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RESUMEN

La parte femenina de la flor de la Arabidopsis se le conoce como gineceo. SPATULA es un factor de
transcripcion de la familia bHLH que participa en el correcto desarrollo del gineceo. La actividad de
los factores de transcripcion, incluyendo a SPATULA, puede ser afectada por interacciones proteina-
proteina y la formaciéon de complejos proteicos. En este trabajo se inicid el estudio de proteinas
asociadas a SPATULA. Algunas de estas proteinas estan relacionadas con las respuestas a luz; por
lo que se analizé como es que la luz afecta el desarrollo de gineceos y frutos. Se demostré que la
luz roja afecta el desarrollo de Arabidopsis, en la elongacién de hipocétilos, ramificaciones y frutos.
Asi mismo la hercogamia fue mayor en las plantas expuestas a luz roja.



INTRODUCCION

Desarrollo de la flor en Arabidopsis
Las plantas angiospermas son aquellas plantas que tienen flores. La flor es la estructura mas

compleja de la planta (Alvarez-Buylla et al., 2010), y esta compuesta por sépalos, pétalos, estambres,
y el gineceo (Figura 1A).

El desarrollo de la flor de la planta modelo Arabidopsis thaliana se ha dividido en 20 etapas (Figura
1B) y empieza con la formacion del primordio floral en las etapas 1 y 2. Durante la etapa 3 los
primordios de los sépalos son visibles; en la etapa 4 los sépalos siguen desarrollandose sobre el

meristemo de la flor.

Los primordios de pétalos y estambres se vuelven visibles en la etapa 5. Al llegar a la etapa 6 los
sépalos cubren el meristemo floral y el gineceo empieza a formarse. Los 6rganos contindan su

desarrollo en las siguientes etapas.

Los primordios de estambres contindan su desarrollo durante la etapa 7. En la etapa 8 los l6culos
aparecen en los estambres. Para la etapa 9 la longitud de los pétalos alcanza la de los estambres

cortos, mientras que el gineceo contindia alargandose como un tubo ovalado hueco.

Durante la etapa 10 aparecen las papilas estigmaticas y en la etapa 11 estas papilas cubren el
estigma. Los estambres presentan una elongacion lenta cuando el botén de la flor se encuentra en

las etapas 10-11, mientras que cuando la flor se empieza a abrir la elongacién es mas rapida.

Cuando los pétalos y los estambres tienen una longitud parecida puede decirse que la flor esta en
etapa 12; ademas, el gineceo esta listo para fertilizarse y las valvas, sus margenes, replum y estilo

son totalmente distinguibles morfol6gicamente.

En la etapa 13 se realiza la fertilizacion, la flor esta abierta y los pétalos son visibles. Las etapas
posteriores describen el desarrollo del fruto. En la etapa 14, las anteras son mas largas que el

estigma, llegando a su longitud final, siendo més largos que los pistilos (Tashiro et al., 2009).

Cuando el estigma se extiende por encima de las anteras largas es la etapa 15. En la etapa 16 los

pétalos y sépalos empiezan a marchitarse. Terminando de marchitarse en la etapa 17.

Las silicuas se vuelven verdes durante la etapa 18. Al llegar a la etapa 19 las valvas de las silicuas
secas se separan y en la etapa 20, que es la (ltima, las semillas son liberadas (Alvarez-Buylla et al.,
2010; Smyth et al., 1990).
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Figura 1. Morfologia y desarrollo de la flor de Arabidopsis thaliana. A) Partes de la flor de
Arabidopsis thaliana. B) 20 etapas del desarrollo de la flor empezando por el meristemo floral hasta
la liberacién de las semillas. Meristemo floral (MF), rosa; sépalos, verde; pétalos, rosa brillante;
estambres, azul; gineceo, amarillo; 6vulos, verde oscuro; semillas, anaranjado y café. Imagen
modificada de Alvarez-Buylla et al., 2010.

La silicua es el fruto que se forma a partir de la flor de Arabidopsis; es el ovario maduro con una
estructura especializada cuya funcion es proteger las semillas hasta que terminen de desarrollarse
y después facilitar su dispersion. Como ya se describi6; el fruto comienza a formarse una vez que el
gineceo es fertilizado en la etapa 13; cada 6vulo fertilizado dara origen a una semilla (Moubayidin
and Dstergaard, 2017).

El desarrollo del gineceo abarca de la etapa 6 a la 12. La comprensidon de los procesos moleculares
que dirigen el desarrollo del gineceo es de gran importancia, ya que es el origen de la formacién de
los frutos y las semillas (Roeder and Yanofsky, 2006), siendo estas una de las mayores fuentes de

alimentos (Reyes-Olalde et al., 2017).

Factores de transcripcién, participan en el desarrollo del gineceo y del fruto

de Arabidopsis
El desarrollo de la flor, la identidad de los 6rganos que la conforman, asi como su posterior

transformacion en un fruto, depende de redes de regulacion genética complejas. Uno de los
principales componentes de estas redes son los factores de transcripcion, que regulan la expresion
de los genes (Chavez Montes et al., 2015; Herrera-Ubaldo et al., 2014).

Los factores de transcripcion y las hormonas guian el desarrollo de los tejidos del fruto, asi como las
respuestas de defensa y estrés. En Arabidopsis aproximadamente 1500 genes son factores de
transcripcion (FT) (Shiu et al., 2005), actualmente se han reportado 2296 FT (Jin et al., 2017) los
cuales pertenecen a las familias bHLH, bZIP (Vinson et al., 1989), Homeobox (Hackbusch et al.,
2005), MADS-box (de Folter et al., 2005), Teosinte Branched 1 en Zea mays, CYC en cycloidea y

Factores de proliferacion celular 1y 2 (PCF1y PCF2, por sus siglas en inglés) en Oryza sativa (TCP)



(Danisman et al., 2013), Dedos de zinc, ARR (Dortay et al., 2008) y ARF (Nanao et al., 2014; Reyes-
Olalde et al., 2013).

Los tejidos que se desarrollan a partir del meristemo del margen del carpelo (CMM), cuya actividad
depende de factores de transcripcion como SHOOT MERISTEMLESS (STM), cotiledén en forma de
copa (CUC, por sus siglas en inglés), SPATULA (SPT) y ETTIN (ETT). En la formacién del tracto de
transmision participan (NTT, por sus siglas en inglés) (Crawford et al., 2007), las proteinas HECATE
(HEC1, HEC2 y HEC3) (Gremski et al., 2007), SPT, medio lleno (HAF), expression mejorada por
brasinosteroides 1y 3 (BEE1, BEE3, por sus siglas en inglés) y los factores de respuesta a auxinas
6y 8 (ARF6 y ARF8, por sus siglas en inglés) (Crawford and Yanofsky, 2011).

Para la formacién de la valva los margenes de la valva y el replum se requiere de los factores del
dominio medio y lateral, como: hojas asimétricas 1y 2 (AS1, AS2, por sus siglas en inglés), dentado
(JAG, por sus siglas en inglés), flor filamentosa (FIL, por sus siglas en inglés), parloteo 3 (YAB3 por
sus siglas eninglés) y FRUITFULL (FUL).

En la formaciéon del dominio medio también participan NTT (Marsch-Martinez et al., 2014),
BREVIPEDICELLUS (BP), SHOOT MERISTEMLESS (STM) y REPLUMLESS (RPL) (Roeder et al.,
2003). Mientras que en las Ultimas etapas de la formacion del gineceo los involucrados en la
formacién de los margenes de las valvas son SHATTERPROOF 1y 2 (SHP1, SHP2), ALCATRAZ
(ALC), INDEHISCENT (IND) y SPT (Herrera-Ubaldo et al., 2018; Reyes-Olalde et al., 2013; Roeder
and Yanofsky, 2006).

En el desarrollo del gineceo de Arabidopsis thaliana el factor de transcripcion SPATULA (SPT) de la
familia bHLH juega un papel muy importante ya que es requerido para el desarrollo de los margenes
del carpelo, tejidos como estigma, estilo y tracto de transmision (Heisler et al., 2001; Zafiga-Mayo et
al., 2019).

Durante el desarrollo del gineceo el perfil de expresiéon de SPT es un indicador de los procesos en
que participa, en la etapa 6 se expresa en el primordio del gineceo; en la etapa 8 se expresa en la
region interna media del septum, en la parte superior del gineceo para el desarrollo de estilo y
estigma; en la etapa 11, se expresa en el septum y tracto de transmision, asi como en los primordios
de oOvulos; en la etapa 13 en las valvas y en la 17 en los margenes de las valvas (Roeder and
Yanofsky, 2006).

Las plantas mutantes para spt presentan defectos en la fusion de los carpelos, en la formacion del
estilo asi como ausencia del tracto de transmision (Albertos et al., 2019; Alvarez and Smyth, 1999),

también la silicua de la mutante spt-2 es més corta que de la silvestre (Heisler et al., 2001).



Efecto de laluz en el desarrollo reproductivo de Arabidopsis
Las plantas al ser organismos sésiles estan expuestas a diferentes factores ambientales, que pueden

afectar su crecimiento. Asi mismo, deben ser capaces de percibir y responder a las sefiales, dichas

sefiales les permitiran desarrollarse y reproducirse.

La luz es un elemento del ambiente necesario para la produccion fotosintética, que puede afectar el
crecimiento y el desarrollo de las plantas. Las plantas son capaces de detectar la luz gracias a los
fotorreceptores, como los fitocromos, los cuales son cromoproteinas codificadas por una familia de
genes, en la planta Arabidopsis thaliana. Existen 5 fitocromos (fitocromos A, B, C, D y E), pero el
presente trabajo solo se enfoca en el fitocromo B (PhyB, por sus siglas en inglés), punto que se
desarrollara mas adelante (Al-Sady et al., 2006; Paik and Hugq, 2019).

Algunos de los procesos regulados por la luz son: 1. La germinacién; en la que se ha observado que
la luz roja promueve la sintesis de éacido giberélico; hormona promotora de la germinacion
(Yamaguchi et al., 1998), 2. En la de-etiolacion; al detectar la luz se inducen cambios morfolégicos
y genéticos (fotomorfogénesis) (Xu et al., 2015), 3. Respuestas a la evitacion de la sombra;
elongando rapidamente el hipocétilo o por hiponastia de las hojas; y 4. El tiempo de floracién;

induciendo o reprimiendo la floracion (Paik and Hug, 2019; Song et al., 2015).

En primera instancia, la luz es percibida por los fotorreceptores; estos son capaces de detectar una
longitud de onda diferente, el fitocromo B (PHYB) percibe la luz roja y roja lejana (600-750 nm); la
cual hace que el fitocromo cambie de un estado inactivo (Pr) a un estado activo (Prf) y movilizarse
al nucleo, donde puede interactuar con multiples proteinas asi como con factores de transcripcion
de la familia basic helix-loop-helix (bHLH) como los PHYTOCHROME INTERACTION FACTOR

(PIF), controlando la transcripcién (Foreman et al., 2011).

Mientras que PIF3, PIF4, PIF6 y PIF7 son capaces de unirse directamente al fitocromo (Leivar et al.,
2008), los phyA-phyE interactdan con factores de transcripcion de la familia bHLH (como SPT); los

cuales inducen cambios en la expresion de los genes objetivo mediante PIF3 (Al-Sady et al., 2006).

Los PIF y CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC1/SUPPRESSOR OF PHYA-105 (COP1/SPA)
trabajan juntos para reprimir las sefiales luminosas en la oscuridad (Xu et al., 2014). Como se
muestra en la Figura 2; la percepcioén de la luz por los fitocromos modula la respuesta de las plantas
con ayuda del complejo de E3 ligasa COP1-SPA, asi como de los factores de transcripcion PIF, HY5
y HFR1. Cuando los reguladores negativos de la sefializacién luminosa se inactivan, COP1-SPA y
PIF se inactivan los fotorreceptores e inician cambios en la expresién génica, seguido de esto se
estabilizan los factores de transcripcion: HY5 y HFR1, permitiendo asi tener un mayor nimero de
genes objetivo (Lee et al., 2007; Paik and Hugq, 2019).
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Figura 2. Sefiales ambientales que perciben los fotorreceptores y su respuesta. Los fitocromos
perciben la luz y la informacién térmica para que asi la planta genere una respuesta acorde, sea a
estrés biotico y abiotico, gravitropismo y transiciones del desarrollo. Los fotorreceptores trabajan con
el complejo E3 ligasa COP1-SPA, factores de transcripcibn PIF (Factores de interaccion al
fitocromo), HY5 y HFR1. Al inactivar a COP1-SPA y PIF los fotorreceptores inician cambios masivos
en la expresion génica en respuesta a la luz. Los factores de transcripcién HY5 y HFR1 tienen un
mayor numero de genes objetivo cuando son estabilizados por los fotorreceptores. Dichas
regulaciones por parte de los fotorreceptores permiten optimizar el crecimiento y rendimiento.
Modificado de Paik and Hug, 2019.

Se ha descrito que SPT y otros miembros de esta familia (bHLH) participan en la regulacién del
desarrollo en conjunto con la luz (Heisler et al., 2001). Esto es interesante ya que se ha visto que las
mutantes de spt-2 y spt-11 son capaces de recuperar parcialmente el fenotipo silvestre externo al
ser expuestas a luz roja, presentando una correcta fusion de los carpelos en la parte apical del

gineceo.
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Los resultados del trabajo de Reymond (Reymond et al., 2012) indican que SPT evolucioné a partir
de un factor de transcripcién similar a un PIF, sufriendo una pérdida del dominio APB, dicha pérdida
fue necesaria para que SPT pudiera tener funcion sobre el desarrollo en los carpelos y estar asociado
con la evitacion de la sombra de forma independiente a la luz, promoviendo la respuesta a la evitacion
de la sombra en érganos vegetativos. Ademas; dado que SPT es un factor de transcripcién, algunos
de sus genes blanco que participan en la evitacién de la sombra estan regulados en el gineceo por
la calidad de la luz, tal evitacion se lleva a cabo a través de PHYB, PIF4 y PIF5. Esto permiten
especular acerca del rol de los mecanismos regulados por luz en los érganos de la planta. La fusién
de los carpelos en la parte apical parece ser regulada en paralelo por SPT y una ruta alternativa que

es fomentada bajo la luz roja y roja lejana.

En otro estudio se probé la funcion de SPT durante la formacion del gineceo dependiente del
fitocromo, mostrando que la funcion de SPT es dependiente de phyB. La mutacién de phyB es capaz
de recuperar la funcidon de SPT sélo en etapas de desarrollo tardias, esto cuando el eje apico-basal

del gineceo esté bien definido (Foreman et al., 2011).

La luz provoca cambios en la estructura de la planta, lo que ayuda a la planta a buscar una mejor
recepcion de luz necesaria para el crecimiento y desarrollo; estos mecanismos dependen de cambios
en la expresion génica (Sessa et al., 2005). En el trabajo de Sessa et al. (2005) se mostré una
relacién entre la regulacion (activacion o represion) de genes por la respuesta a la evitacion de la
sombra en Arabidopsis. Un miembro de la familia bHLH, al exponerse a R/FR es capaz de

desencadenar la rapida induccién de otros genes reguladores (Sessa et al., 2005).

El impacto de la luz en tejidos florales ha sido poco estudiado por lo que hay pocos estudios
reportando las respuestas de estos tejidos a las diferentes calidades de luz. Sin embargo, se ha
reportado que la luz altera la expresion de genes al degradar los factores de transcripcién de la
familia bHLH (Liu et al., 2017; Quail, 2002). SPATULA (SPT) es un factor de transcripcién de bHLH
y pertenece a la sub-familia de los similar a los factores de interaccion al fitocromo (PIF-Like, PIL.
por sus siglas en inglés), los miembros de la familia PIF participan en procesos relacionados con la

respuestas a luz (Foreman et al., 2011; Heisler et al., 2001; Toledo-Ortiz et al., 2003).

Interactores de SPT en las redes de regulacién genética
Los factores de transcripcién son capaces de interactuar fisicamente para formar complejos proteicos

(Herrera-Ubaldo et al., 2014); la composicién de dicho complejo proteico determinara sus funciones.
Es necesaria una combinacién especifica de proteinas para llevar a cabo las diferentes funciones.
Se han descrito algunas redes de regulacién que conducen a la formacién de los diferentes érganos
o0 tejidos (Chavez Montes et al., 2015). Un ejemplo de complejos de factores de transcripcion es
SEU-LUG-FIL-ANT,; el cual controla la parte adaxial en el gineceo (Azhakanandam et al., 2008), otro

caso es el complejo para el desarrollo del estilo ETT-IND-BP-RPL (Simonini et al., 2018). Como ya
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se ha mencionado a lo largo del desarrollo del gineceo son necesarias interacciones proteina-

proteina especificas (Chavez Montes et al., 2015).

Las interacciones fisicas reportadas para SPT se establecen con INDEHISCENT (IND) y HECATEs
(HEC1, HEC2 y HEC3), estos interactores actlan en conjunto como un complejo para el correcto
desarrollo del gineceo (Gremski et al., 2007; Moubayidin and @stergaard, 2014; Zdfiiga-Mayo et al.,
2019). Datos recientes no publicados de de Folter et al., (2018) obtenidos de una inmunoprecipitaciéon
acoplada a espectrometria de masas revelaron que SPT interactla con proteinas de diferentes

funciones.

Este trabajo se inici6 con la caracterizacion de proteinas asociadas a SPATULA, a las que
llamaremos interactores. Un analisis de la funcion descrita revel6 que muchas de ellas se relacionan
con procesos de percepcion, sefalizacion y respuesta a luz. Se desarrollé un sistema de exposicién
que usa LEDs (Light Emission Diodes) que emiten luz roja y roja lejana para el estudio del efecto de
la luz roja en el desarrollo de la planta Arabidopsis thaliana. En general, el papel protagénico de
SPATULA durante el desarrollo del gineceo y fruto de Arabidopsis puede llevarse a cabo mediante
la formacion de complejos con proteinas clave. Estas asociaciones no estan descritas a detalle, sin
embargo, pueden revelar mecanismos moleculares novedosos para el desarrollo reproductivo en

Arabidopsis.
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HIPOTESIS

SPATULA es importante para el desarrollo del gineceo porque participa en diferentes complejos de

proteinas que se involucran en diferentes procesos biolégicos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Estudiar el desarrollo del gineceo de Arabidopsis thaliana en el contexto de las proteinas que
interactdan con el factor de transcripcién SPATULA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Curar datos de IP-MS y seleccionar interactores.
2. Conocer la funcién de los interactores con SPATULA durante el desarrollo de Arabidopsis y
en particular durante el desarrollo del gineceo.
3. Estudiar el desarrollo de Arabidopsis con un enfoque en los interactores de SPATULA y
determinar sus posibles efectos sobre el desarrollo del gineceo.

14



MATERIALES Y METODOS

Clasificacion de las proteinas que interactuan fisicamente con SPATULA
Se us6 una base de datos construida de los datos obtenidos del ensayo de inmunoprecipitacion del

botén de Arabidopsis, con SPATULA (SPT) como carnada (de Folter et al., no publicados). Se
seleccionaron las proteinas mas abundantes con base en los valores obtenidos con el estadistico
Perseus software - t-test FDR: 0.01. Los loci ID de estas proteinas se utilizaron para buscar
informacion sobre ellos en la pagina de The Arabidopsis Information Repository (TAIR,

https://www.arabidopsis.org/). Las proteinas que interactllan con SPT se clasificaron de acuerdo con

su funcién principal.

Material vegetal
Para el estudio del efecto de la luz en el desarrollo de la planta en general se usaron las lineas Col-

0 y spt-2 (Alvarez and Smyth, 1999). Para el estudio del efecto en desarrollo reproductivo se usé
también la linea de sincronizacion floral pAP1::AP1-GR ap1-1 cal-5 (Nakamura et al., 2014). La linea
de sincronizacion floral obtuvo de Richard Immink/Gerco Angenent (Wageningen University &

Research) y spt-2 (con fondo genético Ler) por el SALK Institute.

Condiciones de crecimiento
Todas las plantas fueron cultivadas en ciclos de 16/8 h luz/oscuridad (a no ser que se indiquen otras

condiciones). El sustrato utilizado fue una mezcla de vermiculita (Hortiperl/SABSA) y peat moss
(Sunshine/SABSA) (1:3). La temperatura de las cAmaras de crecimiento fue de 22 °C, mientras en

el invernadero la temperatura oscilé entre 22 y 26 °C.

Los experimentos de exposicidn de flores en etapa 6 a diferentes condiciones de luz se realizaron
en cabinas equipadas con LEDs de luz roja (660nm, 24,600 Lx) y roja lejana (740nm, 35,300 Lx) con
ciclos de 16/8 h luz/oscuridad durante 10 dias. Las condiciones de los controles fueron, para el
control positivo las condiciones de luz del invernadero (luz natural, 37,300 Lx) y para el control

negativo total oscuridad, cubriendo las macetas con cajas privandolas de la luz.

Germinacion in vitro
Los experimentos de elongacion de hipocétilos inducidos por luz roja y roja lejana se realizaron con

plantas cultivadas in vitro. Se uso medio sélido Murashige-Skoog (Murashige and Skoog, 1962). El
medio se prepar6 con 2.215 g/L de medio MS (Caissson Labs), 8 g/L de Agar (PhytoTech Labs) y 5
g/L de sacarosa; Se ajusto el pH a 5.9 con KOH 10 M antes de la adicién del agar y se esterilizo en

autoclave durante 60 minutos a una presion de 15 Ib/in?.

Previo a su cultivo en medio MS las semillas se esterilizaron con una solucion de etanol al 70%
durante 5 min, después un lavado con cloro al 20% durante 5 min. y 3 enjuagues de 7 min. con agua
MiliQ estéril. Una vez colocadas las semillas en medio MS se llevaron a estratificacion (4 °C por 48
horas), posteriormente se transfirieron a cAmara o a la cabina con las condiciones de crecimiento

previamente descritas. Después de 6 dias se expusieron a los tratamientos de luz; para las
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condiciones de luz blanca fueron llevadas al invernadero, en el caso de luz roja y roja lejana se
llevaron a camaras equipadas con LEDs (con una distancia de 21.5 cm entre LED y caja Petri) y para
oscuridad las cajas Petri fueron colocadas dentro de una caja de carton sin que pudieran recibir luz

en el invernadero. En cada caso las cajas Petri se colocaron de manera vertical.

Mediciones de hipocotilos
Las plantulas crecidas en caja Petri durante 6 dias en la camara de crecimiento se movieron a luz

roja, roja lejana, luz normal y oscuridad por 10 dias dependiendo del tratamiento. Los hipocétilos
fueron fotografiados con una camara EOS Rebel T3 (CANON) las fotografias se guardaron en
archivos JPG. La medicién de la longitud de hipocétilos se realiz6 con la ayuda del software ImageJ

(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Los archivos se importaron a ImageJ, se calibré su escala y se tomaron

las mediciones. El hipocétilo se midié desde el primer cotiledon a la raiz, donde empieza la parte
blanca. Se midié un minimo de 5 plantulas por tratamiento y genotipo, con al menos 3 repeticiones

biolégicas.

Andlisis en flores y frutos
Para tener un mejor control sobre los tiempos de exposicién a las distintas condiciones de luz se uso

la linea de sincronizacion floral (pAP1::AP1-GR apl-1 cal-5), con esta linea se puede lograr que
todas las flores de una inflorescencia se desarrollen de manera sincronizada y estén en el mismo
estadio de desarrollo del gineceo (etapa 6). Cuando los tallos de las plantas alcanzaron una altura
de 4 cm, se removié el tallo principal para inducir la emergencia de ramificaciones secundarias de
las plantas y tener un mayor nimero de brotes sincronizados. Después de 10 dias los brotes de las
ramificaciones secundarias emergieron y se prosiguié con la induccion del desarrollo floral. Se
aplicaron 5 gotas de Dexametasona (Dex, 10mM) y Silwet L-77 (Lehle Seeds, Round Rock) al 0.1%
a cada meristemo para inducir el desarrollo de los meristemos florarles. Una vez que las flores
alcanzaran la etapa 6, caracterizada por la presencia de sépalos se transfirieron a los tratamientos
de luz.

Cuando cierto porcentaje de las flores (5, 50 U 80 %) se encontraron en etapa 6 se expusieron a las
condiciones de luz roja ya mencionadas. Después de los 10 dias de tratamiento en las diferentes
condiciones se retiraron de los LEDs y se expusieron a las condiciones del invernadero (luz
ambiental, temperatura 22-26 °C). Se colect6 tejido y se fijé6 en solucion FAE (formaldehido 5%,
etanol 50% y &cido acético 10%, aforado con agua destilada). Se colectaron 2 inflorescencias en
etapa 11 de cada muestra (5, 50 y 80 %) y se fijaron en FAE durante 16 horas.

Analisis histolégicos
Posterior a la fijacion en FAE; las muestras se deshidrataron usando soluciones de etanol 20, 40, 60

% por dos horas cada paso hasta llegar a etanol 80 % en la que se mantuvieron durante 16 horas a

4 °C. Se siguio la deshidratacion con etanol al 100 % y después etanol al 100 % mas solucion basica
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(1:1) del kit Technovit 7100 (Heraeus/Kulzer), las muestras fueron tratadas con la soluciéon de

infiltraciéon del mismo kit. Se almacenaron las muestras a 4 °C.

Para la elaboracion de bloques de histologia se usé el kit Technovit® 7100. Las muestras se
colocaron de manera vertical en el molde y, usando la solucion de infiltracion y Hardener Il (15:1) se
cubrié el material vegetal. Posteriormente se coloco el soporte a los cassetes de histologia y se
agregd mas solucion de infiltracion y Hardener 1l (15:2) hasta cubrir el soporte. La reaccion de

polimerizacion duré 16 horas. Se aplicé una capa de Technovit 2030 para dar soporte al bloque.

Los cortes se realizaron con un microtomo (Leica RM 2035 BioCut Manual Microtome). Se obtuvieron
secciones de un grosor de 12-18 um. Las muestras se colocaron en un portaobjetos y fueron tefiidas
con Azul de Toluidina al 0.02% durante 3 minutos. Posterior a su tincién, las muestras se secaron a
temperatura ambiente durante una hora. Los portaobjetos se cubrieron con una capa de Cytoseal

(Electron Microscopy Sciences CytoSeal™) y se les colocé un cubreobjetos.

Las fotografias se obtuvieron con un microscopio estereoscoépico Leica EZ4 D.

Medicién de frutos

Se colectaron los frutos al término de los tratamientos con luz que se encontraban en la parte mas
apical de la ramificacién (con mayor tiempo a exposicion a luz roja) y se obtuvieron las fotografias
con un microscopio estereoscopico (EZ4 D/Leica) en formato TIF. La medicién de la longitud de

frutos se realiz6 con la ayuda del software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Los archivos TIF fueron

importados al software ImageJ, se calibro la escala y se realizaron las mediciones. Un aproximado
de 3 frutos por planta. Después de medir los gineceos se disectaron para analizar el desarrollo de

las semillas y se fotografiaron.

Para calcular el numero de granos de polen afectados por el tratamiento de la luz roja se usé la

Ganos de polen tratados con luzroja

100.

siguiente formula:
Granos de polen tratados con luz blanca
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RESULTADOS

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar el desarrollo del gineceo a partir de los interactores
reportados por De Stefan (2018) y de SPATULA. Se estudio el desarrollo del gineceo con tratamiento
de luz roja en plantas silvestres y mutantes de SPT (spt), se encontré que los estambres de las
plantas expuestas a la luz roja son mas cortos y con menos polen que las expuestas a luz blanca.

La fecundacion y formacién de semillas también se vio afectada.

De los interactores de los complejos proteicos de SPATULA (SPT) de tejido de brotes florales
cerrados de las lineas pSPT::SPT:YFP de Arabidopsis, se seleccionaron 10 con base en su
abundancia en los datos de la cromatografia liquida a nanoescala acoplada a la espectrometria de
masas en tandem (nano LC-MS / MS), separados en un Thermo EASY NanoLC, MS con un
espectrometro de masas Q Exactive Orbitrap FTMS. Entre ellos con alta y baja abundancia de
acuerdo con el estadistico usado de Perseus software - t-test FDR: 0.01. Los primeros 6 interactores
de la Tabla 1 cuentan con una alta abundancia (Tabla 1). Los otros 4 interactores presentaron baja

abundancia, pero se seleccionaron por su expresion en tejidos femeninos (carpelos).
Tabla 1. Interactores de SPATULA con mayor abundancia en los datos de IP/MS-MS.
ID Nombre Descripcién

At5g46070 GBPL3 Proteina con actividad de GTPasa.
GUANYLATE-BINDING PROTEIN-LIKE 3

At1g01620 PIP1;3 Proteina que se localiza en lamembrana
plasmatica. Interactta con
transportadores de auxinas y enzimas
de biosintesis.

PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN
1;3

At3g04120 GAPC1 Enzima que cataliza D-gliceraldehido
3-fostato (G3P) en 3-fosfo-D-gliceroil
fosfato paso de la glucdlisis.
Propiedades moonlighting en respuesta
a cambios ambientales.

GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE C SUBUNIT

At2¢g18790 PHYB Fotorreceptor para luz roja/roja lejana.
Se acumula en el nacleo después de la

PHYTOCHROME B exposicion a la luz roja lejana.

At2g19480 NAP1;2 Proteina capaz de modular la estructura

de la cromatina mediante la regulacion
NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN1 del  ensamblaje/desensamblaje  de

nucleosomas.
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At5g23680 SAMS8 Proteina con dominio SAM regulado

. por luz de una manera dependiente de
STERILE ALPHA MOTIF (SAM) domain- | ~op1. Relacionado con LEAEY

containing protein

At3922380 TIC Proteina  reguladora  del  reloj
circadiano. Participa en el
TIME FOR COFFEE mantenimiento de la homeostasis
metabolica.
At2g33610 SWI3B Componente del complejo remodelador

de cromatina dependiente de ATP.
Participa en la transicion de la fase
vegetativa a la reproductiva del
desarrollo.

Switch subunit 3

At2916365 PCH1 Proteina de la familia F-box. Se une y

estabiliza la forma activa del fitocromo
PHOTOPERIODIC CONTROL OF HYPOCOTYL B

1

At5g25350 EBF2 Subunidad del complejo de ligasa de

o . ubiquitina SCF. Interacttia con PIF3.
EIN3-binding F box protein 2

Los interactores de SPATULA participan en procesos bioldgicos diversos
Los 10 interactores se clasificaron de acuerdo con su funcién molecular. Las proteinas clasificadas

dentro de la categoria “Respuestas a luz” son 5 proteinas: Proteina 2 de la caja F de unién a EIN3
(EBF2, por sus siglas en inglés), relacionadas con factores de interaccion con los fitocromos. Control
fotoperiddico del hipocétilo 1 (PCH1, por sus siglas en inglés), con regulacion del fotoperiodo.
Fitocromo B (PHYB), de los fotorreceptores. Motivo alfa estéril 8 (SAMS, por sus siglas en inglés), la
cual es una proteina regulada por luz dependiente de la via COP1. Hora del café (TIC, por sus siglas

en inglés), proteina reguladora del ciclo circadiano.

En la categoria de “Metabolismo” entran 2 enzimas: la proteina similar a la unién de guanilato 3
(GBPL3, por sus siglas en inglés) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa C subunidad 1 (GAPC1,

por sus siglas en inglés).

Se encontraron 2 proteinas clasificadas dentro de la categoria “Transcripcion”: la proteina de
ensamblaje de nucleosomas (NAP1;2, por sus siglas en inglés) relacionada con las histonas, y el
interruptor de la subunidad 3 (SWI3B, por sus siglas en inglés) el cual es un remodelador de la

cromatina.

Por ultimo, la categoria “Membrana” tiene un interactor relacionado con proteinas de la membrana,

la proteina intrinseca 1;3 de la membrana plasmatica (PIP1;3, por sus siglas en inglés) (Figura 3).
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Clasificacion de Interactores

GAPC1
GBPL3
EBF2
PCH1
PIP1;3 PHYB
SAMS8
TIC

NAP1;2
SWI3B

m Respuesta a luz ® Transcripcion m Membrana = Metabolismo

Figura 3. Los interactores de SPT participan en procesos relacionados con larespuesta a luz.
Los interactores de SPT identificados mediante IP-MS fueron clasificados; de acuerdo con su funcion
molecular. EBF2, proteina 2 de la caja F de union a EIN3; PCH1, control fotoperiddico del hipocotilo
1; PHYB, fitocromo B; SAMS8, motivo alfa estéril 8; TIC, hora del café; NAP1;2, proteinas de
ensamblaje de nucleosomas 1; SWI3B, interruptor de la subunidad 3; GAPC1, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa C subunidad 1; GBPL3, proteina similar a la unién de guanilato 3; y PIP1;3,
proteina intrinseca 1;3 de la membrana plasmatica.

Asumiendo que la luz tiene un efecto sobre SPT, o las vias de respuesta a luz se conectan con las
vias mediadas por SPT; el efecto podria deberse a una interaccién, pero ain no se sabe si esas
interacciones son directas o indirectas con los interactores mencionados. En resumen, la mayoria
de los interactores se relaciona con la respuesta a luz; que en conjunto podrian tener un papel
importante en el desarrollo del gineceo y al ser PhyB uno de los interactores, se incluyeron

experimentos para estudiar el efecto de la luz roja y roja lejana en el desarrollo reproductivo.

Efecto de laluz rojay roja lejana en plantulas
Una vez que se identificé la respuesta a luz como principal funcion de los interactores, los siguientes

experimentos se basaron en la luz, por lo que se propuso usar luz roja y roja lejana para ver el efecto

en el desarrollo del gineceo.

El uso de LEDs permiti6 generar la luz deseada. Para comprobar que los LEDs emitian la luz
requerida, se expusieron plantulas de los ecotipos Col-0 y Ler crecidas en medio MS con ciclos de
luz roja (660 nm) y roja lejana (730 nm) de 16/8 h luz/oscuridad, Figura 4 D-1. Como control luz blanca
y oscuridad (Figura 4 A-C y J-L respectivamente). Ambos ecotipos presentaron una elongacion de

hipocotilos al ser expuestas a luz roja lejana.
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Col Ler Col | Ler

Figura 4. Respuestas morfolégicas de hipocoétilos en respuesta a luz. Plantas de 4 dias de edad
(ecotipos Col-0 y Ler) crecidas en medio MS-agar, fueron sometidas a distintos tratamientos con luz/
oscuridad en regimenes 16/8 h; (A-C), luz blanca; (D-F), luz roja (660 nm); (G-I), luz roja lejana (730
nm); (J-L), oscuridad. Se evalu6 la elongacion de los hipocétilos luego de 10 dias de tratamiento.
Barra de escala== 2mm.

Las plantulas del ecotipo Col-0 crecidas bajo diferentes tipos de luz presentaron distintas longitudes
de hipocétilos. Los hipocétilos expuesto a la luz roja lejana presentaron una elongacién 2 veces
mayor comparada con la elongacion producida por la luz blanca. La elongacion de hipocétilos por
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roja lejana fue de 0.61 cm mientras que en la luz blanca fue de 0.29 cm. La elongacién por luz roja
resultd ser igual a la de luz blanca. La elongacion por oscuridad fue 1.5 veces mayor que la luz
blanca (5. A).

En plantulas del ecotipo Ler la elongacion de los hipocétilos por luz roja lejana fue 1.4 veces mayor
a la de la luz blanca. La elongacion por luz roja fue 1.2 veces mayor a la luz blanca. La elongacion

de los hipocétilos producida por la oscuridad fue 1.3 veces mayor a la luz blanca (5 B).
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Figura 5. Diferentes tipos de luz afectan la elongacidon de los hipocétilos de Arabidopsis.
Plantulas del ecotipo Col-0 y Ler expuestos durante 10 dias a de ciclos de luz/oscuridad de 16/8 h;
se midi6 la longitud de hipocotilos con el software ImageJ para el ecotipo Col-0 (A) y Ler (B). Col-0
n=12y Lern=09.

Los hipocétilos tuvieron una mayor elongacion en respuesta a los LEDs de luz roja y roja lejana en
comparacion de los controles (luz blanca y oscuridad). Las respuestas obtenidas coincidieron con
las reportadas por Holalu & Finlayson (2017). Afirmando que los LEDs funcionan correctamente

emitiendo la luz deseada y generando las respuestas fisioldgicas previamente descritas en plantulas.

Desarrollo sincronizado de gineceos
Para estudiar el efecto de la luz en una etapa especifica del desarrollo del gineceo es necesario

contar con muchas plantas, ya que en una planta no hay suficientes gineceos en la misma etapa.
Debido a esto se recurrid a la linea de sincronizacion floral (pAP1::AP1-GR ap1-1 cal-5).

El funcionamiento de la linea de sincronizacion floral tiene como elemento principal al gen
APETALA1 (AP1), el cual controla el inicio del desarrollo de la flor, el exdn final de este gen fue
fusionado traduccionalmente al dominio de unién a hormonas del receptor de glucocorticoides de
rata (GR). El transgén AP1 PRO:AP1-GR resultante media la expresion de la proteina de fusién
AP1-GR en un dominio que se parece al del gen AP1 enddgeno. Para lograr la induccién floral se
combina el transgén AP1 PRO:AP1-GR con plantas doble mutantes para APl y el paralogo
CAULIFLOWER (CAL).
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Durante la formacion de flores en las plantas apl-1 cal-1 al estar bloqueada durante un periodo de
tiempo generan una sobreproliferacion de meristemos similares a inflorescencias. Cuando son
tratadas con Dexametasona (Dexa) conduce a la liberacién de la proteina, del citoplasma al nicleo,
transformando los meristemos en yemas florales, estando en pausa el desarrollo floral permite
sincronizarlo una vez que se aplica Dexa (sobre el meristemo hasta que estos se tornen de color
verde oscuro), ya que reactiva el desarrollo (Figura 6 A-D). Las flores después del tratamiento con
Dexa se parecen mucho a las plantas de tipo silvestre. Esta caracteristica da pauta para que en una

misma planta se tenga un mayor nimero de gineceos en la etapa deseada.

E Induccién
floral
$ 16/8 hrs
|
Etapa 1\ MF 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Linea P ~ AN 2R AW
pAPl::AF;la:IGRin apl& Q e (’ ‘) ((: r\J ( W> @' U At W f\ /\ 4

Fijacion de tejido
16/8 hrs
ﬁ |

Etapa 1 2 13 14 15 16 17 18 19 20

Luz Luz
[] |

blanca roja

Figura 6. Desarrollo de la linea de sincronizacion. (A-D) desarrollo de la misma inflorescencia de
la linea de sincronizacion floral después de ser inducida con Dexametasona [10 mM]. El dia es
representado por d y el nimero es el dia después de la induccién, por ejemplo: d5, 5 dias después
de la aplicacion de Dexa. (E) Esquema experimental de la exposicion de flores en etapa 6 a luz
blanca y roja con fotoperiodos de 16/8 h luz/oscuridad, durante 10 dias. Después fueron pasados a
luz blanca. La flecha azul indica cuando el tratamiento con luz roja concluyo y la etapa en la que se
colectaron inflorescencias para ser fijadas en FAE. (E) modificado de Alvarez Buylla et al., 2010.
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Una prueba solida de la sincronizacion fueron los cortes histoldgicos realizados a inflorescencias
fijadas en formaldehido. Naturalmente los gineceos varian en la etapa que se encuentran, El
desarrollo normal de las flores en Col-0 no es sincronizado (Figura 7A), contrario a ello la linea de

sincronizacion floral, el cual presenta un desarrollo sincronizado (Figura 7B).

En los cortes se puede apreciar que el desarrollo esta sincronizado presentando un mayor nimero
de gineceos en la etapa 11 (Figura 7B) en comparacion con el ecotipo Col-0 que sus gineceos varian

de la etapa 5 ala 12 (Figura 7A). Con base en ello la linea permite tener una muestra mas grande.

Figura 7. Desarrollo floral en las lineas Col-0 y pAP1::AP1:GR ap1l cal. Cortes transversales de
inflorescencias fijadas en FAE tefidos con azul de toluidina, mostrando la etapa de desarrollo de
gineceos de lineas (A) Col-0y (B) pAP1::AP1:GR apl cal, (sincronizacion floral). (A) El ecotipo Col-
0 presenta gineceos en etapas que van desde la 5 hasta la 12, mientras que en la linea
pAP1::AP1:GR in apl cal (B) abarca etapas de la 10 a la 12. Cada numero en rojo representa la
etapa de desarrollo del gineceo. Barra de escala==1 mm.

Desarrollo del gineceo en condiciones de luz rojay roja lejana
Una vez determinado que la linea de sincronizacion floral permite obtener gineceos en etapas

especificas y en mayor niimero, se expusieron estas plantas a los distintos tratamientos con luz.

Después de los 10 dias de tratamiento con luz roja las plantas en etapa 12 se transfirieron a luz

blanca para continuar con su desarrollo.

Se encontrdé que las plantas tratadas con luz roja tenian menos polen y sus estambres eran mas
cortos en comparacion con los expuesto a luz blanca (Figura 8 Ay C). La luz roja afecta el desarrollo
reproductivo masculino reduciendo el nimero de granos de polen en aproximadamente un 80% en
comparacion con el control. La longitud de los estambres fue reducida en todas las flores expuestas

a luz roja.

La distancia entre la parte apical de los gineceos y la parte apical de las anteras es mayor en el

tratamiento con luz roja (Figura 8 B y D). En el tratamiento con luz blanca las anteras alcanzaron la
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misma longitud del gineceo, mientras que en el tratamiento con luz roja las anteras solo llegaban al

50 % de la longitud del gineceo.

Figura 8. La luz roja afecta el desarrollo reproductivo masculino. Plantas de la linea
pAP1::AP1:GR ap1l cal (sincronizacion floral), se sometieron a tratamientos con luz blanca (circulo
blanco) o luz roja (circulo rojo) durante 10 dias. A) muestra las inflorescencias expuestas a luz blanca.
B) inflorescencias expuestas a luz roja. C) desarrollo normal y distancia entre el gineceo y las anteras
de una flor expuesta a luz blanca. D) flor expuesta a luz roja y la distancia entre el gineceo y las
anteras. La elongacion de los estambres se ve afectada en el tratamiento con luz roja. Las flechas
indican la distancia entre gineceo y antera. ANT: anteras, GIN: gineceo, los asteriscos: polen en la
parte apical del gineceo.

Ademas de la inspeccion externa se realizo un andlisis de las estructuras internas mediate histologia.
En las laminas se pudieron apreciar cortes transversales de anteras, mostrando los granos de polen
de la linea de sincronizacion floral tratada y no tratada con luz roja. Las anteras expuestas a luz roja
presentaron reduccion en el tamafio de la antera, mayor tefiido con azul de toluidina del endotecio,

bandas de fibra y capa intermedia tapetum de las anteras y de granos de polen. Con base a la
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comparacion de los granos de polen de los expuestos a luz roja contra los no expuestos, en la Figura
9 se aprecia que la estructura de los expuestos es irregular, lo que podria ser solo un retraso en la

formacién correcta.

Figura 9. Luz roja afecta la estructura del polen. Cortes transversales de anteras de la linea de
pAP1::AP1:GR apl cal, tratadas con luz blanca (A), (C) y (E) y luz roja (B), (D) y (F). (A) y (B) corte
transversal de antera. (C) y (D) corte longitudinal de antera. (E) y (F) acercamientos de las zonas
sefialadas de (A) y (B). (E) corte transversal de saco polinico de la antera con granos de polen dentro.
(F) corte transversal de saco polinico de una antera expuesta a luz roja. (A) - (F) fijadas en FAE y
tefiidas con azul de toluidina. Tratamiento con luz blanca, circulo blanco; tratamiento con luz roja,
circulo rojo. Barra de escala== 2mm.
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Los cortes transversales de las anteras se pueden apreciar en la Figura 9 Ay B, los incisos Cy D
son cortes longitudinales. Los granos de polen expuestos a luz blanca presentan una forma mas
redonda a comparacion de los tratados con luz roja, en los que su estructura es irregular (Figura 9
E y F). La luz roja afecto el desarrollo de los granos de polen de la planta. No podemos descartar
que los granos de polen no sean funcionales, ya que si se produjeron algunas semillas.

Figura 10. La luz roja afecta la ramificacién de las inflorescencias. Inflorescencias en etapa 12-
15 después de 10 dias de ser expuesta a luz blanca (A) y luz roja (B). Plantas de sincronizacion floral
después de 30 dias de ser expuestas a luz blanca, previamente expuestas a (C) luz blanca y (D) luz

roja por 10 dias. Barra de escala == 2 cm.
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La luz roja puede afectar el desarrollo de los frutos. Las plantas bajo el tratamiento de luz roja
presentaron una disminucion del numero de ramificaciones, reduciendo a un 60 % en comparacion
con el control (Figura 10 C y D). Una vez que los estambres resultaron afectados, se analizaron los
frutos. La respuesta obtenida podria afectar el desarrollo de frutos y la formacion de semillas,

provocando la aborcién de semillas.

Figura 11. El desarrollo del gineceo de spt-2 se ve afectado por la luz. Plantas spt-2
después de ser expuestas por 10 dias a ciclos de 16/8 h luz/oscuridad, (A) luz blanca y (B) luz
roja. Circulo blanco: luz blanca, el circulo rojo: luz roja. Barra de escala== 2 mm.
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Desarrollo del gineceo en la mutante spt-2 en condiciones de luz rojay roja

lejana
Para esto no solo nos interesaba tener una muestra grande con gineceos en la misma etapa, sino

determinar si la luz roja es capaz de recuperar el fenotipo de la mutante spt-2, en la cual el gineceo

no tiene un buen desarrollo, ya que no hay una buena fusién de carpelos.

El fenotipo de la linea mutante spt-2 consiste en silicuas, donde el desarrollo del septum ocurre solo
hasta la mitad de ésta y las semillas son contenidas en la parte apical de la silicua (Groszmann,
Paicu & Smyth, 2008). Dicho fenotipo es producto de un cambio conservado de arginina por lisina

en el codén 209 dentro del dominio bHLH.

El tratamiento y los ciclos de luz (16/8 h luz/oscuridad) para spt-2 fueron los mismos, con excepcion
de que los cortes histolégicos, no se pudieron llevar a cabo por causas de fuerza mayor no atribuibles

al laboratorio.

El 80 % de las mutantes spt-2 expuestas a la luz blanca y roja fueron capaces de recuperar el fenotipo
silvestre (una correcta fusién de carpelos), mientras que las expuestas a luz blanca expresaron el
fenotipo mutante (carpelos sin fusionar), ademas de una morfologia de flor completa bien
desarrollada como la de Col-0 (Figura 11). Después se analizaron las semillas comparando las
expuestas a luz blanca y la luz roja. Se encontré que el nimero de semillas obtenidas del tratamiento

con luz roja fue 1.5 veces mayor al de la luz blanca. En promedio para la luz blanca se obtuvieron 6

semillas y para luz roja 9 (Figura 12).

Figura 12. Formacién de semillas en plantas mutantes spt-2 bajo distintos tratamientos con
luz. Frutos de spt-2 después de ser tratados por 10 dias con ciclos de 16/8 h de luz/oscuridad.
Tratamiento con (A) luz blanca y (B) con luz roja. Circulo blanco: luz blanca, circulo rojo: luz roja.
Barra de escala==2 mm..
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DISCUSION

Una de las respuestas a la luz roja lejana es el aumento de la longitud del hipocétilo como se observa
en las plantulas de Col-0 indicando la viabilidad del sistema que se implementé. Las plantulas
presentaron la respuesta clasica a la luz roja lejana, los hipocétilos tuvieron una mayor elongacion
en respuesta a los LEDs de luz roja y roja lejana en comparacién con el control, lo cual confirmé el
funcionamiento correcto de la iluminacién LED utilizada. Dichas respuestas concuerdan con las
respuestas en plantulas de tomate donde la luz roja y roja lejana inducen la elongacién del hipocotilo

en un 20% a comparacioén del control (Chia and Kubota, 2010).

Falcioni (2020) mostr6 como plantulas de tomate crecidas bajo distintas calidades de luz afecta la
elongacion de los hipocatilos y el espesor de la pared celular, bajo luz roja lejana y oscuridad la pared
celular es mas delgada, mientras que para la luz roja no parece afectar a la pared celular (Falcioni
et al., 2020). La exposicién a LEDs por una semana con ciclos de 16/8 h luz/oscuridad es suficiente
para lograr respuestas ya reportadas por otros autores acerca de la luz roja y la elongacién de

hipocétilos.

Esto es interesante ya que, en este trabajo, la longitud de los hipocétilos del ecotipo Ler expuestos
aluz roja lejana presentan una mayor elongacion que el ecotipo Col-0. Sin embargo, estos resultados
son opuestos al estudio de Koornneerf (1980) donde se muestra que los hipocétilos de las plantulas
del ecotipo Ler son afectadas negativamente por los diferentes tipos de luz, siendo la luz roja lejana
el de mayor efecto inhibitorio en la elongacion (Koornneef et al., 1980). Estas diferencias pueden ser

debido a que en el estudio de Koornneerf no se usaron LEDs.

Es importante destacar que el efecto de la luz sobre la elongacién no solo se ha observado en
hipocétilo. Otro tejido afectado fue el tubo polinico, al exponer plantas de Arabidopsis a luz roja se
obtuvo una mayor elongacion del tubo polinico de las flores (Chhabra and Malik, 1978). La
observacion de estos fenotipos sugiere que la luz no sélo es capaz de inducir la elongacion de los

hipocétilos, sino que a la vez elonga otros tejidos como el tubo polinico e incluso las anteras.

Una herramienta para el estudio del desarrollo del gineceo
La linea de sincronizacién nos permite tener un mayor nimero de gineceos en la etapa deseada. La

linea pAP1l::AP1-GR apl-1 cal-5 es confiable para estudiar la correlacion entre las firmas
metabdlicas y el desarrollo (Bellaire et al., 2014). Ademas permite el andlisis de la expresion génica
en las primeras etapas del desarrollo de la flor (Wellmer et al., 2006); asi como la obtencion del perfil
de glicerolipidos durante el desarrollo de la flor de Arabidopsis (Nakamura et al., 2014), pero no se
ha usado en experimentos relacionados con gineceo-fruto o con experimentos relacionados con luz.
Encontramos que los gineceos de la linea de sincronizacion floral presentan el mismo efecto de la

luz roja que los gineceos silvestres.

30



En los cortes realizados de los tejidos fijados se puede apreciar que el desarrollo de las
inflorescencias esta sincronizado, presentando un mayor nimero de gineceos en una etapa
especifica (en este caso etapa 11) en comparacion con el ecotipo Col-0, que en los gineceos varian
de la etapa 5 a la 12. Se ha reportado que esta linea cumple con el desarrollo normal de una flor
después de ser inducidas con Dexametasona (Bellaire et al., 2014; Nakamura et al., 2014). Por ello
la linea pAP1::AP1-GR apl-1 cal-5 permite tener una muestra mas grande en etapas de interés,

demostrando una vez mas que es una linea confiable para hacer experimentos a gran escala.

Es importante destacar que es la primera vez que se usa la linea pAP1::AP1-GR apl-1 cal-5 en este
tipo de experimentos y la primera vez que se usa la linea en el laboratorio, ademas se observa que
esta linea es capaz de responder a la luz roja, dando pauta para seguir trabajando con ella para este

tipo de experimentos.

Efecto de laluz roja en el desarrollo reproductivo masculino
Una vez abierta la flor se encontré que las plantas expuestas a luz roja tenian menos polen y sus

estambres era mas cortos que los expuestos a luz blanca. Aunque la linea pAP1::AP1-GR ap1-1 cal-
5 puede llegar a carecer de estambres individuales en condiciones de crecimiento normales, se
observé que la luz roja provocaba una reducciéon en la longitud de los estambres desarrollados
(Bellaire et al., 2014).

La luz roja afecta la elongacion de los estambres ya que los fitocromos son capaces de modificar la
morfologia de 6rganos como son los casos de A. thaliana y B. rapa, que al exponerse a luz roja y
roja lejana los pistilos redujeron su elongacién (Brock and Weinig, 2007; Weinig, 2002). Los
experimentos de Brock y Weinig (2007) reportan el efecto de las distintas relaciones de luz roja y

roja lejana sobre los estambres (Brock and Weinig, 2007).

El fitocromo B interactla directamente con las proteinas AUX/IAA, al percibir la luz roja suprime la
sefializacion de auxinas, reprimiendo la respuesta a auxinas por la degradacion de AUX/IAA (Xu et
al., 2018). Por lo que la luz es capaz de controlar la elongacion de los estambres. Cuando la luz es
percibida por criptocromos y fitocromos es por medio de COP1 que se modula la sefializacién de
auxinas (ARF8.2 y ARF8.4) a través de HY5, HYH y sus genes diana como IAA19, via relacionada
con las auxinas (Marzi et al., 2020), como se ha reportado en los hipocotilos (Mao et al., 2020). Por
lo que la variacion de elongacion entre los estambres expuestos a luz blanca y luz roja puede ser

debida en la inhibicion de la sefalizacion de las auxinas.

El nimero reducido de granos de polen dentro del gineceo, que mas tarde pasa a ser el fruto (silicua),
podria deberse a que los estambres son cortos teniendo una baja posibilidad de alcanzar al gineceo,

produciendo gineceos con menor nimero de semillas.
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Con base en la comparacion de los granos de polen de las plantas expuestos a luz roja contra los
no expuestos se aprecia que la estructura de los expuestos a la luz es irregular esto podria ser solo
un retraso en la formacién correcta. Esta afectacion puede ser debida a que las condiciones
ambientales durante el desarrollo de las anteras afecta la composicion quimica del polen (Delph et

al., 1997), cambiando asi su estructura.

De acuerdo con Weinig (2002) el efecto de la luz roja y roja lejana puede afectar la produccion de
frutos de la flor ya que en algunas especies el estigma y las posiciones de los filamentos pueden
afectar la dispersién del polen, afectando asi la autopolinizacién (Weinig, 2002). De nuevo, la luz roja
podria estar cambiando la respuesta de las auxinas, ya que las auxinas regulan la morfogénesis de
los estambres y un cambio en su sintesis puede llegar a provocar un efecto negativo en la

dehiscencia de las anteras y maduracion del polen (Cecchetti et al., 2008; Ghelli et al., 2018).

Se ha identificado que ARF8 regula la lignificacion del endotecio (Ghelli et al., 2018), por lo que la
exponerse a luz roja la lignificacién no ocurra de manera normal, ademas provocando cambios en la
correcta maduracion del polen (Cecchetti et al., 2017). En la caracterizacion realizada por Bellaire
(2014) de la linea pAP1:: AP1-GR apl-1 cal-5 describen un desarrollo de flores con semillas fértiles,
asegurando asi que el polen y 6vulos se desarrollan de forma normal en condiciones normales de
crecimiento (Bellaire et al., 2014), afirmando que el efecto observado en los granos de polen es

debido a la luz roja.

El cambio en la estructura del polen podria ser solo un posible retraso en su formacién ya que la
planta al ser capaz de producir semillas habla de su viabilidad; aunque no se realiz6é una prueba de
Alexander para confirmar que los granos de polen se vieran afectados a nivel fertilidad, pero en el

estructural si tiene un efecto evidente.

En este estudio no se hicieron mediciones de la longitud de los tubos polinicos; sin embargo, se
observé que las anteras contenian un menor nimero de granos de polen, los cuales tenian una
forma poco uniforme a comparacion del polen de las plantas control. Una vez que los gineceos fueron
abiertos para analizar el interior se observo que las semillas no tuvieron un desarrollo correcto,
resultando incluso abortadas, esto puede ser un efecto de que el polen no es viable, ya que es
posible que los granos de polen de las plantas, incubadas con a luz roja se vieran afectadas por la

luz.

La variacion en la forma esférica del polen puede deberse al estrés por las condiciones de
iluminacién (Cucinotta et al., 2020). Ademas, para determinar los sitios de iniciacién del évulo y la
identidad del 6vulo es necesaria la comunicacion entre los factores de transcripcion y las hormonas
(Cucinotta et al., 2014).

La relevancia del control de agua en el desarrollo floral parece ser un punto importante en el

desarrollo de la planta. El contenido relativo de agua de las células del polen podria correlacionar
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con la madurez del polen (Pacini and Franchi, 2020), ya que afecta la viabilidad y eficiencia del
transporte de polen de la antera al estigma, aunque adn no es muy claro como los factores

ambientales afectan el polen y sus mecanismos reproductivos (Cortez et al., 2021).

Un estudio mostro que COPL1 controla la elongacién de los filamentos de los estambres a través de
HY5, ya que las mutantes copl-4 y copl-6 presentaron estambres cortos. Este control por parte de
COP1 involucra a 1AA19, donde HY5 y HYH regulan la expresion de 1AA19 (Marzi et al., 2020).
Como recordaremos SPT es capaz de interactuar con SAMS8, proteina regulada por luz de manera
dependiente de COP1 (Ma et al., 2002).

En estudios posteriores sera necesario comprobar la viabilidad del polen, un experimento sencillo
podria ser tomar polen de las plantas expuestas a luz roja y polinizar con él manualmente una planta

no tratada y observar si estas pueden llevar a cabo la fecundacion y produccién de semillas viables.

Este efecto no parece tener relacion con SPT ya que no se ha reportado que SPT tenga expresion
durante el desarrollo de évulos, la expresién de SPT abarca solo los tejidos de las valvas, los
margenes de las valvas, por lo que se cree que SPT no tenga control sobre dicha respuesta a menos
que lo haga en conjunto con otros genes, hasta el momento no hay reporte de dichas interacciones

que lo confirmen.

Un estudio enfocado en HEC-SPT mostré que estos son capaces de heterodimerizar y asi ambas
proteinas interactian controlando el desarrollo del gineceo, expresando HEC en el septum, tracto de
transmision y estigma. HEC también presenta expresion en los 6vulos (HEC1 y HEC2) y en el
funiculo del évulo (HEC3) (Gremski et al., 2007). Se ha reportado que SPT promueve la formacion
de los mérgenes del carpelo y facilita el desarrollo del tabique y el évulo (Cucinotta et al., 2014), su
mutante spt-2 tiene un menor numero de 6vulos que las silvestres (Nahar et al., 2012). La interaccion
entre SPT y HEC puede estarse afectando debido a la luz, por lo que la transicion de évulo a semillas
puede verse truncado por la luz y SPT y no por el grano de polen, provocando una produccién pobre

de semillas.

Ademas, la via de citoquininas esta conectada con la via de las auxinas, donde la sefializacién de
las citoquininas es dependiente de SPT, ya que ambas citoquininas y SPT activan la biosintesis de
auxina y sus respectivos genes de transporte, aunque esta activacion sucede en el dominio medio
del gineceo. De acuerdo con el modelo de formacién de 6vulos a partir del dominio del meristemo,
la interaccién auxinas-citoquininas inician el desarrollo del 6vulo desde el dominio medio del
meristemo (Galbiati et al., 2013) Sehra 2015.

La respuesta de las auxinas a la luz
Se sabe que las hormonas auxinas son uno de los principales reguladores del desarrollo de las

plantas, por ello no es sorpresa que las respuestas observadas en este trabajo estan relacionadas

con las auxinas, y mas cuando el transporte de auxinas es regulada por la evitacién de la sombra
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(deteccion de luz roja y roja lejana) (Keuskamp et al., 2010). Los cambios provocados por luz estan
relacionados con otras sefiales ambientales, por lo que esta via de sefializacion esté interconectada
con otras vias para regular la fisiologia y desarrollo de las plantas, incluyendo vias hormonales (Paik
and Hugq, 2019).

El transporte de auxinas y la sefializacion luminosa se relacionan con el desarrollo de plantulas,
comunicacion entre brotes y raices y control de la ramificacion (Foreman et al., 2011). De acuerdo
con el trabajo de Halliday et. al. (2009) la relacion entre la luz y las auxinas controlan los niveles, el
transporte y la capacidad de respuesta de las auxinas.

La relacion de luz roja y roja lejana induce a la sefializacion por auxinas, los recursos se enfocan en
la elongacion del hipocétilo por lo que la ramificacion se ve comprometida (Carabelli et al., 2007),
cambios en el transporte de auxinas es lo que regula la elongacion (Cecchetti et al., 2008; Keuskamp
et al., 2010). Esta coordinaciéon impulsa respuestas en los tejidos de brotes y raiz; afectando la

arquitectura de la planta en asociacién con las auxinas (Halliday et al., 2009).

Existe una relacién entre la luz y las auxinas; la luz es capaz de regular el flujo de auxinas mediante
un mecanismo de comunicacién entre tallo y raiz. Esta comunicaciéon permite un desarrollo
coordinado de ambas estructuras. Ya que la luz modifica la distribucién de auxinas sincronizando el
crecimiento y desarrollo de ambas. Ademas, la luz modera la sensibilidad a la auxina dentro de la
célula (Halliday et al., 2009).

Se sabe que otros factores de transcripcion miembros de la familia bHLH, como HFR1, PIL1, PIL5,
PIL6, PIF3 y PIF4 tienen un rol principal en las cascadas de transcripcion de la sefializacion por luz
(Hug and Quiail, 2002; Huq et al., 2004; Kim et al., 2003). El factor de transcripcién SPT de igual
forma pertenece a la misma familia, ademas puede heterodimerizar con un amplio rango de factores
de transcripcion de la familia bHLH, estas dimerizaciones estabilizarian ambos interactores, logrando

asi la induccién de genes relacionados con la sombra.

En mutantes de spt los fenotipos de gineceo, silicua y el area de semillas fueron restaurados por la
mutacién nula de PHYB, sugiriendo una relacion entre SPT y PHYB durante el desarrollo del gineceo
(Foreman et al., 2011).

SPT es considerado un similar factor de interaccion al fitocromo (PIL, por sus siglas en inglés), por
lo que la relacion anterior tiene sentido. Los resultados de Wu et al., (2018) sugieren que en
Arabidopsis SPT esta involucrado en la fotomorfogénesis de una manera dependiente de PHYB (Wu
et al., 2018). La via de la luz y las auxinas comparten objetivos, especialmente durante la respuesta
a la evitacién de la sombra, efecto producido por la luz roja lejana, por ello la abundancia de
transcritos de genes que responden a auxinas aumenta rapidamente en respuesta a la luz con una

relacion baja de luz roja y roja lejana.
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La luz controla el desarrollo de Arabidopsis y coordina otras vias celulares, siendo un posible
interruptor para el desarrollo, especialmente la luz roja y roja lejana (Xu et al., 2015). No se ha
identificado los puntos exactos de interaccion entre la sefializacion de phyB y SPT que controlan la
distribucion del gradiente de auxinas dentro del gineceo. Nuestros resultados concuerdan con la
informacion reportada de elongacion por la luz roja sobre los estambres, resaltando que esta linea

es apta para experimentos con luz.

Como ya se ha mencionado para el correcto desarrollo de los tejidos que da el meristemo marginal
del carpelo, las hormonas son un factor importante, como las auxinas, ya que estas pueden estar

controlando las diferentes regiones del gineceo (Reyes-Olalde et al., 2013).

Un estudio previo demostrd que la sefializacion luminosa puede controlar el flujo de auxinas en la
plantula a través de las proteinas PIN1, PIN2 y PIN7 (Laxmi et al., 2008), otro estudio (Halliday et
al., 2009) mostré que la luz es clave en el control de la distribucion intracelular de PIN2, ya que
mantiene su localizacion en la membrana plasmatica y reduciendo sus objetivos vacuolares en el
intercambio de proteinas.

Toda esta regulacién parece estar mediada por el factor de transcripcion de la familia bZIP,
ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5), el cual pertenece a la via del receptor de la luz azul, sugiriendo
que la regulacién del desarrollo por luz es mediante el cambio de la distribucion intracelular de las
proteinas PIN (Friml et al., 2002). De igual forma podria estar actuando el factor de transcripcion
SPT, pero participando en la via del receptor de la luz roja teniendo como objetivo otras proteinas
PIN. Alun se desconoce si los diferentes fotorreceptores se dirigen a distintos subconjuntos de
proteinas PIN (Halliday et al., 2009).

Se ha reportado que PHYB interactia con proteinas ARF6 para inhibir el alargamiento de los
hipocétilos lo cual es inducido por las auxinas (Mao et al 2019). Recordemos que SPT es un PIL,
parecido a un PIF, el cual es capaz de regular de manera dependiente de HY5 la biosintesis de
antocianinas; por lo que se podria esperar que SPT trabaje en conjunto con HY5 para regular
positivamente otro proceso como lo es el orquestado de las auxinas (Mao et al., 2020; Sehra and
Franks, 2015).

Las respuestas a R:FR puede estar mediada por cambios por otras hormonas principalmente auxinas
y SPT pudiera estar participando en el control de los transportadores PIN para modificar la

distribucién de auxinas.

El efecto de la luz sobre las ramificaciones de la planta
Las plantas bajo el tratamiento de luz roja presentaron una disminucion en la ramificacion y desarrollo

de frutos; asi como defectos en la formacion de semillas. Al colocar la linea de sincronizacion floral
en las cdmaras y exponerlas a luz (blanca y roja) se encontré que las plantas expuestas a luz roja

presentaban una menor ramificacién en comparacion de las plantas control.
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La ramificacién es afectada negativamente por la luz roja y roja lejana; ambas la inhiben ya que la
sefializacion de auxinas se promueve. Otra respuesta a la luz roja y roja lejana es que son capaces
de controlar la arquitectura de la planta como la ramificacion (Leduc et al., 2014). Una de las razones
por las cuales incrementa la ramificacion en una planta es debido a que la planta detecta vecinos
cerca, para lo que en una densidad de siembra alta la ramificacién se ve reducida (Aguilar-Martinez
et al., 2007; Casal et al., 1986).

No obstante, en este experimento a pesar de que las plantas no tenian competencia debido a que
en las camaras se colocaron 2 plantas por tratamiento, por lo que esta respuesta no es debido a

competencia con sus vecinos, sino al efecto generado por los LEDs.

Otra de las razones por las cuales hay mayor ramificacion es debido al efecto negativo de las
mutaciones en el fitocromo B y la relacion R:FR en la ramificacién se debe a la reduccion de la
capacidad del crecimiento de yemas; afectando el numero de hojas y yemas disponibles para la

ramificacion (Finlayson et al., 2010).

Esto podria deberse a una menor capacidad de la exportacion de auxinas ya que en la mutante de
phyB se observa que los brotes presentan una menor capacidad de exportar la auxina en
comparacion con las plantas silvestres; sugiriendo que phyB suprime la sefializacién de auxinas para

promover la ramificacion (Reddy and Finlayson, 2014).

Cabe recalcar que las plantas de la linea pAP1::AP1-GR apl-1 cal-5 fue decapitada al principio para
romper con la dominancia apical y generar entre 2 y 4 ramificaciones, un estudio report6 que la luz
roja y roja lejana sobre plantas decapitadas forman ramas mas largas, respuesta provocada por

cambios de ABA en los brote mediada por la sefializacién de auxinas (Holalu, S. V.; Finlayson, 2017).

Esto concuerda con el estudio en plantulas de Arabidopsis donde se mostr6 que la luz R/FR baja es
capaz de inducir el alargamiento de hipocétilos y a su vez detiene el crecimiento del primordio de la
hoja, esto permite que los recursos se usen para la elongacién, disminuyendo la ramificacion. La
baja relaciéon de R/FR reduce rapidamente la division de células foliares, probablemente debido a

que el gradiente de auxinas es afectado (Carabelli et al., 2007).

Esta respuesta explica que en nuestras plantas expuestas a luz roja presentan un menor numero de
ramificaciones. Nuestros resultados concuerdan con la literatura, sugiriendo un cambio en la
actividad de las auxinas como se describio en los trabajos ya mencionados. La proporcidon de luz roja
y roja lejana altera el crecimiento de las yemas axilares Holalu et. Al. (2017). Esta relaciéon de R:FR
genera un efecto sombra, las plantas evitan la sombra a lo que se le conoce como sindrome de
evitacion de la sombra (shade avoidance), de acuerdo con los resultados de Tao et. al. (2008) las
mutantes de shade avoidance (sav) (Tao et al., 2008) necesitan una via de sefalizaciéon de auxina

para generar una respuesta a la evitacion de la sombra, efecto generado por R:FR.
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CONCLUSIONES

1. Se encontré que algunos de los interactores de SPT estan relacionados con la luz, por lo que se

incluyeron estudios para analizar el efecto de la luz.

2. Se comprobo el sistema de induccion por Dexametasona de la linea pAP1::AP1-GR ap1-1 cal-5
para sincronizar el desarrollo floral, ademas se demostrdé que esta linea es (til para estudiar el

desarrollo de frutos bajo luz roja y roja lejana.
3. La luz roja afecta el desarrollo del polen y anteras
4. La luz roja afecta la elongacién de gineceos y anteras

5. La mutante spt-2 al ser expuestas a luz roja es capaz de restaurar el fenotipo silvestre,
presentando una correcta fusion de los carpelos en la parte apical del gineceo, lo que da pauta para

seguir investigando la relacién SPT y luz mas a fondo.
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PERSPECTIVAS

Comprobar si dichos interactores tiene una interaccion directa o indirecta con SPT, mediante la

técnica de levaduras de doble hibrido (Y2H, por sus siglas en inglés).

Confirmar dichas interacciones de forma in vivo y conocer donde esta ocurriendo la interaccién,

mediante complementacion de fluorescencia bimolecular (BiFC, por sus siglas en inglés).

Para continuar con la investigacion del papel que podria tener la luz sobre las interacciones fisicas
(con un efecto positivo o negativo) realizar un experimento de Y2H con adicidn de un cromoforo para

asi detectar la luz.

Obtener plantas de doble mutante construidas a partir de los dos interactores que tengan una
interaccién interesante y ver el efecto en la planta en distintas combinaciones de expresion de cada

interactor.
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