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Resumen

En Arabidopsis thaliana, la produccion de flores y frutos implica el desarrollo sincrénico de
los estambres y el pistilo para una fecundacion exitosa y finalmente, produccion de semillas
viables. Anteriormente se ha descrito que la proteina DUF642, codificada por el gen BIIDXI,
BDX (At4932460) esta involucrada en la reproduccion de la planta Arabidopsis. BIIDXI es
una proteina de la pared celular involucrada en la produccién de semillas y la regulacién de
la actividad de pectin metil esterasas (PME’s). En este estudio, las lineas de plantas
previamente descritas de menor expresion de BDX: (bdx-1y ASBDX), que producen pocas
semillas, se caracterizaron mediante estudios morfolégicos e inmunohistolégicos. Los
embriones de las semillas amorfas bdx-1 tienen un tamano variable, embriones
anormalmente curvados y tienen menos pectinas desmetil esterificadas en las zonas del
endospermo, donde el embridén ejerce presion fisica para desarrollarse. Las anteras de
plantas bdx-1 producen algunos granos de polen colapsados y su porcentaje de
germinacion es menor tanto en las plantas bdx-7 como en las ASBDX con respecto a las
lineas silvestres (WT). Esta disminucion de la funcion del polen en las plantas bdx-1 y
ASBDX explica en parte la reduccion de la produccion de semillas. Ademas, la acumulacion
de auxinas activas disminuye visiblemente en la parte final del desarrollo de las anteras de

la linea bdx-1 con respecto a las WT.

Adicionalmente, en un modelo sencillo para explicar la relacion del grado de desmetil
esterificacion de las pectinas con el flujo de auxinas, se muestra que los hipocdtilos de bdx-
1 son mas largos en condiciones de temperatura normales, tienen mas auxinas activas
detectables en la epidermis y aparentemente, menor grado de desmetil esterificacion en las
paredes celulares y ademas, el transportador de eflujo de las auxinas PIN1, muestra una
localizacion anormal en la linea bdx-1 con respecto a la WT, siendo una posible causa de

la deslocalizacion de las auxinas.

Nuestros resultados muestran que la proteina BIIDXI esta involucrada en el plegamiento
del embrion por medio de la desmetil esterificacidn de las pectinas de las paredes celulares,
en zonas particulares del endospermo. En la fertiidad masculina, posiblemente esta
relacionada con la acumulacion de auxinas durante el desarrollo tardio de las anteras y con
la elongacién del hipocétilo, regulando el crecimiento celular por medio de la actividad de
desmetil esterificacion de las pectinas, que a su vez se relaciona con la distribucion y/o

acumulacion de las auxinas.



Abstract

In Arabidopsis thaliana, the production of flowers and fruits implies the synchronous
development of the stamens and the pistil for a successful fertilization and finally, the
production of viable seeds. It has previously been described that the DUF642 protein,
encoded by the BIIDXI gene, BDX (At4g32460) is involved in the reproduction of the
Arabidopsis plant. BIIDXI is a cell wall protein involved in the production of seeds and the
regulation of the activity of pectin methyl esterases (PME's). In this study, the plant lines
previously described with lower expression of BDX: (bdx-1 and ASBDX), which produce few
seeds, were characterized by morphological and immunohistological studies. The embryos
of bdx-1 amorphous seeds have a variable size, abnormally curved embryos and have less
demethyl esterified pectins in the areas of the endosperm, where the embryo exerts physical
pressure to develop. The anthers of bdx-1 plants produce some collapsed pollen grains and
their percentage of germination is lower in both the bdx-1 and the ASBDX plants with respect
to the wild-type lines (WT). This decrease in pollen function in bdx-7 and ASBDX plants
partly explains the reduction at seed production. In addition, the accumulation of active
auxins visibly decreases in the final development of anthers in the bdx-1 line with respect to
the WT.

Additionally, in a simpler model to explain the ratio of the degree of demethyl esterification
of the pectins with the flow of auxins, it is shown that the hypocotyls of bdx-1 are longer
under normal temperature conditions, have more active auxins detectable in the epidermis
and apparently, less degree of demethyl esterification in the cell walls and in addition, the
efflux transporter of the auxins PIN1, shows an abnormal location in the line bdx-71 with

respect to the WT, being a possible cause of the relocation of auxins.

Our results show that the BIIDXI protein is involved in the embryo bending by means of the
demethyl esterification of the pectins in the cell walls at particular areas of the endosperm;
in male fertility, is possibly related to the accumulation of auxins during the late development
of the anthers and with the hypocotyl elongation, in regulating cell growth through the
demethyl esterification activity of the pectins, which in turn is related to the distribution and/or

accumulation of auxins.



Introduccién general

1. Arabidopsis como una planta modelo experimental

El uso de modelos experimentales en la historia de la investigacion cientifica ha permitido
comprender varios mecanismos generales que regulan procesos bioldgicos, a partir del

estudio del comportamiento individual de ciertas especies (Kellogg y Shaffer, 1993).

Dentro de los modelos experimentales en las plantas, se eligié a Arabidopsis thaliana
L. (Heynh) como uno de los mas representativos. Arabidopsis es una hierba anual de la
familia Brassicaceae que se desarrolla en climas templados a frios y estd ampliamente
distribuida en Europa, Norteamérica, Asia y el norte de Africa. Se relaciona con varias
plantas de interés humano, como la mostaza, la canola y distintos tipos de coles (Pigliucci,
1998). Desde la década de 1950’s comenzo a utilizarse como modelo a nivel genético, por
la facilidad para generar mutaciones y seguir temporalmente a las siguientes generaciones.
En la actualidad, Arabidopsis es utilizada en investigaciones sobre fisiologia, biologia

molecular, celular y del desarrollo de las plantas.

Las plantas de Arabidopsis presentan un tamafio adecuado para su crecimiento en
camaras con condiciones ambientales controladas y su ciclo de vida es corto,
aproximadamente de dos meses para el ecotipo Columbia (Fig. 1). Asimismo, es un
organismo diploide, con un genoma pequefio en comparacion a otras plantas (135 Mpb)
(Bennett et al., 2003), un numero reducido de cromosomas (5) y aproximadamente 27000
genes que codifican para proteinas (Swarbreck et al., 2008). Todas estas caracteristicas
hacen de Arabidopsis una especie modelo adecuada para muchas investigaciones que se

realizan en las plantas (Mitchell-Olds, 2001).



Figura 1. Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia en condiciones controladas. A) En el
laboratorio, las semillas maduras son sometidas a un tratamiento de estratificacién a 4°C durante dos dias. B)
Una vez colocadas en condiciones optimas de germinacion, la radicula protruye completamente en
aproximadamente 48 horas. C) Posteriormente, los cotiledones de las plantulas elongan y se inicia la fase
fotosintética. D) Cuando la roseta cuenta con alrededor de 10-14 hojas arregladas en una espiral filotactica, E)
se puede alcanzar la fase reproductiva al elongar un escapo proveniente del meristemo apical, F) que producira
flores hermafroditas que se autopolinizan para generar silicuas con 40-60 semillas. Las condiciones de
crecimiento usadas fueron: Temperatura de 22 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz / 8 horas de oscuridad y una
intensidad luminosa de aproximadamente 300 lumenes.

2. El desarrollo de las estructuras reproductivas en Arabidopsis.

La flor es una estructura caracteristica de las plantas angiospermas que protege a los
organos sexuales. Puede presentarse en una gran variedad de formas, colores y tamafios.
Probablemente esta diversidad ha permitido la atraccion de una variedad amplia de
polinizadores y facilitado la dispersion de las semillas (Scutt y Vandebussche, 2014;
Constanzo et al., 2014).
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Es probable que la gran diversidad de estructuras florales pudiera estar determinada
por las caracteristicas de los distintos habitats en los que las especies vegetales se han
adaptado y que esta diversidad haya sido relacionada con la radiacién hacia nuevas zonas

para colonizar (Scutt y Vandenbussche, 2014).

A nivel molecular y especificamente en Arabidopsis, el gen FLOWERING LOCUS T
(FT) codifica para una proteina que integra las senales ambientales de luz y temperatura
que inducen la floracion. EI ARNm transcrito de FT en los cotiledones se traduce en una
proteina que se moviliza a través del tejido vascular hacia el meristemo apical del brote
(SAM, por sus siglas en inglés) donde se promueve la diferenciacion al meristemo de
inflorescencia (IM, por sus siglas en inglés). La formacion subsecuente de los meristemos
florales (FM’s, por sus siglas en inglés) se desarrolla periféricamente al IM, expresando los
genes que codifican para los factores de transcripcion LEAFY (LFY) y AINTEGUMENTA
(AIN), involucrados en la especificacion y delimitacion del FM. La actividad de estos dos
factores de transcripcion es regulada por FT (Alvarez-Buylla et al., 2010; O'Maoiléidigh et
al., 2014).

La identidad del FM se establece mientras se incrementa la expresion de ciertos genes
como son: APETALA 1 (AP1), APETALAZ2 (AP2) y CAULIFLOWER (CAL). A diferencia del
SAM y del IM que son indeterminados, el FM es un meristemo determinado. Esta
caracteristica esta regulada por la represion y la induccion del gen que codifica para el factor
de transcripcion WUSCHEL (WUS) por AGAMOUS (factor de transcripcion de la familia
MADS, AG) y AP2 respectivamente. WUS se expresa en las células troncales del SAM,
manteniendo su capacidad proliferativa, por lo que las mutantes wus carecen de un SAM y

con ello de células con capacidad de diferenciarse (O'Maoiléidigh et al., 2014).

En la especificacion del FM, éste se subdivide en cuatro regiones que daran lugar a los
primordios de los cuatro verticilos florales, proceso en el que participan los genes
homedticos de la familia MADS; AG, APETALA 3 (AP3), PISTILLATA (Pl)y AP1; ademas
del gen AP2. Estos genes participan en el modelo ABC floral, donde la expresion diferencial
y/o conjunta de ciertos genes regula la identidad de cada uno de los verticilos florales. AG
participa en la identidad del gineceo y, junto con AP3y PI, en la identidad del androceo, los

cuales son los verticilos sexuales (Alvarez-Buylla et al., 2010; O'Maoiléidigh et al., 2014).

De forma general, el arreglo de la flor esta determinado casi totalmente por genes
homedticos de identidad de los érganos florales, que se expresan a partir de los 11 a 13

dias después de la germinacién en Arabidopsis (Alvarez-Buylla et al., 2010).
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A nivel anatémico, la conformacién de una flor constituye un arreglo complejo de
estructuras altamente especializadas con distintos tipos celulares (Yruela, 2015). En su
madurez, la flor de Arabidopsis tiene una estructura caracteristica de la familia
Brassicaceae (Fig. 2). De afuera hacia adentro el céliz se constituye de cuatro sépalos, la
corola tiene cuatro pétalos con posiciones alternadas con los sépalos. Ademas de cuatro
estambres medios y dos laterales y un gineceo supero constituido por dos carpelos
fusionados (Smyth et al., 1990).

Figura 2. Flor de Arabidopsis thaliana. A) Arreglo de la inflorescencia en Arabidopsis. B) En el diagrama floral
se representa a la flor de Arabidopsis como perfecta por contar con todos los verticilos posibles.
Estructuralmente de afuera hacia adentro, la férmula floral indica que la flor esta constituida por cuatro sépalos
(K), cuatro pétalos color blanquecino (C), seis estambres (A) y un gineceo con dos carpelos fusionados (G(2)2).
C) Imagenes de flores de Arabidopsis aclaradas en distintas fases de su desarrollo.

Los estambres representan al androceo en las flores. Consisten en filamentos
constituidos principalmente por tejido epidérmico que recubre a tejido de parénquima y que
tiene en su parte mas interna al haz vascular. En el apice del filamento se encuentran las
anteras, las cuales estan conformadas por un par de tecas unidas por tejido conectivo, el
cual es continuacién del filamento. Cada teca esta integrada por dos sacos polinicos en
donde se desarrolla el polen (Azcarraga et al., 2010). El desarrollo del polen comienza en
los seis estambres de Arabidopsis, dentro de las anteras en una fase temprana de
desarrollo, las células madre de las microesporas se rodean de calosa, aislandose de esta
forma de las células esporofiticas. En este proceso, las células madre entran

concertadamente en meiosis para dar lugar a tétradas de microesporas haploides, cada
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una rodeada de una pared de calosa, que posteriormente se liberan de la tétrada por accion
de la calasa, la cual se produce en el tapetum y degrada la calosa que las envuelve. Las
microesporas liberadas, se alargan y el citoplasma adopta una distribucion polar que
desencadena una mitosis asimétrica que da como productos una célula de mayor tamario
(célula vegetativa) y otra mas pequeina (célula generatriz). Ambas células, componen el
polen bicelular. La célula vegetativa no presenta mas divisiones y da lugar al tubo polinico
(Soto, 2009). La célula generativa pequefia, que se encuentra embebida dentro del
citoplasma de la mayor, participa del segundo ciclo mitético, simétrico en este caso, en el
que se producen dos células espermaticas idénticas encargadas de la doble fecundacién
(McCormick, 2004). El momento en el que ocurre la segunda mitosis varia segun la planta,
en las brasicaceas y en los pastos sucede dentro de las anteras. Los pasos finales de la
maduracién del polen coinciden con la antesis y la dehiscencia de las anteras, finalizando
con la liberacién de los granos de polen deshidratados, listos para ser reconocidos por el

estigma.

A nivel fisiolégico, existe una amplia variedad de trabajos que han estudiado la forma
en que las auxinas, fitohormonas que regulan varios mecanismos durante el desarrollo de
las plantas. Intervienen en la produccion y viabilidad de los granos de polen, la dehiscencia
de las anteras y la elongacion de los filamentos de los estambres. Mutantes donde la
sintesis, transporte, acumulacién y sefalizacién de auxinas a través de los estambres se

ve afectada, producen cierto grado de esterilidad masculina (Cardarelli y Cechetti, 2014).

Por otra parte, el carpelo es una estructura que se encuentra generalmente en el centro
de la flor, exceptuando a algunos miembros de la familia Triuridaceae (Scutt y
Vandenbussche, 2014) y su funcion principal es albergar a los 6vulos (Bowman et al., 1999)
constituyendo al gineceo de la flor. El carpelo también participa en la funcién de discriminar
entre los gametos masculinos que pudieran fecundar a los évulos. En la mayoria de las
especies, después de la fecundacion, los carpelos se desarrollan para conformar a los
frutos, los cuales protegen a las semillas, facilitan su dispersion mediante una amplia
variedad de mecanismos (Bowman et al., 1999). Algunas familias de angiospermas
presentan mas de un carpelo, por lo que el término gineceo puede referirse al conjunto de
carpelos presentes. Cuando varios carpelos se encuentran unidos en una sola estructura,
se denomina al conjunto gineceo sincarpico, si los carpelos se encuentran separados, se
conocen como gineceo apocarpico (Bowman et al., 1999). Durante la ontogenia del carpelo

se reconocen dos tipos de fusion: la congénita que se refiere a una estructura compuesta
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derivada de un solo primordio, y la postgenital u ontogénica, que involucra la formacion de
las superficies de forma independiente, donde las células epidérmicas que entran en
contacto se re-diferencian en tejido parenquimatoso generando la union de los carpelos
(Bowman et al., 1999).

En el gineceo de Arabidopsis al igual que en los de la familia Brassicaceae, los dos
carpelos estan fusionados congénitamente y constituyen un solo ovario, que culmina en la
parte superior en un estilo sélido y corto, fusionado post-genitalmente, y un estigma apical
(Bowman et al., 1999). El estigma estd compuesto por numerosas células epidérmicas
elongadas en forma de papila, donde los granos de polen se adhieren y se reconocen previo
al proceso de germinacion y de fecundacion (Ferrandiz et al., 1999). Por debajo del ovario
se encuentra un corto entrenudo llamado ginéforo, que conecta al gineceo con el
receptaculo floral. El septum, que se encuentra dividiendo al ovario en dos lébulos, sufre
una fusioén post-genital. La placenta parietal se desarrolla en los margenes adaxiales de la
fusién de los dos carpelos (Bowman et al., 1999). El primordio del évulo se origina como un

6rgano lateral derivado de la placenta (Galbiati et al., 2013).

Los ovulos en Arabidopsis y de gran variedad de angiospermas estan compuestos
por la nucela, los tegumentos, el funiculo y el saco embrionario que es el gametofito
femenino. Su origen se da a partir de una unica célula (arqueospora), que diferencia a un
megasporocito o célula madre de las megaesporas haploides, la cual entra en meiosis para
producir cuatro megasporas de las que permanece sélo la mas cercana a la region calazal
(Shiy Yang, 2011). Esta megaspora sufre tres rondas de cariocinesis, formando finamente
el saco embrionario con ocho nucleos. Al final, los nucleos migran para formar las siete
células: dos sinérgidas, tres antipodas, una ovocélula y la célula central binucleada (Shi y
Yang, 2011). Los apices de los tegumentos forman una abertura diminuta llamada micrépilo,

por donde entrara el tubo polinico para realizar el proceso de fecundacién.

Las auxinas participan activamente en los procesos de la formacion del eje apical-
basal del gineceo y en la diferenciacion de estructuras como la papila estigmatica. En
mutantes donde el transporte de auxinas ha sido alterado, se presenta una pérdida del eje
apical-basal y malformaciones durante el desarrollo del gineceo (Larsson et al., 2013;
Hawkins y Liu, 2014), que pueden disminuir la funcionalidad del gineceo. Al igual que en el
caso de los gametos masculinos, las auxinas también estan involucradas en el desarrollo

adecuado de los évulos dentro del gineceo.
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El desarrollo de las estructuras reproductivas en Arabidopsis como modelo en las
plantas ha sido estudiado extensamente, existen en la actualidad gran cantidad de trabajos
que hacen especial énfasis en los mecanismos que regulan su desarrollo a nivel genético,
hormonal y ambiental, pero los mecanismos moleculares que regulan estos procesos de

desarrollo todavia no estan completamente descritos.

3. Lafecundacion en Arabidopsis.

La fecundacion ocurre previamente a la antesis floral y para ello es necesaria una
sincronizaciéon de eventos ontogenéticos extensamente caracterizados en Arabidopsis
(Smyth et al.,1990). En esta planta, los primordios de los cuatro estambres mas largos son
visibles en los estadios florales 4-5, y contintan creciendo hasta diferenciarse los filamentos
y las anteras. El desarrollo persiste hasta que se diferencian los l6culos de la antera. En los
estadios 9-12 los estambres crecen rapidamente y alcanzan mayor altura que el gineceo
en el estado de madurez.

Durante el estadio floral 10-11, el gineceo completa la diferenciacion de las papilas
estigmaticas (encargadas de recibir el polen), que seran receptivas hasta el estadio 12-13
(Smyth et al., 1990). El correcto desarrollo y crecimiento del estambre es determinante para
que se produzca en forma adecuada la fecundacion.

Una vez que los estambres alcanzan la altura correcta del estigma papiloso, los
granos de polen liberados se adhieren y se hidratan para germinar, produciendo el tubo
polinico que penetra a través del tracto de transmision en el interior del estilo (lwano et al.,
2004). Cuando los tubos llegan hasta la zona del ovario donde se encuentran los évulos,
descargan los nucleos espermaticos, uno de ellos se fusiona con la célula huevo del saco
embrionario (singamia) formando el cigoto 2n, y el otro se fusiona con la célula central (triple
fusién), formando el nucleo primario del endospermo 3n, siendo estos procesos

denominados doble fecundacion y son caracteristicos de las plantas angiospermas.

4. La semilla de Arabidopsis

El desarrollo de la semilla en Arabidopsis comienza después de realizarse la fecundacion.
La semilla esta generalmente constituida por la cubierta seminal, recubrimiento mas externo
de origen materno, el endospermo, derivado de la triple fusion, que funciona como tejido de
reserva y el embridén que en las dicotiledéneas esta constituido por dos cotiledones y el eje

embrionario. El endospermo puede ser abundante, escaso o no existir, dependiendo de la
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especie (Azcarraga et al., 2010), pero en Arabidopsis, una semilla madura, s6lo posee una

capa de endospermo remanente rodeando al embrion.

4.1 El desarrollo del embrion en Arabidopsis

Un aspecto importante del desarrollo embrionario después de la fecundacion es el proceso
de histodiferenciacion. La primera divisién del cigoto genera una célula apical pequefia y
una célula basal mas grande. La célula apical se divide longitudinalmente y eventualmente
da lugar a todas las estructuras apicales del embrion. La célula basal por su parte se divide
transversalmente y produce el suspensor, estructura que conecta al embridén con el tejido
materno en la semilla en desarrollo y a la hipdfisis, que sera el origen del (meristemo apical
de la raiz (RAM, por sus siglas en inglés) (Fig. 3) (Jurgens, 2001; Lau et al., 2012). Las
auxinas desempenan un papel determinante para la correcta diferenciacion de las
estructuras embrionarias. Mutantes de transportadores de eflujo de auxinas (pin7), fallan
en la formacién del eje apical-basal, lo mismo sucede con la aplicaciéon de inhibidores de
los transportadores de eflujo de las auxinas, comprobando asi su importancia en estas
etapas tempranas del desarrollo del embrién (Friml et al., 2003). En etapas posteriores, el
transporte, sintesis y percepcion de las auxinas también es importante para la correcta

formacion del embrién maduro.

A B Cc

Figura 3. Esquema general del desarrollo embrionario. A) La divisidon asimétrica del cigoto, genera una célula
apical pequefia (ac) y una célula basal mas grande (bc). B) En la fase de octante, el protoembridn (proE) se
deriva de la célula apical, mientras que la célula basal produjo una fila de células que incluyen a la hip&fisis (h)
y el suspensor (su). C) En la fase de dermatdgeno, se reconocen tres regiones en el embrion: apical (*), central
(®) y basal (B). D) En la fase de corazon del embrion, se establece la polaridad del embrion, se notan el
meristemo apical (SM), los primordios de los cotiledones (CO) y el meristemo radicular (RM), con tejido de
epidermis (F), el tejido (®)y el primordio del tejido vascular (V). En esta fase, el embrién crece dentro de la semilla
hasta dar origen a la plantula (E) que ya tiene un hipocétilo (HY), la raiz (R) y los cotiledones (CO). Tomado de
Jurgens, 2001.
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4.2 El desarrollo del endospermo en Arabidopsis

En Arabidopsis, en la transicion de la etapa globular a la fase de corazon, el
endospermo se mantiene sincicial casi a la par del desarrollo embrionario. Después de una
fase inicial de rapida expansién, el endospermo comienza su celularizacion (Fig. 4), proceso
que empieza en la zona micropilar alrededor del embrion en desarrollo (Fourquin et al.,
2016). La celularizacion del endospermo es importante para mantener la viabilidad del
embrion. El uso de mutantes deficientes de MULTICOPY SUPPRESSOR OF IRA1 (MSI1),
una proteina del tipo WD-40 que en otras especies eucariontes tiene una participacion
importante en el mantenimiento y modulacion de la cromatina y que pertenece al complejo
de FERTILIZACION INDEPENDENT SEED POLYCOMB COMPLEX2 (FIS-PRC2), y en las
cuales hay falla en la celularizacion del endospermo (Kohler et al., 2003); ha permitido
demostrar que este proceso es importante para mantener la viabilidad del embrién. Cierto
porcentaje de semillas mutantes msi7 y deficientes en la funcion de FIS-PRC2 son
abortadas, pues los embriones quedan detenidos en distintas etapas del desarrollo de la
semilla. Es interesante mencionar que el arresto embrionario puede liberarse al disectar lo
embriones y cultivarlos in vitro, apoyando la propuesta de que la falla de la celularizacién
del endospermo es un causante del arresto del embrion (Hehenberger et al., 2012).
Mutantes deficientes en ENDOSPERM DEFECTIVE1 (EDE1) también muestran que el
arresto de los embriones es consecuencia de la falla en celularizacion del endospermo
(Pignocchi et al., 2009).

Estudios recientes sugieren que los cambios en las propiedades de la pared celular
durante el desarrollo del endospermo pueden estar relacionados con el crecimiento del
embrién. El factor de transcripcion especifico del endospermo ZHOUPI (ZOU), esta
involucrado en el desarrollo del endospermo. En los mutantes zou, la pared celular de las
células del endospermo es mas robusta y la degradacion del endospermo no se efectua,
afectando notablemente el tamafio del embridn. Existe evidencia que sugiere que ZOU es
un regulador en la expresion de genes que codifican para enzimas modificadoras de las
pectinas involucradas en la degradacion de la pared celular del endospermo, como lo es el
mantenimiento de los epitopes (1-5) -a-L-arabinanos, que estan asociados con

ramnogalacturonanos |, durante la descomposicion del endospermo (Fourquin et al., 2016).
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Figura 4. Esquema y corte longitudinal de la semilla durante el proceso de celularizacion del endospermo. En
la fase de corazoén tardio/torpedo del embridn, el endospermo comienza a celularizarse alrededor del embrién,
inicialmente en la zona micropilar.

En una semilla madura de Arabidopsis, se observa que solo persiste una capa de
endospermo celularizado rodeando al embrién. Una hipdtesis consistente con los
antecedentes que relacionan el desarrollo del endospermo con el desarrollo del embrion
implica la relevancia de la correcta celularizacion, el balance adecuado en la composicion
bioquimica de las paredes celulares y la posterior degradacion de las células del
endospermo, sugiriendo que el tamano final y el plegamiento del embriéon depende de las
caracteristicas bioquimicas y fisicas que pudieran tener las células del endospermo ademas
de su correcta degradacion. La funcién canénica del endospermo es proveer de nutrimentos
al embrién durante su desarrollo, fungiendo como un reservorio de hexosas que nutren al
embrién via apoplasto principalmente, pero, las implicaciones de restriccion fisica que
pudieran originarse por un endospermo persistente son temas de estudio actual y los
mecanismos moleculares que regulan este proceso todavia no estan bien esclarecidos
(Fourquin et al., 2016).

Estudios recientes que muestran relacion entre el desarrollo del endospermo con
regulacion de tipo hormonal, muestran que las concentraciones de auxinas también estan

implicadas en la formacion del endospermo inmediatamente después de la fecundacion,
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siendo moduladas por el complejo FIS-PRC2 a través de la regulacién en la expresion de
genes implicados en la sintesis de las auxinas (Figueiredo et al., 2015). Su participacion en

etapas subsecuentes aun no ha sido descrita pero tampoco puede ser descartada.

Procesos del desarrollo de las plantas, donde las células se encuentran en fases de
diferenciacion, proliferacion, elongacion o muerte celular y, especificamente en los
mencionados en los apartados anteriores, involucran cambios en la bioquimica de la pared
celular vegetal, por lo que el estudio de esta estructura, el conocimiento de sus
componentes principales y sus posibles modificaciones, es fundamental para entender

como la bioquimica de la pared celular puede modular la formacion de 6rganos y tejidos.

5. La pared celular vegetal primaria

Las células de las plantas son eucariontes, por lo que pueden generar estructuras tan
complejas como las que poseen los animales, debido a que varios tipos celulares pueden

constituir variedades de tejidos formadores de 6rganos (Taiz y Zeiger, 2010).

Las plantas presentan caracteres distintivos que las hacen diferentes en su
morfofisiologia a otros seres vivos. Una de estas caracteristicas distintivas de una célula
vegetal, es que ademas de tener una membrana celular cuentan con otra estructura
denominada pared celular con caracteristicas particulares que las diferencian de las de una

bacteria o un hongo (Taiz y Zeiger, 2010).

La pared celular de las plantas es una estructura muy dinamica, en la que su
arquitectura permite a las células vegetales mantener una forma definida, conferir soporte
mecanico ante presiones fisicas externas, mantener la comunicacion intercelular en los
distintos 6rganos de la planta (Somerville et al., 2004) y ser la primera linea de defensa

contra potenciales organismos patégenos.

La pared celular en las plantas se subdivide generalmente en primaria y secundaria.
La pared celular primaria, se forma generalmente en células en crecimiento, proliferacion y
diferenciacion. Por otra parte, la pared secundaria se genera de células que han alcanzado
su maximo estado de crecimiento y diferenciacion; son distinguibles por su grosor, ademas

de su composicién en moléculas tales como la lignina (Somerville et al., 2004).

La composicién de la pared celular primaria varia dependiendo de la especie, del tipo

celular y hasta del dominio subcelular dentro de la misma pared (Wolf et al., 2012).
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Generalmente, esta conformada por fibras de celulosa, un polimero de glucosas unidas por
un enlace B (1-4), que pueden entrecruzarse con distintos tipos de hemicelulosas.
Estructuralmente las hemicelulosas se constituyen de cadenas largas de mondmeros de
pentosas como, por ejemplo: la xilosa y la arabinosa, hexosas como la manosa y la fucosa,
que pueden estar acompafadas por acidos urdnicos. Estos polisacaridos interaccionan con
las fibras de celulosa, constituyendo un esqueleto que se encuentra dentro de una matriz
de pectinas, otro tipo de polisacaridos muy abundantes en la pared celular. Ademas,
también existen dentro de la pared celular primaria distintos tipos de proteinas tanto
estructurales como con actividad enzimatica que se involucran activamente en re-modelar

la arquitectura de la pared celular (Carpita y Gibeaut, 1993).

Dentro de las proteinas que constituyen la pared celular que no tienen actividad
catalitica conocida, se encuentran las expansinas, las cuales se cree estan encargadas de
romper enlaces entre pectinas y celulosa, por ello se les ha atribuido la capacidad de regular
la expansién celular bajo condiciones determinadas. Son proteinas codificadas por familias
multigénicas en donde los grupos de a-expansinas comparten solo el 20% de identidad en
aminoacidos con las B-expansinas (Cosgrove, 2000). Los genes de esta familia se expresan
de forma diferencial en condiciones de expansion celular, y son inducidas también por
varios agentes que inducen este proceso. Las expansinas también se cree que promueven
la reorganizacion de las microfibrillas de celulosa a través de la ruptura de puentes de
hidrogeno entre la celulosa y los xiloglucanos, ademas de otro tipo de enlaces no covalentes
(Cosgrove, 2000).

Otras proteinas presentes en la pared celular son las proteinas ricas en hidroxiprolina,
en donde se encuentran clasificadas las proteinas con actividad de extensina, las cuales
estan relacionadas con el crecimiento celular (Kieliszewski y Lamport, 1994). Son
producidas de forma diferencial en presencia de etileno (Bucher et al., 2002), ademas de
que se relacionan con la resistencia de la pared y la proteccion frente a patégenos (Plancot
et al., 2014). Para que las células puedan aumentar de tamafo se requiere una distension
de las estructuras quimicas conformadas dentro de la pared, para romper conformaciones

de moléculas sin necesidad de actividad catalitica.

Se conoce que el aumento de la hidratacion favorece la extensibilidad de la pared
celular en las plantas. Esto es presumiblemente el resultado de la mayor separacion entre
las microfibrillas de celulosa en la pared hidratada, lo que posiblemente facilite su

reordenamiento al generarse mas espacio. Para las paredes con varias laminas, esta
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reorganizacion implica la rotacion de las microfibrillas, observada recientemente en la raiz

de Arabidopsis.

Por otra parte, las proteinas ricas en prolina se conocen que intervienen en el desarrollo
del tejido vascular y la cicatrizacion de heridas por herbivoria y las proteinas ricas en glicina
coordinan el desarrollo normal de estructuras de érganos, también estan relacionadas con

la formacion de nddulos para la fijacion de nitrégeno.

Existen también al menos ocho familias de proteinas con dominio de funcién
desconocida (DUF) detectadas en la pared celular. Varios miembros de estas familias
podrian intervenir en procesos que regulan la arquitectura de la pared celular o que regulan
distintas vias de sefalizacion; eventos relacionados con el desarrollo de la planta y su

proteccion contra patdégenos (Zufiga-Sanchez y Gamboa-de Buen, 2012).

Dentro de los componentes de la pared celular que pueden modificarse quimicamente
por medio de proteinas con actividad enzimatica se encuentran las pectinas. Estos cambios
quimicos pueden tener relevancia al regular eventos en el desarrollo de las plantas tan

importantes como la organogénesis.
Antecedentes del proyecto
6.1 Las pectinas

Las pectinas son moléculas compuestas principalmente por residuos de acido D-
galacturonico (GalU) unidos por enlaces a (1—4). Los grupos carboxilo del carbono numero
6 del GalU pueden estar metil-esterificados o permanecer libres y los oxigenos nimero 2 o
3 pueden estar acetilados. Los grupos carboxilo libres, si estan disociados, podrian dar
lugar a interacciones electroestaticas con iones calcio (Ca?*) entre las cadenas de pectinas

vecinas.

Los homogalacturonanos (HG’s), son el tipo pectinas mas abundante, con
aproximadamente el 23% del peso seco de la pared celular foliar total en Arabidopsis
(Caffall 'y Mohnen, 2009). Se polimerizan en el aparato de Golgi mediante
glicosiltransferasas, y se sustituyen los grupos metilo en la posicion C6, para ser exportadas
a la pared celular casi totalmente metil esterificadas. En la pared, las pectin metil esterasas
(PME’s), proteinas con actividad enzimatica, pueden eliminar los grupos metilo y alterar las
propiedades quimicas de las pectinas. Como resultado de la actividad de PME'’s, las
pectinas presentan grupos carboxilo cargados negativamente, siendo liberados metanol y
protones (Fig.5) (Wolf y Greiner, 2012).
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Figura 5. Desmetilesterificacion de las pectinas y sus posibles consecuencias en la estructura de la pared
celular primaria. Los homogalacturonanos ingresan en la pared celular casi completamente metil esterificados.
Las pectin metil esterasas (PME’s), son enzimas que eliminan los grupos metilo de los homogalacturonanos y
su funcién es regulada por inhibidores de pectin metilesterasas (PMEI's). La desmetil esterificacion de las
pectinas puede efectuarse en bloque (A), donde las cargas negativas en las cadenas de pectinas pueden
interaccionar con moléculas de agua, promoviendo la relajacién de la pared al ser sustrato de las
poligalacturonasas (PG’s) o unir Ca?* y fortalecer la union entre cadenas promoviendo un aumento en la rigidez
de la pared celular. De forma aleatoria (B), una vez removidos los grupos metilo, el pH acido generado por los
protones regula la funcién de otras enzimas remodeladoras de la pared celular como son las PG’s y/o las
pectin/pectato liasas (PL/PNL) que pueden degradar completamente a las pectinas generando
oligogalacturénidos y propiciando una pared celular mas laxa (Tomado de Hocq et al., 2017).

Las PME’s se encuentran distribuidas en todas las estructuras y a lo largo del desarrollo
de las plantas al igual que las auxinas. Trabajos realizados desde los afos 50’s, propusieron
que la actividad de las PME’s se encontraba regulada por las auxinas y que tal vez podrian
estar interviniendo directamente en el sitio catalitico de la enzima (Glasziou,1957).

Actualmente, se conoce la importancia de la desmetil esterificacién de las pectinas en el
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meristemo apical, para dar origen a primordios de oérganos, por medio de la distribucion
puntual de las auxinas. Experimentalmente, la planta sobre expresora del inhibidor de
PME’s 3 (OEPMEI3) mostré6 una deslocalizacion del transportador de auxinas PIN1,
mientras su pared celular se observaba mas rigida, debido a una menor desmetil

esterificacion de las pectinas (Braybrook y Peaucelle, 2013).

Existen también otras proteinas llamadas inhibidores de pectin metil esterasas (PMEI’s)
que estan involucradas en la regulacion de la actividad de las PME’s. Analisis de genomas
de varias especies de plantas mostraron que las PME’s y los PMEI’s pertenecen a grandes
familias multigénicas (Wolf et al., 2009). En Arabidopsis por ejemplo, se han detectado 66
marcos de lectura abiertos (ORF’s) como supuestas PME’s de longitud completa y 69 ORF’s
para PMEI's. En general, el numero de isoformas de PME’s y PMEI's parece ser menor en
las monocotiledoneas Oryza sativa y Brachypodium distachyon en comparacion con las
especies dicotiledoneas (Arabidopsis thaliana y Populus trichocarpa) (Pelloux et al., 2007).
Estos datos son consistentes con que los HG’s son menos abundantes en las gramineas,
pero, es probable que aun cuando hay una menor cantidad de PME’'s y PMEI’s, su

participacién desempene un papel sustancial en el desarrollo de las monocotiledéneas.

Otro grupo de proteinas con actividad enzimatica son las poligalacturonasas (PG’s). Su
funcion se ha descrito en la degradacion de las pectinas desmetil esterificadas y estan
reguladas por proteinas que inhiben la actividad enzimatica de las PG’s, los inhibidores de
poligalacturonasas (PGIP’s). Su presencia en momentos especificos del desarrollo de la
planta y su respuesta a estimulos ambientales u hormonales puntuales ha sido estudiada
en distintos modelos de plantas (Gonzalez-Carranza et al., 2007). Particularmente se ha
propuesto que tienen el papel de evitar que los patdégenos puedan infectar a las plantas
facilmente. En experimentos con plantas que sobreexpresan estos inhibidores en
Arabidopsis, las plantas mostraron mas resistencia al patégeno Fusarium graminearum, el
cual secreta PG’s para degradar la pared celular e infectar a las plantas (Ferrari et al., 2012).
La PGIP FLOR1 participa en la floracion. Las mutantes flor1 presentan un tiempo de
floracion retardado (Torti et al., 2012).

En la actualidad, estudios enfocados en una familia de proteinas miembros de DUF,
que han sido detectadas en la pared celular, sugieren que podrian estar involucradas de
forma relevante en distintos procesos del desarrollo de las plantas, involucrando la
modulacion del grado de desmetil esterificacion de las pectinas, por lo que estudios mas
profundos enfocados en estas proteinas es determinante para comprender la fisiologia

involucrada en el desarrollo de las plantas.

23



6.2 Proteinas de la familia DUF642

La familia de proteinas DUF642 tiene diez miembros en Arabidopsis, de los cuales seis han
sido detectados en distintos proteomas de pared celular. Esta evidencia sugiere que la
funcién de las proteinas DUF642 podria ser relacionada con la regulacién de la pared
celular. Esta familia estd muy conservada y es especifica de las plantas espermatofitas,
sugiriendo su participacion en la radiacion de las plantas que producen semillas a

ambientes muy distintos (Vazquez-Lobo et al., 2012).

La estructura primaria de estas proteinas se encuentra dada por un péptido sefal,

codificado por el primer exén, y el dominio DUF642, que se codifica por los exones Il y Ill.

El modelo de prediccion estructural de esta familia elaborado con distintos programas
computacionales sugiere la union del dominio DUF642 a polisacaridos. Estudios in vitro han
demostrado que la proteina At3g08030, integrante de esta familia se une a celulosa y a
hemicelulosa (Vazquez-Lobo et al., 2012). Por otro lado, las proteinas At4g32460 (BIIDXI,
BDX) y At5g11420 interactuan in vitro con la pectin metil esterasa 3 (AtPMES3, At3g14310)
presente en el tejido vascular (Guénin et al., 2011; Zuniga-Sanchez y Gamboa-de Buen,
2012), sugiriendo que su participacion podria efectuarse al modular al menos

indirectamente el grado de esterificacién de las pectinas.

BDX es un gen que se expresa en el tejido vascular de embriones y plantulas, en las
venaciones de las hojas, en las papilas estigmaticas, los estambres y los pétalos en
Arabidopsis (Zuhiga-Sanchez et al., 2014). Se ha visto que las lineas de sobreexpresion de
los genes BDX y Atbg11420 presentan un fenotipo en la germinacion relacionado con la
modulacion en la actividad de las PME’s; se detecté un aumento en la tasa de la ruptura de
la testa, proceso relacionado directamente con un aumento de la actividad de las PME’s
(Muller et al., 2013; Zuniga-Sanchez et al., 2014). Las lineas de menor expresién de BDX
presentan un fenotipo de silicuas mas cortas tanto en una linea de T-DNA (bdx-1) como en
la linea antisentido (ASBDX), con menor produccién de semillas. La linea bdx-1 presenta
anormalidades morfoldgicas visibles en las semillas con variacién en el tamafio con

respecto a las de la linea silvestre.

Por otra parte, se ha demostrado in vivo que otro miembro de la familia DUF642
At2g41800 (TEEBE, TEB) es una proteina de pared celular, y puede regular el grado de

desmetil esterificacion de las pectinas, generando una regulacion fina en la elongacioén de
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células del hipocétilo (Salazar-Iribe et al., 2016), ademas de que incrementa su expresion
en plantas que son atacadas por Meloidogyne (Salazar-Iribe et al.,2017) al igual que lo hace
el gen BDX.

Otro gen de la familia DUF642, At5g25460 (DUF642-L-GallL-responsive gene 2,
DGRZ2) también aparenta ser importante en el desarrollo vegetal. Las mutantes nulas para
el DGR2, presentan una raiz corta sin alteraciones morfoldgicas en la zona meristematica
y la parte aérea de la planta es mas pequefa con respecto a la linea silvestre (Gao et al.,
2012).

Analisis heterélogos también han demostrado que los miembros DUF642 de otras
especies vegetales estan implicados en la modulacion del grado de desmetil esterificacion
de las pectinas. AhDGR2 es un gen DUF642 en Amaranthus que se expresa altamente
durante condiciones de estrés abiotico. La sobreexpresion de AhDGR2 en Arabidopsis
modulé diferencialmente la actividad de PME’s, con un aumento en el tejido de la raiz, pero
con disminucion en las hojas. Estos cambios en la actividad de PME'’s se correlacionaron
con la abundancia de pectinas con bajo grado de metil esterificacion. Las semillas de
Arabidopsis que sobreexpresaron a AhDGR2 mostraron, mayor sensibilidad al acido
abscisico (ABA) y al NaCl durante la germinacion (Palmeros-Suarez et al., 2017). También
se ha observado un aumento en la actividad de PME’s en frutas, hojas, plantulas y apices
de los brotes de plantas de tomate que sobreexpresan un gen DUF642 en Vitis
quinquangularis. Estas plantas también generan mayor resistencia a la infeccion del hongo

Botrytis cinerea (Xie y Wang, 2016).

Los antecedentes que se tienen sobre la participacion de las proteinas DUF642 y en
especifico del fenotipo de las lineas mutantes y antisentido de BDX, sugiere un papel
importante de este gen en el desarrollo de las estructuras reproductivas de Arabidopsis. Su
participacion podria llevarse a cabo en diferentes etapas en el desarrollo del gineceo, del
androceo y de la semilla a través de cambios bioquimicos y fisicos en las paredes celulares,

por medio de la regulacion del grado de desmetil esterificacion de las pectinas.

25



Hipoétesis general

Dado que la pared celular es una estructura determinante a lo largo del desarrollo de las
plantas, alteraciones en el grado de desmetil esterificacion de las pectinas podrian modificar
el grado de rigidez de la pared celular, promoviendo alteraciones fenotipicas importantes
en el desarrollo de las estructuras reproductivas en Arabidopsis. BDX es una proteina que
fungiria como un modulador del grado de desmetil esterificacion, por lo que su importancia

seria determinante en la adecuada formacién de distintas estructuras de la planta.

Objetivo general

Establecer la posible funcion de BDX como modulador del grado de desmetil esterificacion
de las pectinas en la pared celular, y su posible relacion con el desarrollo de las estructuras

reproductivas y de la semilla.

Objetivos particulares

e Describir las alteraciones durante el desarrollo de las estructuras reproductivas en
las lineas de menor expresion de BDX de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia.

e Establecer la funcion de BDX, en relacion con la metil esterificacion de las pectinas
en la pared celular y su posible efecto en la acumulacion y/o distribucién de las
auxinas.

Materiales y métodos
Material biolégico

Plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (WT) y de las distintas lineas
transgénicas se crecieron en macetas con suelo o en cajas de Petri con medio Murashige
y Skoog (MS) (pH 5.7) en una camara (E-15, Conviron, Manitoba, Canada) en condiciones

de fotoperiodo luz/oscuridad 16/8 horas o bajo luz continua a 21°C.

Las plantas sembradas en el medio MS con tres o cuatro hojas verdaderas fueron

transplantadas a macetas con sustrato donde continuaron su crecimiento hasta la floracion.
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En este punto, se realizé una colecta de flores en varios estadios de desarrollo para ser

fijadas.

Por otra parte, gineceos polinizados en donde se conocia que el desarrollo de la
semilla habia comenzado, también fueron colectados y fijados en formaldehido al 4% para

disectar las semillas en distintas fases de desarrollo embrionario.

En otra colecta y después del periodo de desarrollo y maduracién completa de la silicua
en WT Col, bdx-1 y ASBDX se obtuvieron semillas las cuales fueron limpiadas y medidas
con el programa ImageJ, donde se tomo de referencia los valores de longitud (distancia de
la zona micropilar a la region calazal) y diametro (un trazo perpendicular a la longitud) de

las semillas (Fig. 6).

Figura 6. Mediciones de longitud (rojo) y diametro (azul) de las semillas de Arabidopsis.

Para la medicién de la longitud final de la silicua y el nimero de semillas por silicua, se
hicieron tres réplicas independientes en donde se midieron del receptaculo a la punta de
los restos del estigma en las silicuas maduras de WT Col, bdx-1 y ASBDX crecidas en
condiciones de fotoperiodo 16/8 y bajo luz continua. De diez plantas por linea, se tomaron

20 silicuas de las cuales se conté individualmente el numero de semillas producidas.
Germinacion y sobrevivencia de las plantulas.

Semillas bdx-1 normales (n= 15-25) y amorfas (n= 15-25) de lotes no mas longevos a un
ano fueron vernalizadas durante dos dias a 4°C y germinadas en medio MS como se ha
descrito anteriormente. Tres réplicas independientes fueron disefiadas cuantificando el
numero de semillas germinadas por cada grupo de semillas bdx-1. Las plantulas

sobrevivientes en ambos grupos fueron transplantadas a suelo y se monitore6é su
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sobrevivencia hasta la generacion del meristemo de inflorescencia, para obtener el

porcentaje de sobrevivencia.

Ensayos de elongacion de tubo polinico.

a) In vitro

Granos de polen obtenidos de flores maduras de WT Col, bdx-1y ASBDX fueron colocados
en un medio de crecimiento con 5 mM MES (pH 6-6.5), 1 mM KCI, 10 mM CaClz, 0.8 mM
MgSOs4, 1.5 mM &acido bdrico, sacarosa al 16.6% y 0.25 mg de extracto de levadura en

Agarosa al 0.7%.

Los granos de polen se incubaron a 25°C en una camara humeda 6 y 16 horas,
reportadas como suficientes para encontrar la maxima longitud de elongacion del tubo
polinico (Fan et al., 2001).

Se revisaron aproximadamente 200 granos de polen por linea y se cuantificé cuantos
de ellos habian producido el tubo polinico. Se elaboraron cuatro repeticiones del
experimento y se compararon los porcentajes finales de granos de polen con elongacion de
tubo polinico. Para ASBDX se utilizaron solamente 100 granos por la dificultad de la

obtencion de los granos.

b) In vivo

Flores maduras sin polinizar fueron seleccionadas para emascular sin ser cortadas del
cuerpo de la planta. Con anteras maduras provenientes de flores de las mismas lineas
fueron polinizadas manualmente y después de 3 horas las flores fueron disectadas y
almacenadas en 4% de paraformaldehido durante 24 horas. Posteriormente fueron
incubadas en azul de anilina durante 3 horas en oscuridad total y analizadas bajo el

microscopio optico de fluorescencia Leica DM 1000 (Ryan et al., 1998).

Nutricién

Se crecieron plantas WT Col, bdx-17 y ASBDX en macetas con suelo en una camara (E-15,
Conviron, Manitoba, Canadda) en condiciones de fotoperiodo luz/oscuridad 16/8 horas a

21°C. Una vez que se desarrollaron las primeras dos silicuas, fueron sometidas a una
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condicion de oscuridad total durante 48 hrs. Posteriormente se regresaron a la condicion
de fotoperiodo normal para permitir a las plantas recuperarse. Utilizando PCR en tiempo
real, se obtuvo la expresidon de dos genes llamados de “inanicion” para comparar la

expresion entre la linea bdx-1 con respecto a la expresion en la WT.

Plantas Transgénicas

Se realizaron cruzas de gineceos bdx-1, con fenotipo de vainas cortas con granos de
polen de las plantas DR5-GFP, la cual es una linea homocigota. Las plantas fueron
analizadas por medio de PCR a partir del ADN gendmico para verificar la presencia de GFP

y con ello del tandem DR5. Se obtuvieron dos lineas independientes.

EI ADN gendmico para verificar la presencia de la GFP fue extraido de hojas de roseta
e inflorescencias utilizando el método de alcohol isoamilico fenol cloroformo Invitrogen (N°

de catalogo 15593031) segun las instrucciones del proveedor (anexo 1 A).
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de tiempo real.

Inflorescencias completas y hojas de roseta de plantas sometidas al tratamiento de
oscuridad y crecidas en condiciones normales, fueron colectadas para la extracciéon de ARN
total usando el método de Trizol, de acuerdo con las instrucciones del proveedor (anexo 1
B).

Para cuantificar el ARN se utilizé un espectrofotometro (Nanodrop lite; Termo
scientific) y se verifico la integridad del mismo en un gel de agarosa al 1%. EI ADNc fue
sintetizado a partir de 100 ng de ARN tratado con DNAsa-I (Qiagen, Valencia, CA, USA)
utilizando superscript Il reverso transcriptasa Invitrogen (N° de catalogo 18064) y oligo (dT)

primers (anexo 1 C).

Para la amplificacion se utilizé SYBR Green master mix con una plataforma de Applied
Biosystems StepOne. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 50°C durante
2 min. Para la activacién de la ADN polimerasa, 95°C durante 10 min. Seguidos por 40

ciclos de 15s a 95°C, 1 min. A60°C y 15 s a 95°C para el analisis de la curva “melt”.

Se realizaron maximo tres réplicas bioldgicas independientes con tres réplicas técnicas.
ACT7 (At5g09810), fungié como control enddgeno.
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Para analizar los niveles de los transcritos se disefiaron los siguientes primers: sentido
5- AGACGAGCTTAGGGTGTTGC-3" y antisentido 5-CGCCACATTTATGACACCTG-3’
para ATL8 (At1g76410), sentido 5-TGGAACGATGATGGTGAAGA-3’ y antisentido 5'-
AACCAGAGGGAGTGTTGACG-3' para KMD4. (At3g59940).

Los datos fueron analizados comparando los valores de Ct utilizando el modelo matematico
propuesto por Schmittgen y Livak, 2008 para obtener el cociente de expresion relativa 2-
ACT Los datos se transformaron con base en el logaritmo natural antes de aplicar la prueba
T de Student.

Pruebas de inmunohistoquimica

Las muestras de flores fueron fijadas en solucion FAA (formaldehido al 4%, acido
acético al 2% y etanol al 50%) y las semillas en formaldehido al 4% e infiltradas con vacio
durante 20 minutos. Se mantuvieron en las respectivas soluciones fijadoras durante 24
horas y se procedié a una deshidratacion por medio de lavados en un tren de etanoles
graduales (25, 50, 75, 85, 96 y 100%) diluidos en agua destilada. Se incluyeron en la resina
plastica LR-White (N° de catalogo 14381-UC, Electron Microscopy Sciences). Las muestras
incluidas se cortaron en un ultramicrotomo para resinas RMC-MT990 con un grosor de 2 o

4 ym para las flores y 1 ym para las semillas.

Se hicieron cortes longitudinales y transversales de las flores y para las semillas se
trataron de obtener planos donde se viera perfectamente el desarrollo embrionario y del
endospermo. Una serie de cortes fueron tratados con una tincién de azul de toluidina al 1%,

para ser revisados y fotografiados bajo el microscopio éptico Olympus.

Otra serie de cortes correspondientes a los fotografiados con azul de toluidina fueron
montados en portaobjetos silanizados y tratados para técnicas de inmunolocalizacion de
pectinas parcialmente esterificadas, desmetil esterificadas y contra el transportador de

eflujo de auxinas PIN1.

Las muestras fueron hidratadas con 1% de (Phosphate-buffered saline, PBS) para ser
incubadas con el anticuerpo primario correspondiente: antiJIM5 (rata, de Plant Probes) en
dilucion 1:50, antidJIM7 (rata, de Plant Probes) en dilucién 1:50, anti-PIN1 (cabra, aP20 de
Santa Cruz) en dilucién (1:100), anti-LM19 (rata, de Plant Probes) en dilucién (1:50) y anti-
LM20 (rata, de Plant Probes) en dilucion (1:50) durante 12 hrs. a 4 °C. Después del lavado

del anticuerpo primario fueron incubadas con el anticuerpo secundario chicken anti-goat
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con el fluoréforo Alexa Fluor 488 (1:50, Molecular Probes) y con el anticuerpo secundario
goat anti-rat con el fluoroforo Alexa Fluor 488 (1:50, Molecular Probes) segun
correspondiera por cuatro horas a temperatura ambiente (22°C). Los controles negativos
fueron elaborados al mismo tiempo sin la incubacién del anticuerpo primario, pero con la

incubacion del anticuerpo secundario.
Microscopia confocal

Los tejidos de plantulas, flores, silicuas y semillas fueron visualizados a 576-670 nm para
el yoduro de propidio (IP Invitrogen) y de 485-545 nm para la GFP utilizando un microscopio
de exploracion de laser confocal (Olympus FV 1000, Tokyo, Japén). Asimismo, las muestras

para inmunohistoquimica fueron analizadas para el segundo anticuerpo ALEXA- 488.

Las imagenes de plantas sin fluorescencia que sélo fueron incubadas con el anticuerpo
secundario fueron usadas como control negativo. Las imagenes fueron ensambladas con
Image-J para su edicién final en Adobe Photoshop v. 5.0 (Adobe systems, San José, CA,
USA).
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Resultados y organizacion de la tesis.

Capitulo 1. Participacion de BDX en el desarrollo de las estructuras reproductivas de
Arabidopsis.

En este capitulo, se describe la alteracion reproductiva que tienen las lineas de baja
expresion de BDX (mutante bdx-1 y antisentido ASBDX), que presentan una disminucion
drastica en el contenido de semillas por silicua crecidas en condiciones de fotoperiodo largo

y bajo luz continua (Fig. 7) consistentes con lo obtenido por Zufiga-Sanchez et al., 2014.

Figura 7. Fenotipo de las lineas de menor expresion de BDX. A) Longitud de las silicuas y B) Numero de semillas
de las lineas bdx-1 y ASBDX en condiciones de fotoperiodo largo (FL) y luz continua (LC). n= 8-11 plantas
distintas y tomando las medias de 20 silicuas por cada planta.

Las plantas con menor produccién de semillas y/o que presentan variaciones en el tamafio
del fruto pueden tener algun tipo de esterilidad parcial debida a la formacién de los granos
de polen y su potencial para fecundar a los 6vulos, por lo que los estudios histoldgicos de
los distintos 6rganos de la flor y en distintas fases de su desarrollo, muestran regularmente

el posible origen de los problemas reproductivos que pueda presentar una planta.

Para establecer las comparaciones durante el desarrollo de las estructuras
reproductivas entre las diferentes lineas, las muestras de las flores en diferentes estadios
se tomaron con base en los estadios descritos por Alvarez-Buylla et al., 2010 (Fig. 8). En
este analisis fueron utilizadas flores en una fase donde el androceo y gineceo estan
diferenciados perfectamente (entre los estadios 7-8 de desarrollo), flores completamente
desarrolladas, en las que no ha ocurrido la polinizacion (estadios 11-12) y flores fecundadas
(estadio 13) (Fig. 9).
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Figura 8. Estadios del desarrollo de la flor en A. thaliana (Tomado de Alvarez-Buylla et al 2010).

Figura 9. Estudios histologicos realizados en distintos estadios del desarrollo de la flor en Arabidopsis. (A, B, C)
pertenecen a WT; (D, E, F) corresponden a la mutante bdx-7; (G, H, I) representan a las flores de ASBDX. A),
B), G) representan a la flor en una fase temprana de desarrollo; B), E), H) representan la flor completamente
desarrollada, C), F), I) corresponden a imagenes que representan un estadio donde la fecundacion ya se realizo.
Cortes de 1-2 ym de grosor. Tincidon con azul de toluidina. Barras negras = 20 ym; Barras rojas = 100 ym. n=
8-10 plantas para cada linea.

El analisis de los cortes en la fase temprana del desarrollo de la flor mostré que tanto
en la linea bdx-1 como en la linea de ASBDX, los granos de polen presentan una pared
integra ademas del citoplasma nucleado similar a los de la WT. En la flor ya madura pre y
post-fecundacién, algunos granos de polen de la linea bdx-1 presentan alteraciones
morfolégicas muy visibles; colapsados y sin citoplasma en su interior (Fig. 10 E, F). Lalinea
ASBDX por otra parte, produce granos de polen con citoplasma difuso y sin nucleos

generalmente, y sus paredes parecen conformadas sin alteraciones visibles (Fig. 10 H, I).
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Figura 10. Cortes donde se muestra a los granos de polen en distintas fases del desarrollo de la flor. (A, B, C)
pertenecen a WT; (D, E, F) corresponden a la mutante bdx-7; (G, H, |) representan a las flores de ASBDX. A),
D) y G) en la fase temprana de las flores, los granos de polen se desarrollan normalmente tanto en ASBDX
como en bdx-1; B) E) y H) en la flor completamente desarrollada antes de la polinizacién, algunos granos de
polen en bdx-1 muestran carencia de citoplasma y estan completamente colapsados. La linea ASBDX muestra
granos con citoplasma difuso. C, F, |) En el estadio dénde la fecundacion ya se realizd, los granos de polen
maduros estan listos para ser liberados en la WT y las lineas de bdx-1 y ASBDX continian mostrando granos
de polen colapsados y con citoplasma difuso. Cortes de 1-2 uym, Tincion con azul de toluidina. Barra roja = 20
um, Barra negra = 10 ym. n= 8-10 plantas para cada linea.

Con base en las alteraciones morfologicas del grano de polen, se profundizé en su
funcionalidad con base en el porcentaje de germinacién del tubo polinico, indice de la
viabilidad del polen. Los ensayos in vitro de germinacion del tubo polinico mostraron que
hay una disminucion en el porcentaje de granos de polen germinados tanto en la mutante
bdx-1 como la ASBDX con respecto a la WT. Las dos lineas mutante y transgénica
presentaron un 15% de germinacién, significativamente menor al porcentaje del polen
germinado de las plantas WT, que fue de alrededor de un 58% (Fig. 11A), porcentaje menor

pero representativo con lo descrito en la literatura para Arabidopsis (Fan et al., 2001).
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Figura 11. Viabilidad de los granos de polen en las lineas de menor expresion de BDX. A) Porcentaje de granos
de polen germinados. bdx-1 y ASBDX tienen un porcentaje menor con respecto a la linea silvestre (WT col. y
bdx-1 n=200, ASBDX n=100). Cada barra corresponde al promedio y desviaciéon estandar de cuatro réplicas
bioldgicas. ANOVA de una via (P<0.05). Granos de polen germinando en plantas B) WT C) bdx-7y D) ASBDX.
La fluorescencia de la calosa sugiere la cantidad de granos de polen germinados. Barra blanca = 100 pm.
Squash con azul de anilina.

Para corroborar si este fendmeno se repite en condiciones in vivo, se polinizaron flores
WT, bdx-1 y ASBDX, con granos de polen procedentes de flores de su mismo grupo
experimental. Observaciones preliminares a la hora y tres horas post polinizacion, muestran
que las flores bdx-1 y ASBDX presentan menos tubos polinicos elongando sobre la papila
estigmatica con respecto a las WT al observarse aparentemente menor nimero de tapones

de calosa en los tubos polinicos que se encuentran en desarrollo (Fig. 11 B, C, D).

Por otra parte, para establecer si los 6vulos en la mutante bdx-71 pudieran ser una
estructura con alguna alteracién morfologica relacionada directamente con la menor
produccion de semillas, se elaboraron analisis histolégicos de estas estructuras. En el
desarrollo de los 6vulos, no se observaron diferencias notorias en todas las fases del
desarrollo analizadas (Fig.12). Los évulos se forman normalmente y tienen en su interior
sacos embrionarios similares a los évulos WT, sugiriendo asi que los 6vulos se desarrollan

normalmente.
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Figura 12. Cortes que muestran el desarrollo del 6vulo en distintas fases del desarrollo de la flor. (A, B, C)
pertenecen a WT; (D, E, F) corresponden a la mutante bdx-1; (G, H, I) representan a las flores de ASBDX. A),
D) y G) muestran que, en las fases tempranas, los évulos se desarrollan en apariencia normalmente. B), E) y
H) en las flores completamente desarrolladas, los évulos estan correctamente desarrollados. C), F), I) en el
estadio donde la fecundacion ya se realizo, los 6vulos son normales en las tres lineas. Cortes de 1-2 um, Tincién
con azul de toluidina Barra roja = 20 ym, Barra negra = 10 uym, Barra dorada = 50 ym. n= 8-10 plantas para
cada linea.

Figura 13. Cortes que muestran el desarrollo del évulo en la fase final de la megagametogénesis. (A) pertenece
a la WT; (B) Corresponden a la mutante bdx-71. Ambos tegumentos son biestratificados. En verde (0i2) y en
amarillo (0i1) las capas de tegumento externo y en naranja (ii2), rojo (ii1) y morado (ii1’) las de tegumento
interno. En bdx-1, se observan perfectamente desarrolladas al igual que en la WT. Cortes de 1-2 ym, Tincién
con azul de toluidina. Barra negra = 20 pm
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Los tegumentos externo e interno que son el origen de la cubierta seminal en la semilla,
también se conforman normalmente en bdx-1 con respecto a lo observado en la WT (Fig.
13). En las semillas WT y bdx-1, la diferenciaciéon de los tegumentos de las células
subepidérmicas concuerda con lo establecido. El tequmento externo conformado por dos
capas de células (0i1) y (0i2) se observa alrededor del tegumento interno. Sus células son
vacuoladas y grandes en las zonas micropilar y calazal y mas pequefias en la zona de
curvatura. Por otra parte, el tegumento interno conformado por dos capas de células en la
region micropilar (ii1) e (ii2) se modifican normalmente en la zona de curvatura volviéndose

tres capas, congruente por lo descrito por Beeckman et al., 2000 (Fig.13).

Con base en estos resultados, la malformacion de los granos de polen en la linea
mutante bdx-1 y el bajo indice de elongacion del tubo polinico tanto en bdx-7 como en
ASBDX, indica que hay esterilidad masculina parcial en las lineas con baja expresion de
BDX, siendo probablemente una de las causas por las que se forman menos semillas. Por
otra parte, los évulos no tienen alteraciones en sus estructuras que pudieran estar
implicadas en la fecundacién por lo que la baja produccion de semillas no parece estar

relacionada con los gametos femeninos.

Considerando que las auxinas son relevantes en el desarrollo adecuado del grano de
polen, se llevd a cabo una cruza de la linea bdx-1 con la linea homocigota DR5-GFP para
determinar el gradiente de auxinas en diferentes fases del desarrollo de la planta.
Considerando la falta de fenotipo anormal en la raiz de las plantulas de bdx-1, se determiné
el patrén de auxinas activas en esta regién como un posible control. Las raices de siete
dias de plantulas de bdx-71 no mostraron alteraciones en el patrén de auxinas activas (Fig.
14).

Durante de desarrollo de la flor, los resultados muestran que desde los estadios mas
tempranos se puede observar que las anteras de bdx-1 presentan una menor sefial de GFP
con respecto al grupo control DR5-GFP, indicando una menor acumulaciéon de auxinas
activas (Fig. 15). Por lo tanto, la aparente menor actividad de las auxinas dentro de las
anteras en la linea de baja expresion bdx-1, puede ser una posible causante de la esterilidad

parcial masculina.
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Figura 14. Raices de plantas con el marcador DR5-GFP siete dias posteriores a la siembra. En el panel A) el
grupo control muestra presencia de la GFP en células del centro quiescente y la columela. En el panel B) la
mutante de bdx-7 presenta un patréon muy similar, descartando la participacion de BDX en alguna alteracion
funcional en el gradiente de las auxinas al menos en esta etapa y zona del desarrollo de la planta. Barra blanca
=100 ym

Figura 15. Marcador DR5-GFP en las anteras de tres distintas fases del desarrollo de la flor de Arabidopsis. A,
B y C) En el control, el efecto de las auxinas a lo largo del desarrollo de la antera es intenso. D, Ey F) En la
mutante bdx-1, el marcador de auxinas activas se nota con menor intensidad. Barra blanca = 100 ym. n= 5-9
anteras de flores provenientes de plantas distintas

La esterilidad masculina en las plantas también esta relacionada con un déficit
nutricional. BDX es un gen que se expresa en el tejido vascular (Zufiga-Sanchez et al.,
2014), y estudios preliminares han mostrado que las plantas ASBDX almacenan mas

almidon que las WT en las hojas de roseta después de 16 horas de oscuridad, sugiriendo
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alteraciones en la movilizacién de sacarosa desde los 6rganos “fuente” hacia los 6rganos
“‘demanda” de la planta (Zunhiga-Sanchez, 2015). En distintos trabajos se ha observado que
tanto en las plantas sometidas a tratamientos de oscuridad prolongada que inducen el
déficit nutricional en plantas WT (Lauxmann et al., 2016), como en las lineas mutantes que
tienen bajos niveles de carbohidratos solubles (Feike et al., 2016), presentan una mayor
expresion de los genes llamados de “inanicion”, los cuales estan relacionados generalmente
con la induccion de movilizacion de lipidos o degradacién de proteinas; eventos
relacionados y temporalmente siguientes a la baja de carbohidratos disponibles o almidén

en las plantas.

Algunos genes de inanicion, por ejemplo, codifican para proteinas relacionadas con la
protedlisis, via el complejo 26S del proteosoma, que también puede ser inducida por
diferentes tipos de estrés. La enzima con dominio de dedos de zinc ATLS8 esta relacionada
con la ubiquitinacion de proteinas en distintas vias de senalizacién (Serrano et al., 2006).
Y KMD4/KFB50 que codifica para una proteina con dominio F-box llamada KISS ME
DEADLY4 ha sido relacionada con la regulacion de la ruta del acido shikimico y la

senalizacion de citocininas.

Con base en los antecedentes de Zufiga-Sanchez et al., 2014 y Zufiga-Sanchez, 2015,
ademas de los resultados obtenidos en las plantas de baja expresion de BDX en este
trabajo, se decidio determinar los niveles de expresion de ATL8 y KMD4 en la linea bdx-1
y compararlo contra la expresion basal de la WT. Se utilizaron inflorescencias y hojas de
roseta, tejidos de 6rganos en Arabidopsis que muestran mas claramente los sintomas de

inanicion.

En resultados preliminares, no existieron diferencias en la expresion de ATL8 y KMD4
en las plantas bdx-1 crecidas 8 semanas en condiciones normales de fotoperiodo con
respecto a las WT (Fig.16 A y B). Para demostrar que el sistema de induccién en la
expresion génica de estos genes funcionaba adecuadamente, las lineas bdx-1y WT fueron
sometidas a un tratamiento de doce horas de oscuridad donde se analizé nuevamente la
expresion de los genes de inanicion. Se detectd que estos genes incrementaron su
expresion en las plantas sometidas al tratamiento de oscuridad extendida en ambas lineas
(Fig. 16C y D). Sin embargo, en las plantas bdx-1 la induccion en la expresién de ATL8 y

KMD4 fue menor que el visto en la linea WT.
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Los resultados obtenidos indican que las plantas bdx-1 no se encuentran en déficit
nutricional, ya que el incremento en la expresion de estos genes no fue mayor al observado
en la WT, como ha sido reportado para otras mutantes crecidas en condiciones de
crecimiento normales y con déficit nutricional demostrado. Sin embargo, no se puede
descartar totalmente al déficit nutricional como una posible causa que pudiera estar
participando en la esterilidad parcial masculina de las lineas de baja expresion de BDX, por
lo que se necesitan realizar mas experimentos como, por ejemplo, la cuantificacion de
azucares disponibles y almidén en distintos 6rganos de la planta, para demostrar que la
cantidad de nutrientes estén disminuidos o menos disponibles en las plantas de baja

expresion de BDX.

Figura 16. Ensayos preliminares de expresion de los genes marcadores de inanicién ATL8 y KMD4 en
inflorescencias y hojas de roseta de plantas de la linea bdx-71y WT. A) Expresion del gen ATL8 en condiciones
de crecimiento normales. n=3. B) Induccién de la expresién de ATL8 en plantas sometidas a doce horas de
oscuridad n=3. C) Expresion del gen KMD4 en condiciones de crecimiento normales n=1. D) Induccién de la
expresion de KMD4 en plantas sometidas a doce horas de oscuridad n = 3. (l) inflorescencia; (HR) hojas de
roseta. Barra de error representa la desviacion estandar.
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El analisis de los fenotipos de las plantas bdx-1 y ASBDX en comparacién con la WT no
mostré diferencias a lo largo del desarrollo excepto por las descritas por Zuhiga-Sanchez
et al., 2014 relacionadas con el tamafio de la silicua y numero de las semillas producidas.
Solamente en resultados preliminares de este trabajo se sugiere una pérdida en la
dominancia apical al menos de la linea ASBDX con respecto a la WT en la fase de madurez
completa de las plantas (Fig.17), al tener mas escapos en mediciones tomadas en

condiciones de fotoperiodo largo y en luz continua.

La pérdida de la dominancia apical en las plantas esta relacionada con cambios en
la distribucion y acumulacion de las auxinas, evento que también podria explicar el grado
de esterilidad parcial que presentan las lineas de baja expresion de BDX. La importancia
de las auxinas en el desarrollo del grano de polen ha sido descrita ampliamente en gran
variedad de trabajos, por lo cual, una menor acumulacion de auxinas activas en las anteras
explicaria la alteracién del desarrollo de algunos de los granos de polen en bdx-1 y muy

posiblemente en ASBDX.

Figura 17. Numero de tallos generados desde la roseta de las plantas de Arabidopsis. A) 45 dias después
de la siembra. B) 70-80 dias de la siembra. Las lineas bdx-1 y ASBDX tienen una tendencia a generar méas
tallos que las plantas WT siendo la linea ASBDX la que muestra mayor diferencia. (FL) fotoperiodo largo; (LC)
luz continua. Barra de error representa la desviacion estandar. n=7-8

El hecho de que en los experimentos de Lauxmann et al., 2016, el déficit nutricional esta
intimamente relacionado con el movimiento de auxinas, demostrado con el cambio de
polaridad del transportador PIN1 en células del SAM de plantas expuestas a un tratamiento
de oscuridad prolongado, es otra evidencia que apoya no descartar la baja disponibilidad

de nutrientes para las lineas de baja expresion de BDX.
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Capitulo 2. Alteracion de las semillas de bdx-71 relacionada a la modificacion
en la arquitectura de la pared celular del endospermo y asociada a la desmetil
esterificacion de las pectinas.

En este capitulo se aborda como en bdx-1, una linea mutante que produce menor cantidad
de semillas con respecto a la WT, se presentan ademas alteraciones morfolégicas
importantes en un porcentaje representativo del total de semillas producidas.

A lo largo del desarrollo de la semilla WT, las pectinas presentes en la pared celular
del endospermo se encuentran desmetil esterificadas, especificamente en las zonas donde
el embridn ejerce presion al elongarse. Posiblemente este mecanismo vuelva mas laxo al
endospermo y éste puede degradarse correctamente, permitiendo un plegamiento normal
del embrion.

En bdx-1 ésta desmetil esterificacion no ocurre, propiciando posiblemente que el
endospermo sea mas rigido, y que esta rigidez altere la forma en la que el embrion se
desarrolla, al estar sujeto a una restriccion fisica mas fuerte.

El articulo que forma parte de este capitulo es una evidencia adicional de la relacién de la
proteina BDX con la actividad de las pectin metil esterasas. Ademas, estos eventos pueden
repercutir directamente en el establecimiento de las plantulas, al generar embriones con

alteraciones morfolégicas visibles.
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Supp. figure 1. Negative controls in seed from inmunohistochemistry probe for homogalacturonan antibodies A)
JIM5 and JIM7 negative slices for the secondary antibody B) LM19 negative slices for the secondary antibody.

Bars = 100 ym

To characterize the morphology of bdx-71, the seed length and width were measured. Figure 1 shows the
distribution of the length/width ratio of WT and bdx-1 seeds. The distribution of bdx-1 seeds was consistent with

the previously observed heterogeneity

The altered seedling development observed in some seedlings from misshapen bdx-1 seeds may explain the
previously described low seedling survival performance (Table 1). Additionally, the general alterations in the
radicles or cotyledons during embryo bending affected seedling growth and morphology. An absence of root
development or a different expanding rate of cotyledons was observed in these seedlings. The viability of bdx-1
normal embryos and seed germination was not affected, but there was a decrease in seedling survival despite

the absence of alterations in seedling morphology.
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Supp. figure 2. Morphological phenotype of bdx-1 seeds under continuous light conditions. A) WT seeds. B)
bdx-1 seeds. C) Distribution of the length/width ratios of WT and bdx-1 normal and bdx-7 misshapen seeds. (D)
Distribution of the length/width ratios of WT and bdx-1 seeds. Bars = 0.5 mm.

Supp. figure 3. Morphological phenotype of bdx-1 seedlings under continuous light conditions. Seedlings from
misshapen seeds of bdx-1 presenting altered development (*), but normal bdx-1 seeds showed typical

development.
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Supp. figure 4. Embryo morphology of bdx-1 seeds at different developmental stages. A) Globular stage. B)
Heart stage. Developing seeds from the different stages were included in the LR white. Slices (1 ym) were

stained with 1% toluidine blue. Bars = 250 ym.

53



Adicionalmente a la publicacién, en las semillas de bdx-1 se explord si el embrion
presentaba alguna alteracion en la acumulacion o distribucion de las auxinas utilizando la
cruza bdx-1/DR5-GFP, tal y como como fue reportado en el interior de las anteras (Fig. 15).
La sefal de GFP se detecto tanto en los embriones bdx-1 como en los de WT en las etapas
de torpedo temprano (Fig. 18 A, C) y en las etapas de torpedo tardio (Fig. 18 B, D)
especificamente en la region del centro quiescente y la columela, ademas de la region
apical de los cotiledones, tal como ha sido descrito en las diferentes etapas de desarrollo
del embrion (Friml et al., 2003) (Fig. 18), por lo que no se observd ninglin cambio en la

distribucion o acumulacién de auxinas en estas etapas del embrion.

Figura 18. Presencia de auxinas activas en etapa de torpedo temprano del embrién en Arabidopsis. A)y C) y
de torpedo tardio B) y D). En los paneles A) y B) se muestra al grupo control mientras que en C) y D) se
muestran embriones de la mutante bdx-1. Se observa que no hay un cambio visible en el patrén de la GFP,
variando ocasionalmente la intensidad del mismo. Barra blanca = 100 ym n=4.

Ademas, se determiné la presencia de la GFP en un microscopio de epifluorescencia en las
silicuas y semillas completas. Las auxinas se detectaron principalmente en el funiculo y en
la semilla completa en las plantas WT. De manera general, en la semilla bdx-1 la
fluorescencia fue menor, y en las mismas regiones con respecto a las semillas WT (Fig.
19). Dado que en el embridn casi maduro de la linea bdx-1, la distribucién y acumulacion
de auxinas fue el mismo que el control, se sugiere que el endospermo y la cubierta seminal

son las estructuras que pueden presentar la diferencia en la menor deteccion de auxinas
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activas y que éstas pudieran estar interviniendo en el desarrollo y maduracién de la semilla,
evento que podria relacionarse con la alteracion fisica de las paredes del endospermo,

retomando los resultados descritos en la publicacion.

Figura 19. Concentracion y distribucién de auxinas en silicuas, semillas y embriones de la mutante bdx-1. A), B)
y C) son los controles WT sin fluorescencia. D, E, F) pertenecen a la planta DR5-GFP control; G), H) e 1),
pertenecen a linea bdx-1. E) Se muestra que la acumulacion de auxinas se distribuye en la zona cercana al
funiculo y no se puede hacer distincion de alguna zona especifica en la semilla completa. H) La deteccion de
auxinas en la semilla mutante bdx-1 es menor con respecto al control. ) En el embridn, la detecciéon de auxinas
en la radicula es idéntica que en el control DR5-GFP (F). Barra blanca = 100 ym n= 3

Se conoce que la alteracion en el flujo de auxinas puede ser regulada por la arquitectura de
la pared celular, especificamente por el grado de metil-esterificacion de las pectinas.
Nuestros resultados sugieren que las alteraciones en el plegamiento del embrion en las
semillas de baja expresion de BDX, se deben al menos a cambios quimicos en la pared
celular del endospermo, relacionados probablemente a cambios en el flujo y concentracién
de auxinas que son independientes del embrién. Ademas, el probable aumento en la
restriccion fisica que ejerce el endospermo sobre el embrion al cambiar la rigidez de sus

paredes celulares pudiera ser determinante en el desarrollo adecuado de las semillas.

55



Capitulo 3. Resultados adicionales. Participacion de BDX en el crecimiento
del hipocétilo a través de la desmetil esterificacion de las pectinas y su
relacién con la distribucién y acumulacién de las auxinas.

Los resultados observados en los capitulos anteriores demuestran que BDX participa al
menos indirectamente en el desarrollo apropiado de los granos de polen, probablemente

relacionada con la distribucion y acumulacion de las auxinas dentro de las anteras.

En el capitulo final de este escrito, el uso del hipocétilo para evaluar la relacion del grado
de desmetil esterificacion de las pectinas con la acumulacion y distribucién de las auxinas
activas, podria corroborar como es que se efectia este tipo de regulacién. El articulo se

encuentra sometido a revision al momento de la impresion de esta tesis.

Dado que el hipocétilo es un érgano sencillo para el estudio de mecanismos relacionados
al crecimiento celular, donde las alteraciones quimicas de las paredes celulares pueden ser
determinantes y, ademas, se conoce la distribucion y concentraciones de las auxinas muy
finamente; es un modelo idéneo para determinar como las DUF642 de pared celular pueden

estar participando activamente en distintos procesos a lo largo del desarrollo de la planta.
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Summary

Auxin is involved in hypocotyl elongation in response to different environmental factors.
BIIDXl is a cell wall DUF642 protein that participates in the regulation of the degree of pectin-
methylesterification of the cell wall in different tissues, including hypocotyls. In continuous
light, bdx-1 seedlings presented longer hypocotyls than those of the WT, meanwhile the
BlIDXI-overexpressed hypocotyls were auxin resistance. Auxin accumulation was observed
in epidermal cells from bdx-1 hypocotyls, and the distribution pattern of PIN1 proteins was
different. Moreover, the gravitropic response of bdx-1, a process highly dependent on auxin
flux, was increased. In this study we determined that BIIDXI is involved in hypocotyl

elongation through the regulation of auxin flux.

Key words: auxin; DUF642 cell wall proteins; Hypocotyl elongation.

Abbreviations: BDX, BIIDXI (At4g32460); DMSO, dimethyl sulfoxide; DUF, domains of
unknown function; GFP, green fluorescent protein; IAA, indole-acetic acid; MS, Murashige
and Skoog medium; NPA, N-1 Naphthylphthalamic acid; OE, overexpression; PIN, PIN-
FORMED gene; PME, pectin methyl esterase; RT-PCR. Reverse transcription-PCR; TEB,
TEEBE (At2g41800); WT, wild type.
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Introduction

The hypocotyl is usually used in studies of cell elongation processes because of the low rate
of cell proliferation during the development of this organ. The hypocotyl of Arabidopsis
thaliana has 20 epidermal cells from embryonic origin that elongate to maintain hypocotyl
growth (Gendreau et al., 1997). The elongation process of the hypocotyl cells is highly
dynamic and widely influenced by abiotic factors, such as light quality and temperature,

under the control of different hormones (Collett et al., 2000).

Auxin is involved in hypocotyl elongation in response to different environmental factors.
Although the addition of auxin induces cell elongation in isolated stem segments and
coleoptiles (Kutschera and Niklas, 2007), exogenously applied auxin inhibits hypocotyl
elongation of seedlings grown under controlled light and temperature (Collett et al., 2000).
Auxin levels in seedlings grown in control conditions may be optimal for cell elongation and,
therefore, the addition of auxin produces a concentration sufficiently high to inhibit cell
elongation (Collett et al., 2000). During hypocotyl elongation, de novo synthesis of auxin
occurs in the cotyledons, and auxin is then transported to the hypocotyl by the vascular
tissue (de Wit et al., 2014). Polar auxin transport involvement in hypocotyl elongation under
control conditions has been demonstrated using a polar auxin transport inhibitor, N-1-
Naphthylphthalamic acid (NPA). This compound disrupts free indole-acetic acid (IAA) flux
from the cotyledons to hypocotyls and inhibits hypocotyl elongation (Keuskamp et al., 2010;
Tao et al., 2008).

The relevance of auxin transport in hypocotyl elongation has been described under shade
and high temperature. These environmental conditions promote an increase in hypocotyl
elongation due to an increase of free IAA level in the epidermal cells (de Wit et al., 2014;
Yamada et al., 2009). In response to these stimuli, there is an increase in the synthesis of
auxin in the cotyledons that is transported to the hypocotyl vascular tissue and, finally,
reaches the epidermal cells to stimulate elongation; processes that are highly dependent on
PIN transporter function (de Wit et al., 2014; Keuskamp et al., 2010; Petrasek and Friml,
2009; Procko et al., 2016; Tao et al., 2008). The mutant pin3 does not respond to shade
(Keuskamp et al., 2010), whereas overexpression of PIN1 increases hypocotyl elongation

in response to high temperatures (Jia et al., 2016).

Auxin transport is also involved in the gravitropic response that requires a differential
elongation of the epidermal cells of the hypocotyl in the area close to the intersection with

the cotyledons. Asymmetric distribution of auxin, a consequence of auxin transporter
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polarization in this zone, is related to the gravitropic response. The PIN3 localization at the
bottom side of the hypocotyl endodermal cells during gravistimulation could be involved in
auxin distribution, which could be associated with the reduced gravitropic response
observed in pin3 hypocotyls (Rakusova et al., 2011). However, disruption of PIN1

localization results in an increase in the gravitropic response (Noh et al., 2003).

Recently, (Nakayama et al., 2012) suggested that the mechanical status of the cell wall
could alter the abundance and the subcellular distribution of membrane proteins, including
auxin transporters. In particular, PIN1 could be very sensitive to small changes because its
rapid cycling between membrane and intracellular compartments. A loss of the polar
distribution of PIN transporters has been described as a result of genetic or pharmacological
interference with cellulose (Feraru et al., 2011). Also, the degree of pectin-
methylesterification of the cell wall of the shoot meristem cells is involved in PIN1 polar

localization (Braybrook and Peaucelle, 2013).

BIIDXI (BDX) and TEEBE (TEB) are DUF642 cell wall proteins that participate in the
regulation of the degree of pectin-methylesterification of the cell wall of different tissues,
including hypocotyls (Salazar-Iribe et al., 2016; Vazquez-Lobo et al., 2012; Zuniga-Sanchez
et al.,, 2014). In this study, we determined that BDX is involved in hypocotyl elongation

through the regulation of auxin flux.

Materials and Methods
Growth conditions

For this study, the following lines were used: WT (col), DR5-GFP, teb1, teb-2, pTEB:: TEB-
GFP (OETEB) for At2g41800 gene and bdx-1, pBDX::BDX-GFP, and bdx-1/DR5-GFP for
At4932460 gene (Salazar-Iribe et al., 2016; Salazar-Iribe et al., 2017; Zuniga-Sanchez et
al., 2014). Seedlings were grown in a CONVIRON growth chamber (Winnipeg, Canada) in
long photoperiod conditions (16 h light/8 h dark) at 22°C. Seeds were sterilized with 70%
ethanol for 5 min, followed by 1% SDS and a 15% hypochlorite solution for 10 min. Seeds
were subsequently rinsed with sterilized water and grown vertically on Petri dishes with 0.5

X Murashige and Skoog (MS) basal medium (Duchefa) containing 1% sucrose and 0.6%
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agar. Hypocotyl elongation was determined as described in (Salazar-Iribe et al., 2016), using

Imaged (FIJI) software.
Indole acetic acid (IAA) and 1-N-Naphthylphthalamic acid (NPA) treatments

Sterilized seeds from different lines were stratified at 4°C for 2 days and subsequently sown
in Petri dishes with 0.5 X MS with 1% sucrose and the addition of 1 yM IAA (diluted in
distilled water) or 2 yM NPA (diluted in DMSO). For control plants, the same quantity of
DMSO was added to the medium. No effect of DMSO was observed in control conditions.
IAA and NPA treatments did not affect the germination rate. The control and transgenic
plants grew vertically in continuous light conditions at 20-22°C. The 2 mM IAA stock solution
was prepared in 100% ethanol, and the 2 mM NPA (Sigma-Aldrich) stock solution was
prepared in DMSO.

For BDX expression analyses, WT seedlings grown 6 days under continuous light conditions
at 22 °C were transferred for 24 hours to MS with 1uM IAA.

Quantitative RT-PCR

cDNA samples from 100 ng of RNA of transgenic and WT seedlings were amplified with
SYBR Green Master Mix using an Applied Biosystems StepOne platform (Applied
Biosystems). PCR conditions were 50 °C for 2 min for DNA polymerase activation and 95
°C for 10 min followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C; finally, samples
were subjected to 15 s at 95 °C, 1 min at 60 °C and 15 s at 95 °C for melting curve analysis.
Three independent biological replicates with three technical replicates were performed using
specific primers for BDX forward (5-CTCTCGCTCACTCTTCTCCAA-3’) and reverse (5'-
CGACAAAGCCTGAGAGTTCCC-3’), and ACT7 and PDF [Protein phosphatase 2A,
(Lauxmann et al., 2016)] were used as endogenous controls. Expression analyses were
performed using the 2-2°T method described by (Schmittgen and Livak, 2008). Student’s t-

tests were performed using R statistical software (Team., 2017).

Inmunohistochemistry analysis

Hypocotyl of WT and bdx-1 7-d seedlings of were fixed in 4% (v/v) formaldehyde in
phosphate buffered saline for 24 h, dehydrated in an ethanol series, and embedded in LR-
White resin (London Resin Company) as described by Webb and Gunning (1990). Sections
of 1 um were cut with a microtome RMC-MT990. For inmunohistochemistry analysis,

sections were incubated with primary goat anti-PIN1 antibody (1:100), rat anti-LM19
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antibody (1:50) and rat anti-LM20 antibody for 12 h at 4 °C. They were then incubated with
chicken anti-goat Alexa Fluor 488 fluorochrome secondary antibody (1:50, Molecular
Probes) y goat anti-rat Alexa Fluor 488 fluorochrome secondary antibody (1:50, Molecular
Probes) respectively for 4 h at room temperature. Negative controls were done at the same
time without primary antibody but with the incubation with the second antibody. These
analyses were performed on at least three seedlings for each biological replicate. All
sections were excited with a 473 laser and detected with a 490-525 nm filter by using an
Olympus FV1000 Laser Confocal Scanning Microscope. The negative

imminohistochemistry controls were used to subtract basal fluorescence.

Gravitropic stimulation

For the gravitropism treatment, plates with 4-day-old seedlings grown vertically were turned
90° during one day. Then, the hypocotyl curvature was measured, with hypocotyl curvature
defined as the angle formed between the growing direction of the apex and the horizontal
base line. Angle measurements were performed on digital images using ImageJ software.
Three replicates of at least 10 seedlings with a synchronized germination start were

processed for all treatments.

Results and Discussion

Different hormones and environmental factors determine hypocotyl cell elongation. Auxin is
one of the most studied hormones involved in hypocotyl elongation. In response to auxin,
TEB expression increases (Salazar-Iribe et al., 2016); therefore, we studied the effect of
auxin on BDX expression. As expected, BDX expression increased in auxin-treated
seedlings (Figure 1A). To establish a relation between BDX and TEB function and auxin,
during hypocotyl growth, we determined the effects of IAA and NPA on hypocotyl elongation
of mutants and overexpressed transgenic seedlings growing under continuous light (Figure
1B and Supp. fig. 1). Compared with the WT, the hypocotyls of bdx-1 seedlings were larger,
whereas hypocotyls observed in OEBDX seedlings were smaller, as described for TEB lines
(Salazar-Iribe et al., 2016). IAA treatment causes a decrease in hypocotyl elongation in WT
seedlings according to (Collett et al., 2000). Seedlings of OEBDX and OETEB were resistant
to IAA, and bdx-1 and feb-1 had a similar response to that of the WT. bdx-1 and WT

hypocotyl elongation was inhibited by auxin treatment 40% and 50%, respectively (Figure
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1B; Supp. fig. 1). An auxin-resistant phenotype has been previously described in mutants

involved in auxin signaling processes (Collett et al., 2000).

Figure 1. Effect of auxin on BDX expression and hypocotyl elongation of BDX
overexpression and mutant lines. A) Auxin induction of BDX expression in 7-d-old seedlings.
6-d-old seedlings grown under continuous light conditions at 22 °C were transferred for 24
hours to MS with 1 uM IAA. For gPCR analysis, PDF and ACT7 primers were used as
standards. Three biological replicates were performed. Statistical analysis was performed
using a Student’s t-test. B) Effect of IAA and NPA on hypocotyl length of WT, pBDX::BDX-
GFP, OEBDX and bdx-1. Seeds were sown on MS and MS with IAA (1 uM) or NPA (2 uM),
and 7-d-old hypocotyl length was determined. Three biological replicates were performed.

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA (P<0.05).

To determine whether the function of BDX in the hypocotyl is related to auxin, we studied
auxin accumulation in the transgenic line bdx-1/DR5-GFP (Figure 2). In the hypocotyls from
the WT seedlings (DR5-GFP), the fluorescence was detected exclusively in the vascular
tissue, as previously described (Figure 2A and C; (Zheng et al., 2016)). No signal was
detected in the vascular tissue of bdx-1/DR5-GFP hypocotyls, but the epidermal cells
showed an important signal (Figure 2B and D). These results suggest that BDX affected
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auxin distribution in hypocotyl tissues; the absence of BDX promoted auxin accumulation in
epidermal cells and, concomitantly, hypocotyl elongation. Considering that BDX is a cell wall
protein that could be involved in the regulation of the degree of methyl esterification, the
localization of PIN1 in hypocotyls from WT and bdx-1 seedlings was performed (Figure 2E
and F). In medial longitudinal sections of WT hypocotyls, PIN1 was localized in the vascular
tissue and the external membrane of epidermal cells, meanwhile in bdx-1 hypocotyls PIN1
was also localized in the cortex cells. These results suggested that the bdx-1 mutation

altered the cycling velocity of PIN1 proteins.

Figure 2. Auxin and PIN1 localization in hypocotyl cells from WT and bdx-71 seedlings. (A)
GFP detection on epidermal cells of DR5 and (B) bdx-1/DR5 hypocotyls from 7-d-old
seedlings grown in MS. (C) GFP detection on vascular tissue of DR5 and (D) bdx-1/DR5
hypocotyls from 7-d-old seedlings grown in MS. (E) PIN1 localization was done using the
anti-PIN1 antibody in medial longitudinal sections of hypocotyls. In WT hypocotyls from 7-d-
old seedlings, PIN1 was localized in vascular tissue and epidermal cells (F) PIN1 localization
in vascular tissue and epidermal and cortex cells in bdx-7hypocotyls from 7-d-old seedlings
grown in MS. All images are section images; A-D) bars=50 um, E, F) bars = 100 ym. Three

biological replicates were performed and same results were obtained.

BDX is a cell wall protein that has been described in different cell wall proteomes, and is
involved in the regulation of the degree of pectin methylesterification in the endosperm
(Cruz-Valderrama et al., 2018). In order to determine if BDX is also involved in the regulation
of the degree of pectin methylesterification during hypocotyls elongation, pectin

methylesterification patterns were analyzed in WT and bdx-1 hypocotyl cells (Figure 3).
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Figure 3. Cell wall localization of BDX and pectins in epidermal cells of hypocotyl. A-C) GFP
detection on epidermal cells of pBDX::BDX-GFP hypocotyls from 7-d-old seedlings grown
in MS. Demethyl- esterified pectins detected in WT (D) and bdx-1 (E) epidermal cells from
hypocotyls using LM19 antibody. Methyl- esterified pectins detected in WT (F) and bdx-1
(G) epidermal cells from hypocotyls using LM20 antibody. Fluorescence was quantified by
using the Image-J program for LM19 (H) and LM20 (I). Three biological replicates were
performed. Statistical analysis was performed using a Student’s t-test (*** P< 0.001, *
P<0.05).

As it was expected, BDX was localized in the cell wall of hypocotyl epidermal cells (Figure
3A-C) and the epidermal cells of bdx-1 longer hypocotyls showed a decrease in de-
methylesterification of pectins (Figure 3D-E) (Salazar-Iribe et al., 2016). In general, a
decrease of the de-methyl esterification of pectin is associated to reduced length (Hocq et
al., 2017). However, there are several studies that support our results; PME overexpression
reduced hypocotyl length of Arabidopsis seedlings (Derbyshire et al., 2007). Considering

that bdx-1 hypocotyls also showed a different pattern of PIN1 localization that could explain
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auxin accumulation in the epidermal cells (Figure 2), and the involvement of the degree of
methylesterification of pectins in PIN1 polar localization in the shoot apical meristem of
Arabidopsis (Braybrook and Peaucelle, 2013), the increase in bdx-1 hypocotyls length could
be related to changes in auxin transport rather than the cell wall loosening process.

The role of the auxin and PIN1 in the gravitropism response has been widely studied. In mar
hypocotyls, with disrupted the localization of PIN1, the gravitropic response is more evident
than that in WT hypocotyls (Jia et al., 2016; Noh et al., 2003). In bdx-1 hypocotyls, that
showed an increased response to gravitropism compared with that of the WT (Figure 4),

alteration in auxin distribution via PIN1 could also be involved in this response.

Figure 4. Gravitropic response of WT and bdx-1 hypocotyls. (A) Seedlings were grown in
the dark. After 5 days, the Petri dish was rotated 90° for 24 hours. (B) The hypocotyl angle
was measured using image-J. Three biological replicates were performed. Statistical

analysis was performed using a Student’s t-test (P<0.05). Black bar = 1 cm.

The relevance of the degree of pectin methylesterification in cell elongation via cell wall
loosening has been well documented (Hocq et al., 2017). In this study we demonstrated that
the degree of pectin methylesterification is also involved in auxin transport to determine cell

elongation.
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Supplemental figures

Supp. Figure 1. Effect of auxin on hypocotyl elongation of TEB overexpression and mutant lines. Effect of IAA
and NPA on hypocotyl length from WT, OETEB, and teb-1 and teb-2. Seeds were sown on MS and MS with IAA
(1 uM) or NPA (2 uM) and 7-d hypocotyl length was determined. Three biological replicates were performed.
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA (P<0.05).

Como se ha visto en el articulo anterior, el uso de los anticuerpos LM19 (especifico para
pectinas casi totalmente desmetil esterificadas) y LM20 (especifico para pectinas casi
totalmente esterificadas), sugiere que la mutante bdx-71 presenta en la epidermis del
hipocoétilo menor cantidad de pectinas desmetil esterificadas y mayor cantidad de pectinas

metil esterificadas con respecto a la WT (Capitulo 3 Fig. 3).

Por otra parte, los resultados también sugieren un cambio en la distribucién del
transportador de auxinas PIN1. Preparaciones de inmunohistoquimica utilizando el
anticuerpo contra este transportador, indican mayor presencia de PIN1 en las paredes
laterales de los hipocétilos bdx-1 con respecto a los hipocétilos de las WT que parecen
tenerlo mas representativamente en las paredes transversales (Capitulo 3 Fig. 2E-F). Este
cambio seria consistente con que los hipocdtilos de las plantas bdx-1 crecidas en
condiciones normales, presentan mayor acumulacién de auxinas en la epidermis, con
respecto a las WT en las que se detectan a las auxinas mayormente en el tejido vascular
(Capitulo 3 Fig. 2A-D).
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Discusion general

La pared celular vegetal es una estructura involucrada en procesos de division,
diferenciacion y elongacién celular a lo largo de todo el desarrollo de las plantas. Reportes
previos y este trabajo muestran que cambios en la morfologia de los 6rganos y hasta la
reducciéon en la capacidad reproductiva de las plantas pueden asociarse con las
alteraciones en la arquitectura de la pared celular. El conocimiento de proteinas con
actividad enzimatica dentro de la pared celular, que pueden modificar quimicamente a las
pectinas, ha sido estudiado extensamente en varias zonas de la planta en distintas fases
de su desarrollo. BDX es una proteina que modula la actividad de PME’s. En las lineas de
baja expresion de BDX se presenta un fenotipo de silicuas mas cortas, menor cantidad de
semillas algunas de las cuales son amorfas con respecto a las WT (Zuniga Sanchez et al.,
2014).

Durante el desarrollo de la semilla, la modificacidon quimica de la pared celular es
relevante en multiples eventos, por ejemplo; en procesos de histodiferenciacion en el
embrion, en la celularizacién y muerte celular programada del endospermo, o cuando se
observa el proceso de expansion celular en varios tejidos. Posteriormente, en una semilla
madura y durante la germinacion, las paredes celulares también intervienen activamente al
inicio de la ruptura de la testa y el endospermo, durante la expansién celular relacionada al
alargamiento de la radicula, y durante la degradaciéon y movilizacion de las reservas en
tejidos de almacenamiento (Gémez-Maqueo y Gamboa deBuen, 2016). La participacion de
BDX en procesos donde la pared celular interviene en el desarrollo de la semilla ha sido
comprobada en el capitulo 2 de este trabajo contribuyendo a los hallazgos de Zuhiga-
Sanchez et al.,, 2014. En este trabajo se determind la participacion del grado de
esterificaciéon de las pectinas durante la elongacion y plegamiento del embrion WT. En las
semillas amorfas de la linea mutante bdx-1, los patrones de desmetil esterificacion de las

pectinas en las paredes celulares del endospermo se encuentran alterados.

El grado de desmetil esterificacién de las pectinas en la pared celular del endospermo
es determinante para un desarrollo apropiado del embriéon durante la maduracion de la
semilla. Durante el desarrollo, las semillas WT presentaron un patron diferencial de pectinas
desmetil esterificadas, con mayor concentracion en las zonas del endospermo cercanas a
las zonas del embridbn que se encuentran elongando y curvandose, posiblemente
involucradas en facilitar el plegamiento correcto. En el modelo descrito por Fourquin et al.,
2016, el endospermo y la cubierta seminal, capas externas al embridn, ejercen una

restriccion fisica durante la elongacion y plegamiento del embrion y los cambios en el patrén
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de esterificaciéon de las pectinas podrian estar involucrados en el estado de rigidez de las

paredes celulares de estos tejidos en funcion del desarrollo de la semilla.

El analisis enfocado en la morfologia de las semillas en este trabajo demostré que las
alteraciones visibles de las semillas de la linea mutante bdx-7 ocurre en aproximadamente
el 40% del total y son consecuencia del plegamiento anormal del embrion (Fig. 1 Cap. 2).
En las semillas amorfas de la linea bdx-1, se observé una mayor cantidad de pectinas metil
esterificadas en el endospermo cercano a la regién de los cotiledones a partir de la fase de
torpedo, con respecto a las semillas bdx-1 normales y las WT. A pesar de que no existe
una correlacion clara entre un mayor grado de esterificacion de las pectinas y una mayor
rigidez de la pared celular, en algunos de los procesos de desarrollo vegetal (Wolf y Greiner,
2012), una mayor concentracién de pectinas metil esterificadas esta relacionada con una
pared rigida. Con base en el modelo descrito anteriormente, los cambios en los patrones
de esterificacion de las pectinas en la pared celular del endospermo en bdx-1, podrian
asociarse con una mayor restriccion fisica del endospermo durante el desarrollo
embrionario, alterando el crecimiento y arreglo embrionario dentro de la semilla. Asimismo,
las pectinas metilesterificadas no son sustrato de las poligalacturonasas inducidas durante
el proceso de muerte celular programada del endospermo (Lee et al., 2012). Los embriones
vivos y malformados procedentes de semillas amorfas de la linea bdx-1, también dieron
origen a plantulas con morfologia alterada. Estos resultados sugieren que la alteracion en
el grado de desmetilesterificacion de las pectinas durante el desarrollo de las semillas bdx-

1 determinan las diversas morfologias anémalas tanto del embrién como de las plantulas.

El nimero reducido de semillas en la mutante bdx-1 puede ser consecuencia de
diferentes eventos en su desarrollo. La mutante bdx-1 presenta dvulos normales pero un
porcentaje de los granos de polen esta estructural y funcionalmente afectado. Dado que
BDX no se expresa en los granos de polen, estas alteraciones visibles (colapsados y sin
citoplasma, Fig. 10 D, E) no pueden ser atribuidas directamente a este gen. Alteraciones
similares en la morfologia del polen han sido descritas en mutantes relacionadas con la via
de sefializacion de auxinas incluyendo su sintesis y transporte (Cardarelli y Cechetti, 2014).
Por lo tanto, las alteraciones estructurales y funcionales de los granos de polen en la
mutante bdx-71 podrian deberse a un cambio en la distribucién y concentracion de las
auxinas durante el desarrollo tardio de los estambres dado que se ha establecido que el
cambio en el grado de esterificacion de las pectinas altera la ubicacion de proteinas de

membrana incluyendo los transportadores PIN (Braybrook y Peaucelle, 2013).
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La complejidad anatémica y funcional de los estambres dificulta la posibilidad de
demostrar una relacién entre BDX, el grado de esterificacion de las pectinas y los
transportadores de auxinas. El uso del hipocdtilo, modelo con una anatomia sencilla,
permitiria demostrar una relacion entre los cambios en la metil esterificacion de las pectinas
y la localizacion de los transportadores PIN en las mutantes bdx-1. Especificamente, la
epidermis participa activamente en la elongacién del hipocétilo en diferentes condiciones
ambientales y en respuesta a la gravedad. Por otro lado, aunque las malformaciones de las
plantulas pueden ser atribuidas al desarrollo inadecuado del embrién, BDX si participa en
la elongacion del hipocétilo en respuesta a distintas condiciones ambientales (Capitulo 3
Fig. 1). Los hipocétilos de la mutante bdx-7 son mas largos con respecto a las WT en
condiciones de temperatura normales (22°C), mientras que las plantas de sobreexpresién
son mas cortas (Capitulo. 3 Fig. 1). Las células de la epidermis del hipocdtilo de la mutante
bdx-1 presentan un mayor grado de esterificacion de las pectinas (Capitulo 3 Fig 3). La
relacion entre el grado de esterificacidon de las pectinas y la elongacion del hipocétilo ha
sido previamente descrita en mutantes y lineas de sobreexpresion de PME’s y TEB, otro
gen de la familia DUF642 que ademas es regulado por auxinas (Salazar-Iribe et al., 2016).
Utilizando mutantes de la via de sefalizacién de auxinas, se ha demostrado la participacion
de las auxinas en la elongacion del hipocétilo (Collet et al., 2000). Los hipocétilos de las
plantulas de sobreexpresion de BDX'y TEB presentan resistencia al tratamiento con auxinas
exogenas tal como ha sido descrito para la mutante axr-7 (Collet et al., 2000), mientras que
los hipocétilos de las mutantes presentan una mayor acumulacion de auxina en las células
epidérmicas que posiblemente promueva su mayor elongacion (Capitulo 3 Fig. 1y Supp.
Fig. 1). Finalmente, los resultados indican que el transportador PIN1 en las mutantes bdx-1
se detecta en las paredes transversales de las células de la endodermis y del coértex, a
diferencia de los hipocdtilos de plantas WT, posiblemente facilitando el flujo de auxinas

hacia la epidermis y su acumulacion en estas células (Capitulo 3 Fig. 2).

El flujo de auxinas en la respuesta al estrés por calor y al gravitropismo implica una
regulacion muy fina. La mayor elongacion del hipocétilo en respuesta al estrés por calor,
por ejemplo, es resultado de una mayor acumulacion de auxinas en las células epidérmicas,
consecuencia de una menor degradacion (Zheng et al., 2016) y/o de un incremento en el
transporte (Jia et al, 2016). Para los hipocdtilos de bdx-1, la menor respuesta al
gravitropismo correlaciona con una menor acumulacién de auxinas posiblemente resultado
de una deslocalizacién o de un aumento en el tiempo de deteccién sin reciclaje de los
transportadores (Capitulo 3 Fig. 4). Considerando que la deslocalizacion de los

transportadores PIN1 en la respuesta al gravitropismo esta relacionada con una mayor
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respuesta de las mutantes mdr-1 (Noh et al., 2003) y que la mutante bdx-1 presenta el
mismo fenotipo, se propone que las alteraciones en el grado de desmetil esterificacion de
las pectinas presentes en el hipocétilo de esta mutante estarian relacionadas con la
deslocalizacién de los transportadores de auxinas, su posterior acumulacion en las células

epidérmicas y, finalmente en la elongacion celular.

Recientemente, Hocq et al. (2017) correlacionaron el modelo acido de elongacién
celular con la estructura de las pectinas, sugiriendo que la elongacién celular correlaciona
con un mayor grado de desmetil esterificacion. Estos autores proponen que el incremento
en la concentracién intracelular de auxinas regula la actividad de una H*-ATPasa que
controla el pH del apoplasto. Los protones dirigidos hacia el apoplasto acidifican
microdominios de la pared celular, proceso que disminuye la actividad enzimatica de PME’s
libres y favorece su union con las PMEI's e incrementa la actividad de otras enzimas como
las poligalacturonasas (PG’s), que despolimerizan a las pectinas desmetil esterificadas en
cadenas mas pequefias llamadas oligogalacturénidos promoviendo la elongacion celular.
BDX es una proteina que interactia in vitro con la PME3 y con FLOR1, inhibidor de
poligalacturonasas (PGIP) (Zuhiga-Sanchez y Gamboa deBuen, 2012). Los resultados
indican que BDX y TEB podrian modular la actividad de las PME’s ya que las plantas
mutantes bdx-1y teb-1 presentan menor actividad y, en diferentes tejidos, un menor grado
de pectinas desmetil esterificadas (Capitulo 3, Fig. 3). Contrario al modelo propuesto por
Hocq et al. (2017), el hipocdtilo de estas mutantes presenta una mayor elongacion.
Considerando que el grado de desmetil esterificacion de las pectinas detectado en los
tejidos es consecuencia de un equilibrio entre la actividad de PMEs y PGs y BDX podria
alterar este equilibrio participando en el incremento de la actividad de PME’s y en la
inhibicion de las PG’s reclutando a FLOR1, y, en consecuencia, en una menor elongacion

celular.

Los mecanismos por los cuales se da la relacion entre la actividad de PME’s, el grado
de rigidez de la pared celular y el transporte y acumulacion de auxinas aun no se encuentra
bien establecido. Este trabajo tiene la relevancia de mostrar como dos miembros de la
familia DUF642 (BDX y TEB) podrian estar involucrados en este eje de regulacion, al
modular el grado de desmetil esterificacion de las pectinas en las paredes celulares de
diferentes tejidos. En particular, en el hipocétilo podrian estar involucrados en modificar el
flujo y acumulacion de auxinas, modificando su crecimiento, desarrollo y respuesta a

diferentes condiciones ambientales (Fig.20).
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Figura 20. Esquema que ejemplifica la regulacion que podrian ejercer las proteinas DUF642 y en especifico
BDX en el grado de desmetil esterificacion de las pectinas y la distribucidon y/o acumulacion de auxinas. La
desmetil esterificaciéon de las pectinas es un evento bioquimico que puede ser relacionado con el aumento o
disminucion de la rigidez de la pared celular. En 6rganos como el hipocétilo, el crecimiento del érgano podria
ser regulado por medio de los cambios bioquimicos dentro de las paredes celulares y especificamente en las
pectinas. La distribucion de transportadores de eflujo de auxinas dependeria del grado de desmetil esterificacion
de las pectinas, con este evento, la distribucién y/o acumulacién de esta fitohormona seria regulado, modulando
subsecuentemente el crecimiento celular. Enzimas con actividad catalitica podrian ser mayormente
responsables del debilitamiento de la pared celular, permitiendo la elongacién celular y el crecimiento del
organo. Por otra parte, en el endospermo, la desmetil esterificacion de las pectinas en sus paredes celulares
seria necesaria para mantener cierto grado de rigidez, relacionada con el crecimiento y plegamiento adecuado
del embrién. Un aumento anormal en el grado de metil esterificacion de las pectinas, involucraria un incremento
en la rigidez de las paredes celulares del endospermo, ejerciendo mayor presion mecanica sobre el embrion y
alterando su desarrollo.

Al momento, se conoce que las interacciones entre DUF642 y PME’s podria estar
relacionada con la distribucion y/o acumulacion de auxinas y alterar morfolégicamente el
desarrollo de algun tejido u 6rgano causando esterilidad masculina parcial y alteraciones
en el desarrollo del embrion, eventos que son indispensables para completar el ciclo de
vida de las plantas. Profundizar a nivel bioquimico acerca de estas moléculas y sus
interacciones posibles es indispensable para mostrar como se efectua este tipo de relaciéon
con las PME’s a nivel molecular. La cantidad de proteinas que aun no tienen una funcion
conocida es muy grande en el reino vegetal, por lo que el aporte de este trabajo es

significativo en el estudio del desarrollo de las plantas.
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Conclusién y consideraciones finales.

o BDX regula el plegamiento del embridon de Arabidopsis dentro de la semilla por
medio de cambios en el grado de desmetil esterificacion de las pectinas en las

paredes celulares del endospermo.

o BDX y TEB regulan la elongacién del hipocétilo probablemente por cambios en la
desmetil esterificacion de las pectinas en las pareces celulares de la epidermis,

involucrando acumulacién y transporte de auxinas.

o BDX es una proteina que interviene al menos de forma indirecta en el desarrollo de
los granos de polen en Arabidopsis y en su capacidad germinativa, probablemente

por medio de la acumulacion de auxinas activas dentro de las anteras.

Este trabajo sdélo es un punto de inicio para comprender de mejor forma como miembros de
la familia de proteinas DUF642 participarian activamente en distintos procesos a lo largo
del desarrollo de las plantas. A nivel bioquimico seria relevante comprender como se dan
las interacciones moleculares entre las proteinas DUF642, y las PME’s ademas de con

otros posibles moduladores quimicos de la pared celular como PGIP’s.

BDX posiblemente participe en otros mecanismos dependientes de la desmetil
esterificacion de las pectinas, por lo que otros trabajos cientificos serian importantes para
ampliar el conocimiento de esta proteina y de toda la familia a la que pertenece en el

desarrollo vegetal.
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Anexos

A) Extraccion de ADN genémico

1.- Se corta la estructura de la planta de la cual se va a extraer el ADN y se congela
inmediatamente en nitrégeno liquido en un tubo de 1.5 ml.

2.- El tejido congelado se rompe con un pistilo rapidamente, impidiendo la descongelacién
del tejido.

3.- Antes de retirar el pistilo, se adicionan 500 pl de buffer de extraccion de ADN’,
esperando que se descongele la mezcla. Se retira el pistilo para centrifugar la muestra 10
min. a 13000 rpm. Se toma el sobrenadante y se adiciona en otro tubo.

4.- Se le adiciona al sobrenadante 500 ul alcohol isoamilico fenol cloroformo, se mezcla
por inversién para centrifugarse durante 10 min. a 13000 rpm.

5.- Se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo y se repite el paso anterior.

6.- Después de transferir nuevamente el sobrenadante a otro tubo, se adiciona una
décima parte del volumen del sobrenadante con acetato de sodio 3 M a 21°C. y 350 ul de
isopropanol al 100% a -20°C. Se mezcla por inversién y se deja reposar 5 min. a
temperatura ambiente.

7.- Se centrifuga la mezcla durante 10 min. a 13000 rpm. y se descarta el sobrenadante.

8.- Se lava el “boton” del fondo del tubo con 150 pl de etanol al 70% y se centrifuga
durante 5 min. a 13000 rpm.

9.- Se repite el paso anterior.

10.- Se deja secar el “botén” y se disuelve en aproximadamente 20 ul de agua tridestilada
grado biologia molecular.

*Buffer de extraccién de ADN volumen final (100 ml)
20 ml de TRIS-HCI 1 M a 7.5 pH

5mldeNaCl 5M

5 ml de EDTA 0.5 M a 8 pH

5 ml de SDS al 10%

65 ml de H2O tridestilada.
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B) Extraccion de ARN

1.- Se corta la estructura de la planta de la cual se va a extraer el ARN y se congela
inmediatamente en nitrégeno liquido en un tubo de 1.5 ml.

2.- El tejido congelado se rompe con un pistilo rapidamente, impidiendo la descongelacién
del tejido.

3.- Antes de retirar el pistilo, se adiciona 1 ml de trizol, esperando que se descongele la
mezcla. Se retira el pistilo para homogeneizar la mezcla y después se adicionan 200 ul de
cloroformo por cada mililitro de trizol. Se agita gentilmente durante 15 s.

4.- Se centrifuga la muestra durante 15 min. a 10000 rpm. en condiciones de 4°C.
5.- Se toma el sobrenadante (fase acuosa, aprox. 600 ul) y se adiciona en otro tubo.
6.- Se precipita la mezcla con 500 pl de isopropanol por mililitro de trizol adicionado.
7.- Incubar a 21 °C durante 10 min.

8.- Centrifugar durante 10min. a 10000 rpm. en condiciones de 4°C.

9.- Remover el sobrenadante y lavar el “boton” con 1 ml. De etanol al 70% por mililitro de
trizol usado.

10.- Centrifugar durante 5 min. a 10000 rpm. en condiciones de 4°C.

11.- Remover el etanol y dar un “spin” para eliminar la mayor cantidad de etanol posible
sin tocar el “botén”.

12.- Resuspender el “botdn” entre 20-30 ul de agua tridestilada grado biologia molecular.

13.- Adadir 1 pl inhibidor de RNAsas y adicionar 1 pl de DNAsa |.
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C) Sintesis de ADNc

1.- Preparar una mezcla en un tubo de 1.5 ml con lo siguiente:
e 1 pl de Oligo dt (500 ug/ml).
e 1 pl de la muestra de ARN extraido (generalmente 100 ng).
e 1 yulde dNTP’s.
e 9 ul de agua tridestilada grado biologia molecular.
2.- Se incuba la mezcla durante 5 min. a 65 °C.
3.- Se pasa la mezcla a un contenedor con hielo.
4.- A la preparacion se adiciona:
e 4 ul de buffer 5X first strand
e 2uldeDTT 0.1 M (cofactor)
5.- Incubar la mezcla durante 2 min. a 42 °C.
5.- Se adiciona 1 yl de superscript Il RT y se incuba la mezcla a 42 °C durante 50 min.

6.- Se calienta durante 15 min. la preparacién a 70 °C para inactivarla.
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