del tamafio de la raiz y

2% (2.5 mM) 2-5 dias roseta
3% (3.75 mM) 5 dias Disminucion d(?:)zzrtr;aﬁo de laraizy
4% (5 mM) 5 dias Disminucion dii);zrtr;aﬁo de laraizy
5% 6.25 mM) 3 yb5dias Impide el desarrollo
10% (12.5 mM) 3yb5dias Impide el desarrollo
5mM 5 dias Disminucion del tamafio de la raiz
Manitol 10 mM 5 dias Disminucidn del tamafio de la raiz
15 mM 5 dias Disminucion del tamafio de la raiz
15 mM 5 dias Disminucidn del tamafio de la raiz
Nacl 150 mM 5 dias Disminucion del tamafio de la raiz

Se buscd que el estrés no afectara demasiado el crecimiento vegetativo, ya que un retraso

severo en el desarrollo de la planta podria generar un retraso en la floracion. Sin embargo,

encontramos que a pesar de que todos los solutos a diferentes concentraciones y periodos

de aplicacién del estrés afectaron el desarrollo vegetativo de Arabidopsis, no tenian una

correlacion directa con el tiempo de floracion (Tabla 3; Figura 11).
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En la Figura 11 se observa que el estrés salino induce la floracién en las plantas
silvestres antes que los otros tratamientos. Sin embargo, no logramos obtener resultados
que fueran reproducibles, pese a que se realizaron varias repeticiones de los experimentos

en la Tabla 3.

NaCl Manitol PEG 8000
Control (15mM) (15mM)  (2%)

| .

Figura 11: EIl estrés salino indujo la floracién temprana, aunque este resultado no fue
reproducible. En la foto se muestran las plantas después de ser sometidas al estrés por
separado.

Es posible que en este sistema de crecimiento sea dificil mantener una disolucion
homogénea ya que el sistema no cuenta con agitacion. También es posible que la difusion
del oxigeno mediante aeracion con la bomba de aire no haya sido suficiente, lo que
provocaba que en algunas ocasiones se estresaran las plantas aun mas. Por las
observaciones anteriores, este sistema de crecimiento fue descartado y pasamos a los

sistemas solidos.
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Establecimiento de sistemas de crecimiento para analizar el efecto del estrés hidrico y

salino en el tiempo de floracion

El papel de Gl en el control del tiempo de floracion en dia largo bajo condiciones de sequia
fue descrito por Riboni y colaboradores (2013). Asi que decidimos utilizar como control al
mutante @i-201 y plantas silvestres para probar un sistema similar utilizando
turface:metromix (2:1) con un riego al 60%. Con este experimento establecimos que
efectivamente gi-201 es de floracion tardia tanto en condiciones de dia largo (control) como
en respuesta al estrés hidrico, siendo en este ultimo caso mas drastico el efecto (Figura 12).
Encontramos que, pese a la gran diferencia en el tiempo de floracién, existia una diferencia
sutil en el ndmero de hojas (Figura 12B). Incluso en las plantas silvestres se observd un

menor nimero de hojas en las plantas sometidas al estrés hidrico que en las plantas bien

irrigadas.
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Figura 12: La sequia (60% de riego) retarda aun més la floracion de las plantas gi-201 al
compararlo con la condicion control (100% de riego). A) Tiempo de floracion en dias
postsiembra (dps). B) Numero de hojas producidas al momento de la floracion. Las barras
representan error estandar y las diferencias significativas se obtuvieron con prueba de t de
una cola. *(en rojo) son las diferencias entre genotipos y *(en negro) diferencias entre
tratamientos (*p<0.05, ***p<0.001; n = 25-32 plantas)

Adicional al experimento del tiempo de floracidn de las plantas gi-201, se cuantifico el
potencial hidrico del sustrato y encontramos que justo antes del riego, para que el sustrato
alcanzara el 60% de agua, las macetas tenian aproximadamente el 27% de agua debido a la
evaporacion, por lo que su potencial hidrico alcanzd hasta -12.23 MPa en este punto
(Figura 13A). Lo que nos indica que, aun cuando se tratd de mantener constante la cantidad
de riego de cada grupo de plantas, las fluctuaciones en el potencial hidrico son grandes

entre un riego y el siguiente.

Para imponer el estrés salino a las plantas, utilizamos el riego con NaCl 100 mM y
metromix como substrato. En este caso sélo observamos que el potencial hidrico
disminuyera con respecto al control y este se mantuvo relativamente constante (Figura
13B). De esta forma, establecimos que ambos sistemas de crecimiento para los

experimentos posteriores imponian una restriccion en la disponibilidad de agua.
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Figura 13: Disminucion del potencial hidrico del sustrato con estrés. A) El contenido de
agua para las plantas control se mantuvo al 100%, mientras que para las plantas en estrés se
restringio el contenido de agua al 60%. Sin embargo, entre cada riego llegaban a perder
mas agua y por lo tanto el potencial hidrico disminuia drasticamente. B) Las plantas control
se les reg6 con agua de la llave, mientras que las tratadas se les adicioné NaCl 100 mM.
Las barras corresponden al error estandar, las diferencias significativas se obtuvieron con
ANOVA de una via en (A) y prueba de t de una cola en (B). (***p<0.001 para tres
mediciones independientes).
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Andlisis de la expresion de genes conocidos que participan en la transicion a la
floracion, en condiciones de estrés hidrico por medio de bases de datos de

microarreglos

Se analizé el cambio en la expresion de XAL1, XAL2, AGL19, AGL24, GI, CO, FT, SOCly
FUL (que se sabe participan en la transicion a la floracion) en respuesta al estrés osmotico,
salino o sequia mediante el uso de las plataformas: AtGeneExpress, TileViz, GEO y BAR
Toronto. A pesar de que los resultados de microarreglos se obtuvieron mediante
aplicaciones drasticas de estrés por periodos cortos de tiempo, es factible que estas nos
sirvan como indicativo del efecto del estrés abiotico en genes relacionados con el tiempo de

floracion, dandonos un indicio de qué mutantes utilizar para fines de este trabajo.

De los genes analizados, encontramos que todos cambian su expresion en
condiciones de estrés abidtico y el sentido de la regulacion depende del tipo de estrés y del

organo analizado (Tabla 4).

Tabla 4: Cambio en la expresion de genes involucrados en el tiempo de floracion bajo
condiciones de estrés en bases de datos de microarreglos.

Gen Osmotico Sequia Salino
Roseta Raiz Roseta Raiz Roseta Raiz
XAL1 11.417x 15.01x - - - -
AGL 19 | 11.884x 12.842X - - 11.455x 12.299x
SOC1 - 12.158x 11.613x - - -
FUL 12.771X 11.586x% 12.096x - 12.783% -
XAL2 - 12.699x - - 11.470x -
AGL24 12.252x - - - 11.883x -
Gl 11.913x 11.805x 12.036x | 11.334x 11.721x 11.593x
CO 11.499x | 11.406x - 11.184x | 11.603x | 11.733x
FT 15.015x | 11.358x 12.648x | |1.191x | 11.793x -
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El andlisis de las bases de datos indica que Gl es regulado positivamente por las tres
condiciones de estrés (Tabla 4), lo que es congruente con el papel de Gl en sequia,

previamente demostrado por Riboni y colaboradores (2013).

XAL1 es un factor de transcripcion del tipo MADS-box involucrado en la transicion a la
floracion bajo condiciones de dia largo y ademas es un gen que participa en el desarrollo de
la raiz (Tapia-Lopez et al., 2008). Estas caracteristicas lo hacen un buen candidato para el
estudio del estrés hidrico y el tiempo de floracion, ya que la raiz es el érgano que percibe el
estrés hidrico. En la Tabla 4 se puede ver que XAL1 es el gen que se reprime mas
fuertemente en la raiz bajo condiciones de estrés osmotico, pero en la parte aérea se activa
en respuesta a estrés osmotico, esto podria indicar que es posible una alteracion en el

tiempo de floracion en plantas xall en condiciones de estrés hidrico.

AGL19, otro factor de trascripcion del tipo MADS-box, podria tener un efecto en el
tiempo de floracion en condiciones de estrés hidrico, ya que se ha reportado que las plantas
mutantes en AGL19 presentan un fenotipo de floracion tardia en condiciones de
vernalizacion (Schonrock et al., 2006). Este gen, a diferencia de XAL1, muestra una
regulacion consistente entre la parte aérea y la raiz, ya que en ambos érganos ocurre una
induccion de su expresion bajo condiciones de estrés osmético y salino (Tabla 4). Puesto
que AGL19 participa en la floracion en respuesta a la vernalizacion y el frio prolongado
disminuye la disponibilidad de agua, lo hacen un buen candidato para su estudio en

condiciones de estrés osmotico.

Para este trabajo decidimos empezar por comparar el tiempo de floracion y la
descendencia de los mutantes xall y agl19 con las plantas silvestres en estrés hidrico y
salino.
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Efecto de la sequia en el tiempo de floracion de plantas silvestres, xally agl19

La restriccion del riego al 60% de agua, causé un leve retraso en la transicion a la floracion
en términos del nimero de dias post-siembra al momento de la floracion de las plantas
silvestres (Col-0) (Figura 14A) pero el numero de hojas de roseta no cambio con respecto al

control (Figura 14B).

La proporcion en el retraso en el tiempo de floracidn entre xall y las plantas silvestres en
condiciones de dia largo (Tapia-Lopez et al., 2008) se mantuvo cuando las plantas fueron
sometidas a sequia (Figura 14), es decir, que el fenotipo de floracion tardia prevaleciente
del mutante es la respuesta a fotoperiodo de dia largo. EI nimero de hojas no aumentd,
incluso se redujo en las plantas xall que se estresaron, aunque existe un ligero incremento
con respecto a las plantas silvestres estresadas (Figura 14B). Por lo tanto, este gen MADS-
box no participa en la regulaciéon del tiempo de floracion en respuesta a sequia en la

intensidad y duracidn analizada en este trabajo.
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Figura 14: Tiempo de floracion de xall en estrés hidrico. A) xall florece tardiamente en dia
largo en plantas bien irrigadas y este tiempo no se incrementd en sequia. B) EI nimero de
hojas producidas al momento de la floracion se redujo en ambos genotipos. Las barras
representan error estandar, las diferencias significativas se obtuvieron con una prueba de t
de una cola. * (en rojo) son las diferencias entre genotipos y * (en negro) son las diferencias
entre tratamientos (*p<0.05, ***p<0.001; n = 15-23 plantas)

Para el analisis de AGL19 en la floracidn en respuesta al estrés hidrico, se analizaron dos
alelos mutantes en este gen, debido a que se ha observado que el gen AGL19 posee splicing
alternativo que influye en el fenotipo de floracion (datos de David Cruz sin publicar). Tal
como se ha demostrado anteriormente, las plantas agl19 no cambian su tiempo de floracion
en dia largo cuando estan bien irrigadas (Schonrock et al., 2006). Sin embargo, bajo estrés
hidrico se observé que las planas agl19 Salk_000234C son de floracion tardia tanto en el
namero de dias post-siembra, como en las hojas producidas al momento de la floracién con
respecto a las plantas silvestres en estrés (Figura 15). Sin embargo, nuevamente
observamos que el nimero de hojas producidas bajo estrés es menor al de las plantas bien

irrigadas. El alelo GK579F07 tuvo un fenotipo mas débil que el alelo Salk_000234C.
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Figura 15: Retraso del tiempo de floracion de agll9 en estrés hidrico. A) agll9
(Salk_000234C) tardé més dias en florecer que las plantas silvestres (WT) y agl19
(GK576F07). B) en el mismo sentido el nimero de hojas producidas al momento de la
floracion fue mayor en las plantas agl19 (Salk_000234C) que en los otros genotipos. Las
diferencias significativas se obtuvieron con prueba de t de una cola. * (en rojo) son las
diferencias entre genotipos, * (en azul) son las diferencias entre alelos, * (en negro) son las
diferencias entre tratamientos (*p<0.05, ***p<0.001; n = 26-28 plantas)
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Para verificar si existen diferencias en los transcritos de AGL19 entre los 2 alelos
analizados, se realizdé una RT-PCR semicuantitativa. Se observo que el transcrito completo
de AGL19 no se encuentra en ninguno de los alelos (Figura 16 A), pero cuando se amplifico
el extremo 5’ del RNA por arriba del sitio de la insercion, se encontrd que, tanto la banda
correspondiente a exones como un splicing alternativo que incluye el intrén 2 del gen, se
expresan més fuertemente en el alelo GK579F07 que en el alelo Salk_000234 (Figura 16B).

Lo que posiblemente puede explicar las diferencias en el fenotipo de floracion observado.

WT1 WT ) agi19Saik_000234C agi19GK576F07

A
AGL19 s }F””
TUB B e I R ——
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Estructura AGL79

Figura 16: A) Ensayo de RT-PCR en el que se muestra que no hay expresion del mMRNA
completo de AGL19 (primers F1 y R7) en ambos alelos mutantes Salk 00234 y
GK576F07. El alelo GK576F07 tiene al menos una forma de splicing alternativo de
AGL19. En este ensayo donde solo se amplifico el extremo 5 (primers F1 y R2) se
muestran controles sin reverso-transcriptasa (-RT) para demostrar que las bandas
observadas provienen del RNA y no del DNA (B). La TUBULINA (TUB) se utiliz6 como
control de carga en ambos geles. En C) se muestra la estructura del gen, el sitio de ambas
inserciones y la localizacion de los oligonucleotidos.
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Efecto de la sequia en la descendencia de plantas silvestres, xally agl19

Para determinar los efectos de la sequia en la descendencia, se midieron y cuantificaron las
silicuas producidas por las plantas silvestres y mutantes. En las plantas silvestres ambos
parametros mostraron una disminucion bajo condiciones de sequia, siendo el nimero de

silicuas el mas afectado (Figura 17).

En condiciones control las plantas xall son capaces de producir un mayor namero
de silicuas que las plantas silvestres (Figura 17A). Este dato es interesante, ya que se
desconoce el papel de XAL1 en la fructificacion. De igual forma, XAL1 regula
negativamente el tamafio de las silicuas producidas en condiciones de sequia, ya que las
plantas xall son capaces de producir silicuas mas grandes que las plantas silvestres (Figura

17B).
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Figura 17: Efecto del estrés hidrico en el nimero y tamafio de las silicuas. A) En el mutante
xall se producen mas silicuas en condiciones control, pero en sequia las plantas silvestres y
xall producen de forma similar muy pocas silicuas. B) En sequia, las plantas xall tienen
silicuas més largas que las plantas silvestres. Las barras indican error estandar y las
diferencias significativas se obtuvieron con la prueba de t de una cola. * (en rojo) son las
diferencias entre genotipos, * (en negro) son las diferencias entre tratamientos (*p<0.05,
***n<0.001; n = 14-28 plantas).

De forma interesante, cuando se analiz6 al mutante en AGL19 (Salk _00234) en
comparacion con las plantas silvestres, se encontrdé que el mutante es capaz de producir
mayor numero de silicuas y méas grandes que las plantas silvestres, pero esto solamente en
condiciones de sequia (Figura 18). Los que nos indica que AGL19 actia como un regulador

negativo durante la fructificacion en condiciones de sequia.
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Figura 18: En sequia, AGL19 reprime la produccién y tamafio de silicuas. A) Las plantas
agl19 (Salk_000234C) producen mayor nimero de silicuas en sequia. B) Las silicuas del
mutante agl19 son significativamente méas grandes que las de las plantas silvestres en estrés
hidrico. Las diferencias significativas se obtuvieron con la prueba de t de una cola. * (en
rojo) son las diferencias entre genotipos, * (en negro) son las diferencias entre tratamientos
(*p<0.05, ***p<0.001; n = 14-28 plantas).
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El retraso del tiempo de floracion en las plantas silvestres causado por la sequia parece no
causar un aumento en la descendencia, ya que la cantidad y el tamafio de las silicuas se
redujo drésticamente (Figuras 17 y 18). Sin embargo, el retraso en la floracion aumenta en
cierta medida la produccion de semillas en los mutantes, por lo que es posible que XAL1 y
AGL19 sean parte de la red de regulacion que modula tanto el tiempo de floracion y la

produccién de semillas en respuesta al estrés por sequia.

Efecto de la sequia en el desarrollo vegetativo de plantas silvestres, xally agl19

Los efectos de la sequia en el tiempo de floracion son sutiles, pero su efecto es claro al
desacelerar el desarrollo vegetativo (Figura 19A y B). Cuando se obtuvo el area de las
rosetas desde etapas tempranas de la aplicacion del estrés, se observo en todos los casos,
que el estrés hidrico redujo el crecimiento vegetativo (Figura 19). Sin embargo, es
interesante notar que la magnitud de la reduccion en el crecimiento de la roseta es
proporcionalmente menor en las plantas xall crecidas en estrés hidrico con respecto a las
bien irrigadas (Figura 19C), mientras que agl19 se comporté de forma muy similar a las

plantas silvestres (Figura 19D).
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Figura 19: La sequia afecta negativamente el crecimiento vegetativo. Ay B) La sequia
redujo el area de la roseta en todos los genotipos. C) Proporcionalmente las plantas xall se
ven menos afectadas por el estrés hidrico que las plantas silvestres (WT). D) agl19 tiene un
comportamiento similar a las plantas WT cuando estan bien irrigadas y en sequia. Las
barras indican error estandar; n = 10-15 plantas.
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Efecto de la salinidad en el tiempo de floracién de las plantas silvestres, xally agl19

Al igual que lo observado previamente con el estrés hidrico, el estrés salino también retraso
la floracion de las plantas silvestres (Figura 20A) y de forma similar, no hubo la
concomitante produccion de hojas como uno esperaria (Figura 20B). xall tuvo un fenotipo
de floracion tardia en salinidad con respecto a las plantas xall bien irrigadas, sin embargo,
se mantuvo la misma proporcion de este retraso con respecto a las plantas silvestres en
ambas condiciones de crecimiento (Figura 20A). Por lo que, una vez mas, el fenotipo
preponderante es el de floracion tardia debido al fotoperiodo de dia largo. Estos resultados
nos indican que XAL1 no participa en la regulacién del tiempo de floracion en respuesta al
estrés osmatico, o bien esas pequefias diferencias pueden deberse a la redundancia

funcional con otros MADS-hox.

Previamente se observd que agl19 (Salk _000234) tuvo una floracion tardia en
respuesta a la sequia (Figura 15), por lo que este alelo se usé para observar la respuesta del
tiempo de floracion de las plantas en condiciones de salinidad. Los resultados muestran que
las plantas agl19 (Salk_000234) siguieron el mismo patron observado en las plantas
silvestres: un retraso leve en el tiempo de floracion y una reduccion en la produccion de
hojas de roseta (Figura 20), este resultado indica que AGL19 participa en la regulacion del
tiempo de floracion en sequia, pero no en salinidad, sugiriendo que tiene una funcion

especifica en dicho proceso.
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Figura 20: Efecto del estrés salino en la floracion. A) El riego con NaCl 100 mM causé un
retraso en el tiempo de floracién de todas las plantas con respecto a las plantas control. Sin
embargo, ese retraso fue proporcional al observado en las plantas silvestres (WT) para
todos los genotipos analizados. B) Todas las plantas produjeron menos hojas de roseta en
salinidad. Las barras representan el error estandar, las diferencias significativas se
obtuvieron con una prueba de t de una cola. * (en rojo) son las diferencias entre genotipos *
(en negro) son las diferencias entre tratamientos (*p<0.05, ***p<0.001; n = 13-33 plantas)
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Efecto de la salinidad en la descendencia de plantas silvestres, xall y agl19

Al igual que en la sequia, la produccion de silicuas se vio fuertemente afectada en salinidad
(Figura 21). Es interesante ver que nuevamente las plantas xall son capaces de producir
silicuas mas grandes que las plantas silvestres en la condicion control, pero sobre todo bajo
el estrés (Figura 21B), lo cual nos indica cierta resistencia. Por otra parte, el nimero de
silicuas en condiciones de salinidad no es significativamente diferente que la observada en
plantas silvestres (Figura 21A). Esto pudiera indicar que XALL1 participa en el desarrollo de

la silicua mas no en su produccidn bajo condiciones de salinidad.

Las plantas agll9 no mostraron una diferencia en el tiempo de floracion con
respecto a las plantas silvestres (Figura 20), ni tampoco en la produccién y tamafio de las
silicuas (Figura 21), cabe aclarar que el dato mostrado en la figura 21A donde existe una
menor produccion de silicuas en las plantas ag19 en condiciones control se pensd que se
pudo deber a que las plantas tuvieron algun estrés, por lo que se repitio el experimento en
condiciones control y se observo que las plantas agl19 producen un numero similar de
silicuas que las plantas silvestres (dato no mostrado). Este resultado confirma que el efecto

observado de AGL19 podria ser especifico para el estrés hidrico.
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Figura 21: La salinidad disminuy6 fuertemente el nimero (A) y el tamafio de las silicuas
(B). Las plantas xall, mostraron resistencia al estrés al ser capaces de producir silicuas mas
grandes (B). Las diferencias significativas se obtuvieron con prueba de t de una cola. * (en
rojo) son las diferencias entre genotipos, * (en negro) son las diferencias entre tratamientos
(*p<0.05, ***p<0.001; n = 13-34 plantas).
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Efecto de la salinidad en el desarrollo vegetativo de plantas silvestres, xall y agl19

El efecto del estrés salino en el desarrollo vegetativo es evidente en todos los genotipos
analizados (Figura 22A). En la Figura 22B y C, se observa cémo al inicio el crecimiento de
las plantas sometidas al riego con NaCl 100 mM no tienen una disminucién tan drastica
como en sequia, pero conforme avanza el tratamiento se hace mas evidente. Las plantas
xall, una vez mas, mostraron menor afectacion por el estrés comparadas con las plantas sin

tratamiento (Figura 22B).
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Figura 22: A) EI crecimiento de la roseta disminuyé al someter las plantas WT, xall y
agl19 (Salk_000234C) a riego con NaCl 100 mM. B) El efecto es menos notorio en plantas
xall en comparacion con las plantas WT. C) Las plantas WT y agl19 tienen un crecimiento
similar en la condicién control y en estrés salino. Las barras representan error estandar (n =
10-20 plantas).
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Discusién

Plasticidad del tiempo de floracion en respuesta al estrés hidrico y salino

La transicion a la floracion es un proceso altamente regulado que coordina las sefiales
ambientales con las sefiales fisioldgicas y del desarrollo de la planta. De esto depende, en
parte, el éxito reproductivo de las plantas. Por ejemplo, en aquellas plantas con polinizacién
cruzada, las plantas que florecen simultaneamente dentro de la misma poblacién elevan la
probabilidad de fertilizacion. En el caso de Arabidopsis thaliana que se autopoliniza, las
condiciones ambientales estan relacionadas con el éxito en la viabilidad de la descendencia
y por lo tanto la floracién se da en condiciones propicias para su desarrollo, por ejemplo: el
fotoperiodo de dia largo, el aumento de la temperatura en primavera y la suficiencia en los
recursos energéticos (i.e. la trehalosa), condiciones importantes que permiten sustentar la
floracion y la posterior produccion de semillas (Eskins, 1992; Johanson et al., 2000;
Blazquez et al., 2003; Seo, 2009; Kumar et al., 2012; Fornara y Coupland, 2009; Wang,
2009; Corbesier et al., 1998; Wahl, 2013; Blazquez et al., 1998; Domalgaska et al., 2010;

D’Aloia et al., 2011; Wang et al., 2013).

Cuando las plantas son sometidas al estrés hidrico, la primera respuesta es evadirlo
mediante la reduccién del potencial de la raiz, pero si el estrés persiste, la planta ajusta su
metabolismo, principalmente reduciendo la fotosintesis, para llegar a un uso eficiente del
agua (Bray, 1997). Algunos estudios en diferentes especies de plantas muestran que la
floracion se induce en respuesta a la sequia, evadiendo asi el estrés y asegurando la
reproduccion antes de que el estrés aumente e impida por completo el desarrollo de la

planta (Tabla 1; Wada y Takeno, 2010).
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Al parecer también existe esta evasion en la floracion en Arabidopsis la cual es
mediada por Gl, una proteina que induce la transicién a la floracion por fotoperiodo de dia
largo y por estrés hidrico (Riboni et al., 2013). Sin embargo, durante el estrés salino lo que
se observa es un retraso en la floracion de las plantas silvestres (Ryu et al., 2014). En los
resultados del presente trabajo se encontrd que el estrés hidrico y salino retrasan el tiempo
de floracién, pero el nimero de las hojas de roseta se mantiene igual o incluso disminuye
en las plantas sometidas a estrés (Figuras 12, 14, 15y 20). Cabe sefialar que en los trabajos
previos (Riboni et al., 2013; Ryu et al., 2014), s6lo consideraron el parametro de nimero
de hojas de roseta al momento de la floracién, pero no el nimero de dias post-siembra. Por
lo tanto, nuestros resultados del nimero de hojas concuerdan con los datos publicados para
sequia (Riboni et al., 2013) pero no asi con los publicados para salinidad (Ryu et al., 2014).
Una posible explicacion a la menor produccion de hojas de roseta observada bajo estos dos
tipos de estres, es que, Arabidopsis (ecotipo Columbia) reasigna los recursos para que el
meristemo apical aéreo transite al estado reproductivo, mientras que el crecimiento
vegetativo cesa por la restriccion de la fotosintesis y por esto el tiempo de floracion, en
términos de namero de hojas, es un parametro que nos indica una floracion temprana,
mientras que los dias indican una floracion tardia, ya que la restriccion de recursos causada
por los diferentes tipos de estrés aumenta el tiempo en el que se generan los recursos
necesarios para sustentar la floracién. Aun asi, no tenemos una explicacion a la
discrepancia entre nuestros datos y los de Ryu y col. (2014), a menos que se deba a las

diferencias metodoldgicas entre los trabajos.

Las implicaciones biolégicas del ajuste del tiempo de floracion, ante condiciones de

sequia o salinidad, podrian estar enfocadas a que la planta florezca pese a la restriccion en
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sus recursos. Es probable que la respuesta observada en Arabidopsis se vea orientada a
florecer pese al estrés, debido a que es una especie con un ciclo de vida corto que se
reproduce rapidamente (Fornara y Coupland, 2009; Wang et al., 2009), lo que nos lleva a
pensar que ante una situacion que podrian llevar a la muerte de Arabidopsis, esta priorice su
reproduccion. En plantas perennes con un ciclo de vida largo, la respuesta ante la sequia o
salinidad tal vez podria estar dirigida a mantener un crecimiento vegetativo tal que
permitiera tener la cantidad dptima de recursos energéticos para sostener la produccion de
semillas mas eficientemente, y de ser asi podria existir una diferencia entre las estrategias

que mantienen la reproduccion dependiendo de la historia de vida de cada planta.

Como se expuso en el parrafo anterior, la plasticidad del tiempo de floracion ante la
sequia o la salinidad, podria depender de la fenologia y caracteristicas bioldgicas de las
plantas, pero es evidente que existe una respuesta en el proceso de la floracion ante el estrés
hidrico o salino. Cabe destacar que tanto la sequia como la salinidad causaron la misma
tendencia en el tiempo de floracion de Arabidopsis e incluso la misma intensidad (Figuras
12, 14, 15y 20), lo que nos puede hablar de que la sefial que propici6 una floracion tardia y
una menor produccién de hojas es comun para ambos tipos de estrés. Si bien la sequia
desarrollada en este trabajo implica un estrés mas constante que la salinidad, la cual
aumenta su intensidad en el tiempo, es posible que el estimulo responsable del tiempo de
floracion bajo estas condiciones se de en etapas tempranas de la aplicacion del estrés, lo
que podria explicar el por qué se observa la misma respuesta del tiempo de floracion en

ambas condiciones.
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AGL19 como regulador positivo de la transicion a la floracidn en respuesta a sequia

Los MADS-box regulan diversos procesos del desarrollo en las plantas, entre los cuales se
encuentra la floracion (Smyth, 1995; Lee et al., 2000; Alvarez-Buylla et al., 2000;
Simpson, 2004; Shonrock et al., 2006; Tapia-Lopez et al., 2008; Amasino, 2010; Torti y
Fornara, 2012; Smaczniak et al., 2012; Kim et al., 2013; Balanza et al., 2014; Pérez-Ruiz et
al., 2015). Sin embargo, se desconocia si tienen alguna funcion en la floracion en respuesta
al estrés. Para ahondar en dicho papel se llevé a cabo el analisis de las bases de datos de
microarreglos, con las que se analizd si la expresion de algunos genes MADS-box que
participan en floracion, también podia variar en respuesta al estrés osmotico, hidrico o
salino (Tabla 4). Para este trabajo se analizé el fenotipo de xall y agl19, aunque no se
pueden descartar otros genes como FUL y XAL2 que también se inducen por este tipo de

estrés abiotico (Tabla 4).

Después de ver los tiempos de floracion (en dias y nimero de hojas) de los
mutantes, los resultados indican que XAL1 no modula la transicion a la floracion en
respuesta a sequia (Figura 14) o salinidad (Figura 20). En cambio, se observd que es
necesario de AGL19 para inducir la floracion en condiciones de estrés hidrico (Figural5) y
no asi en salinidad, ya que el fenotipo de floracion de las plantas agl19 sigue el mismo
comportamiento que las plantas silvestres (Figura 20). Este resultado sugiere que a pesar de
que la sefial inductora de la floracién puede ser similar en ambos tipos de estrés, o que la
respuesta en el tiempo de floracién sea muy parecida entre ambos tipos de estrés, el estrés
salino, ademas de la disminucién del agua, impone un estrés iénico (Hirt, 2010; Huang et

al., 2012) y por lo tanto la respuesta ante este tipo de estrés, puede afectar el tiempo de
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floracion por otra via independiente de AGL19, es decir que existe especificidad a nivel de

la regulacidn transcripcional, dependiendo del estrés que se trate.

En los microarreglos analizados, AGL19 es regulado positivamente por el estrés
osmotico y salino, pero sorprendentemente no por sequia (Tabla 4), aunque es importante
notar que los datos de los microarreglos se obtienen en periodos cortos de tiempo, maximo
24 horas, por lo que es posible que se requiera de un tiempo prolongado del estrés hidrico
para que se induzca su expresion. Como se pudo observar en los ensayos de floracion, solo
en sequia el mutante agl19 (Salk_000234) tiene un fenotipo de floracién tardia con respecto
a las plantas silvestres (Figura 15). AGL19 induce la floracion en vernalizacién, durante el
cual se eliminan las marcas epigenéticas que reprimen a AGL19 permitiéndole a las plantas
florecer (Shonrock et al., 2006), por lo tanto, es factible que un proceso similar ocurra
durante la sequia. De hecho, durante la vernalizacidn existe una disminucion progresiva del
agua disponible, generando un estrés hidrico.

AGL19 induce la expresion de LFY y AP1 (por mecanismos aun desconocidos), para
poder inducir la floracion en respuesta a la vernalizacion (Shonrock et al., 2006). En el
futuro serd interesante establecer si AGL19 tiene blancos similares en la red de regulacion

de la transicion a la floracion ante estimulos como la vernalizacion y la sequia.

El papel del tiempo de floracion en la descendencia bajo condiciones de sequia y

salinidad

Para que las plantas puedan florecer en estrés, es posible que se requiera de una
reasignacion de los recursos, lo que puede causar la disminucion del desarrollo vegetativo,
tal y como lo observamos (Figuras 19 y 22). Esta reasignacion permite asegurar la
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produccion de descendencia como una estrategia para evadir el estrés antes de que las
condiciones lleven a la muerte a la planta (Riboni et al., 2013; Franks, 2011; Versules y
Jurger, 2011). Sin embargo, nosotros no observamos que la disminucion en el crecimiento
de las plantas, asi como el retraso en la transicion a la floracion en condiciones de sequia o
salinidad, confiriera una ventaja en términos de la cantidad y tamafio de las silicuas
producidas. Aun asi, aunque la productividad bajo estrés no aumentd con respecto a las
plantas sin tratamiento, si encontramos cierta mejora en los mutantes que retardan un poco

mas su floracion con respecto a las plantas silvestres bajo estrés.

La fructificacion es un proceso del desarrollo con una alta demanda de recursos
energéticos, tanto para el desarrollo embrionario, como para que la semilla acumule
substancias de reserva antes de la latencia (Baud et al., 2002). Por lo anterior, es de
esperarse que bajo estrés osmotico sea mas dificil su desarrollo. Si bien el tiempo de
floracion bajo las condiciones de estrés no confirio ventaja aparente en términos
cuantitativos de la produccion de silicuas, es probable que la reasignacion de recursos
favorezca la viabilidad de las semillas producidas lo que podria verse culminado en
semillas mas aptas, con un mayor porcentaje de germinacién. Para analizar esto, se podria
comparar la germinacion de las semillas producidas por plantas silvestres y el mutante
agll9 que produjo mas vainas y de mayor tamafio que las plantas silvestres en estrés

hidrico, transgeneracionalmente.
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El papel de XALL1 en el desarrollo del fruto

Se sabe que XAL1 participa en procesos como el desarrollo de la raiz y la transicion a la
floracion (Tapia-Lopez et al., 2008). En el presente trabajo, observamos que las plantas
xall producen silicuas mas grandes, particularmente en estrés hidrico y salino.

Bajo condiciones de estrés no se observaron cambios en el tiempo de floracién de
las plantas xall (Figuras 14 y 20), sin embargo, estas plantas fueron capaces de producir
silicuas més grandes. Una posibilidad es que el desarrollo més lento de xall (Figuras 19 y
22) le permita reasignar los nutrientes de forma mas eficiente que las plantas silvestres.
Otra posibilidad es que XAL1 sea un represor del desarrollo del fruto, de forma que le
permita a la planta modular el tamafio de las silicuas, dependiendo de la disponibilidad de

nutrientes.

El tiempo de floracion de las plantas agl19 mejora la produccion de silicuas en sequia

En el presente trabajo, encontramos que AGL19 induce la floracion en respuesta a la sequia,
y la pregunta es si esto pudiera estar vinculado a la mayor produccién de silicuas observada

en el mutante.

Originalmente habiamos hipotetizado que si alguno de los genes MADS-box
inducen la floracion evadiendo el estrés, el retraso en la floracion en los mutantes,
permitiria una mayor produccion de semillas. Esto podria ser cierto en el caso de agl19 con
respectos a las plantas silvestres crecidas en sequia, aunque como discutimos anteriormente
la produccién de silicuas no supera al de las plantas bien irrigadas (Figura 18). Esto querria

decir que, en plantas silvestres AGL19 se puede requerir para limitar la produccion de
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silicuas en su nimero y tamafio bajo condiciones de sequia, y probablemente este papel sea
importante para que las semillas tengan una mejor asignacion de recursos, de tal forma que

sean capaces de sobrevivir eficientemente.

Es importante indagar como AGL19 modula el tiempo de floracion y su relacién en
la produccion de silicuas, ya que este MADS-box podria ser importante para integrar la
percepcion de condiciones ambientales adversas como la vernalizacion (Shonrock et al.,
2006) y la sequia (este trabajo) para modular procesos del desarrollo como la floracion y la

fructificacion para brindar una ventaja a Arabidopsis bajo condiciones estresantes.

En los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede observar que la forma en
la que Arabidopsis responde ante un estrés hidrico o salino para afinar la reproduccién es
complejo, ya que ocurren cambios desde el desarrollo vegetativo, el tiempo de floracion y
la produccidn de silicuas. Es importante notar que en este trabajo se estudio una especie con
un ciclo de vida corto la cual fue sometida a un estrés constante hasta el fin de su ciclo de
vida, pero es muy posible que la compleja respuesta descrita para esta situacion pueda
variar en funcion de la especie analizada o de la duracion e intensidad del estrés, lo que
podria resultar en una gran variedad de estrategias encaminadas a mejorar la produccion y

adecuacion de las semillas ante condiciones ambientales estresantes.
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Conclusiones

« Las plantas silvestres de Arabidopsis (ecotipo Columbia) afrontan el estrés por
sequia y salinidad retrasando el tiempo de floracion. Sin embargo, se reduce
drasticamente su crecimiento y la produccion de silicuas.

« En condiciones de sequia AGL19 induce la floracion, mientras que XAL1 no afecta
el tiempo de floracion bajo este estrés.

« AG19y XAL1 no regulan el tiempo de floracion en condiciones de salinidad

« Es probable que XAL1 actie como un regulador negativo del desarrollo de las
silicuas en condiciones estresantes.

« AGL19 regula negativamente la produccién y el tamafio de silicuas en sequia.

« EI fenotipo de floracion tardia en plantas silvestres bajo condiciones de sequia y
salinidad no confiere una ventaja en la produccion de silicuas.

« Por lo observado en las plantas xall y agl19, es posible que la floracion tardia

confiera una mejora en el tamafio de silicuas bajo condiciones de sequia.
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Perspectivas

En el presente trabajo se montaron los sistemas de estrés hidrico y salino tales que permiten
analizar el tiempo de floracion y la descendencia. Dichas metodologias se pueden utilizar
en el futuro para estudiar el tiempo de floracion y la descendencia de diferentes ecotipos de
Arabidopsis thaliana o también para el estudio de otros mutantes en genes MADS-box que
participan en la floracion.

Para ahondar en la participacion de AGL19 en el tiempo de floracion y descendencia
bajo condiciones de sequia, se podria analizar el fenotipo de plantas 35S::AGL19 bajo estas
condiciones y también comparar la viabilidad de las semillas de las plantas silvestres y
mutantes que crecieron bajo el estrés.

Para distinguir si el retraso en el tiempo de floracion de las plantas crecidas en
condiciones de estrés hidrico o salino tiene un efecto directo en la produccion de silicuas, o
si el efecto del estrés sobre la produccidn de semillas es independientemente del tiempo de
floracion, se requiere plantear una metodologia donde el estrés al que se sometan las
plantas sea temporal y una vez que las plantas florezcan se elimine el estrés,

manteniéndolas en las condiciones control hasta el final del experimento.
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