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Resumen

La transicion floral es un momento clave en el desarrollo del ciclo vital de las plantas al
resultar determinante para su éxito reproductivo. Las plantas han desarrollado redes
genéticas complejas para regular este proceso, integrando sefiales internas y externas
antes de decidir cuando florecer. Factores abidticos como la salinidad y la sequia juegan
un papel significativo en esta decision, afectando directamente la expresion genética

relacionada con la transicion floral.

En Arabidopsis thaliana, TEMPRANILLO 1 (TEMI)y TEM?2, pertenecientes a la familia
RAV han sido identificados como represores de la induccion floral. La familia génica de
factores de transcripcion RAV, que comprende a 6 miembros en Arabidopsis thaliana se

caracteriza por la presencia de dos dominios de union a ADN (AP2 y B3).

Los genes RAV no solo son cruciales en Arabidopsis thaliana sino que se encuentran
conservados a lo largo de toda la evolucion vegetal, desempefiando un papel vital en la
respuesta al estrés en diferentes especies, habiéndose demostrado su implicacién en la
respuesta a la salinidad en el maiz (Sun et al., 2020) o a la sequia en Nicotiana tabacum

(Y. Gao et al., 2022).

En este trabajo se analiza el papel de los genes TEM en respuesta a salinidad y a sequia,
revelandolos como represores en la transicion floral ante ambos procesos en combinacion

con los genes MYC, GI'y SVP.

Ademas, el estudio de los genes RAV del licofito Seleganinella moellendorffii y el helecho
Ceratopteris richardii ha permitido confirmar la conservacion de la funcion reguladora
de los genes RAV desde representantes basales de la evolucion vegetal y ha revelado una

posible funcién en el desarrollo de estos organismos.



Abstract

The floral transition is a key moment in the life cycle development of plants as it is crucial
for their reproductive success. Plants have developed complex genetic networks to
regulate this process, integrating both internal and external signals before deciding when
to flower. Abiotic factors such as salinity and drought play a significant role in this

decision, directly affecting the genetic expression related to the floral transition.

In Arabidopsis thaliana, TEMPRANILLO 1 (TEMI) and TEM?2, belonging to the RAV
family, have been identified as repressors of floral induction. The R4V gene family of
transcription factors, which includes 6 members in Arabidopsis thaliana, is characterized

by the presence of two DNA-binding domains (AP2 and B3).

RAV genes are not only crucial in Arabidopsis thaliana but are conserved throughout plant
evolution, playing a vital role in the response to stress in different species, having been
shown to be involved in the response to salinity in corn (Sun et al., 2020) or drought in

Nicotiana tabacum (Y. Gao et al., 2022).

In this work we analyze the role of TEM genes in response to salinity and drought,
revealing them as repressors in the floral transition in response to both processes in

combination with the MYC, GI, and SVP genes.

Furthermore, the study of R4V genes from the lycophyte Selaginella moellendorffii and
the fern Ceratopteris richardii has confirmed the conservation of the regulatory function
of RAV genes from basal representatives of plant evolution and has revealed a possible

function in the development of these organisms.
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Introduccion

Todos los seres vivos descendemos de un nico evento datado hace mas o menos tres mil
quinientos millones de afios. Nos referimos como LUCA (Last Universal Common
Antecesor) al ancestro comun entre todos los seres que hoy poblamos la tierra y que marca
el comienzo de una diversificacidon alimentada por el azar y la necesidad de adaptarse al
ambiente (Woese et al., 1990). No entendemos bien ni el como ni el porqué de la aparicion
de la vida en la tierra, pero si hubo eventos previos no consiguieron llegar muy lejos y
cualquier nuevo evento que pudiera darse con posterioridad es frenado por los que ya

estamos aqui (Prosdocimi & de Farias, 2023).

Debido a esta historia natural compartida, la genética de todos los organismos sigue unos
patrones de funcionamiento similares. Conservamos un codigo genético comun (Crick et
al., 1961) y utilizamos herramientas similares para dar respuesta a los cambios y
dificultades que el medio nos presenta. Esta capacidad de adaptacion tiende a la
reutilizacidon del material génico preexistente para darle un nuevo uso de acuerdo con las

necesidades presentes (Kimura & Ohta, 1974).

Esta adaptacion es especialmente relevante para las plantas. Dada su naturaleza sésil, ahi
donde los animales podemos huir, las plantas no tienen otra estrategia que enfrentar las
adversidades adaptando su funcionamiento interno. Es por esto por lo que a lo largo de
su historia evolutiva han desarrollado diferentes vias que les ayudan a lidiar con todo tipo
de hostilidades, ya sea a través de la tolerancia, resistencia o la aceleracion de su ciclo

vital (Park et al., 2016).
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Evolucion: general

Las plantas colonizan la tierra hace unos 500 millones de afios, para lo cual fue necesaria
la aparicion de caracteristicas tales como el desarrollo de tejidos vasculares, estructuras
de soporte, proteccion contra la desecacién y mecanismos de reproduccion adaptadas a la

tierra (Morris et al., 2018).

Las angiospermas se hacen ubicuas en el planeta hacia el final del cretacico y su aparicion
en la tierra se suele situar en el cretacico temprano, aunque pueden reconocerse en fosiles

del jurasico o anteriores (Herendeen et al., 2017).

La hipotesis principal apunta que las angiospermas dominan sobre el resto de clados,
ademads de por su capacidad de atraer polinizadores, gracias a un aumento en su potencial
maximo de fotosintesis y su capacidad para la captura de carbono. Esto les ha permitido
superar a los helechos y los gimnospermas que anteriormente dominaban los ecosistemas
terrestres. Igualmente, la tendencia a reducir el tamafio del genoma en angiospermas
ayud¢ en este proceso (Simonin & Roddy, 2018), puesto que los genomas mas reducidos
permiten la construccidén de células mas pequefias que, a su vez, permiten una mayor

captacion de CO; y mayor ganancia de carbono fotosintético (X. Wang et al., 2021).
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Figura 1. Relaciones filogenéticas e innovaciones evolutivas a lo largo de la evolucion

vegetal

En el desarrollo de esta tesis se ha prestado atencion a tres clados representativos de la
historia evolutiva de las plantas terrestres: Licofitos, los vegetales mas basales con
vasculatura lineal; helechos, representantes de plantas con vasculatura ramificada y sin
semilla y, finalmente, angiospermas, el grupo que presenta el mayor nimero de caracteres

derivados y cuya caracteristica principal es el desarrollo de flores como 6rgano sexual

(Figura 1).

En los siguientes apartados, se presentan las caracteristicas de interés de estos tres clados

seleccionados.
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Licofitos: Selaginella moellendorffii

Las plantas licofitas ocupan un lugar de especial interés en el estudio de la evolucioén
vegetal ya que han desarrollado comportamientos y caracteres derivados, como las hojas
o la arborescencia propios de las plantas vasculares, de manera independiente y, a su vez,
conservan caracteres primitivos como la reproduccion por esporas. Se sitian asi en un

medio camino entre las plantas briofitas y las vasculares (Ambrose, 2013).

Figura 2. Esporofito maduro de Selaginella moellendorffii

Selaginella moellendorffii (Figura 2) tiene un largo recorrido como planta modelo por
diferentes razones. Su genoma es compacto y se encuentra secuenciado desde hace afios
(Ferrari et al., 2020), lo que ha facilitado la identificacion de genes implicados en la
transicion de las plantas del mar a la tierra, asi como genes especializados diferentes de
las plantas con flores, lo que ayuda a entender la evolucion temprana y el desarrollo de

las plantas vasculares (Zhu et al., 2017).
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Su ciclo de vida relativamente corto y su tamafio compacto facilitan su cultivo en
condiciones de laboratorio controladas. Ademas, tiene requisitos de crecimiento simples,
lo que permite a los investigadores cultivarla eficientemente para estudios
experimentales. Estas caracteristicas, junto con la disponibilidad de su secuencia
genomica completa, la hacen ideal para estudios de biologia molecular y evolutiva.
(Banks et al., 2011) y es ampliamente utilizada en estudios de desarrollo (Carey et al.,

2013; Jacobs, 1988).

Traquedfitos: Ceratopteris richardii

Los helechos ocupan una posicidon intermedia en el arbol evolutivo de las plantas
vasculares. Similarmente a las angiospermas, los helechos cuentan con hojas verdaderas,
lo cual refleja su sistema vascular relativamente avanzado. Dado que los helechos
presentan caracteristicas tipicas tanto de plantas terrestres primitivas como de formas mas
evolucionadas, son fundamentales para comprender como han evolucionado los cambios
genéticos en la maquinaria reguladora bésica que subyace al desarrollo y la morfologia

de las plantas (Banks, 1999).

Este clado se encuentra definido por presentar esporofitos con raices adventicias, hojas
grandes que se despliegan y esporangios en la superficie abaxial de las hojas. Sus

gametofitos son pequefios, exosporicos y de vida libre (Banks, 1999).

En los ultimos afios se han realizado estudios transcriptomicos en esporofitos jovenes de
Ceratopteris richardii que han aportado informacién sobre la conservacion de factores

definitorios de células madre en el meristemo de la raiz (Aragén-Raygoza et al., 2022).

Aunque los helechos no son cultivo de interés agricola y tienen un impacto menor para el
desarrollo humano, nos son fttiles para entender el desarrollo evolutivo vegetal. Al igual
que el resto de plantas vasculares, los helechos presentan una alternancia en el ciclo vital:
una fase diploide esporofitica y una fase haploide gametofitica. La fase esporofitica
presenta una reproduccion asexual, en la que se producen esporas y la fase gametofitica

de reproduccién sexual en la que se producen gametos (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del ciclo vital de los helechos.
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Ceratopteris es un género anual semitropical que crece en entornos semiacuaticos,
incluyendo arrozales. Su ciclo de vida es relativamente corto, alrededor de tres a cuatro
meses de espora a espora. La planta esporofitica diploide forma hojas que producen
alrededor de 10° esporas haploides al mes. Estas mismas hojas también generan cientos
de brotes vegetativos adventicios en las axilas de las hojas, permitiendo asi la propagacion
vegetativa de cada planta. La capacidad de generar grandes cantidades de esporas
genéticamente idénticas a partir de un esporofito derivado de un cruce intragametofitico
es importante para los estudios genéticos, ya que permite el aislamiento de inhibidores o
supresores de mutaciones conocidas en un periodo de tiempo muy corto. La alta
produccion de esporas también es una ventaja para los estudios moleculares y
bioquimicos del desarrollo temprano del gametofito, ya que la obtencidon de suficientes

esporas para el estudio no representa una limitacion.

El genoma de Ceratopteris richardii fue publicado en 2019 (Marchant et al., 2019) lo que
ha permitido empezar a realizar estudios moleculares. Durante las tltimas décadas se han
identificado varias lineas mutantes que han permitido estudiar su fotomorfogénesis
(Cooke et al., 1993, 1995), defectos del citoesqueleto (Duckett et al., 1979; Vaughn et al.,
1990), resistencia a diferentes sustancias (Carroll et al., 1988; Hickok et al., 1991; Hickok
& Schwarz, 1986, 1989) y, especialmente, la diferenciacion y determinacion del sexo

(Banks, 1994, 1997).

Es de especial interés el sistema por el cual ocurre la determinacion del sexo en los
gametofitos. Las primeras esporas en germinar se desarrollan siempre como
hermafroditas y empiezan a producir una sustancia conocida como anteriodiégeno que
condiciona el desarrollo de las esporas que germinan mads tarde, haciendo que estas se

desarrollen como machos (Atallah et al., 2018).

La regulacion del anteriodiogeno es multifactorial y se ve afectada por las condiciones de
crecimiento de los gametofitos, asi como las variaciones de temperatura del entorno, las
condiciones luminicas e incluso las propias caracteristicas del sustrato en el que se
encuentran creciendo los helechos {Citation}. Se trata de una regulacion compleja. Por

ejemplo, la luz azul es capaz de activar la sefial del anteriodidgeno (Kamachi et al., 2007).
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Una de las ventajas que presenta este modelo es que es potencialmente transformable
tanto de forma estable como transitoria ya sea mediante bio-balistica tras la generacion
de callos (Plackett etal., 2015) como por incubacion de los gametofitos con

Agrobacterium tumefaciens (Bui et al., 2015).

Arabidopsis thaliana

El potencial de Arabidopsis thaliana como organismo modelo para la genética vegetal se
discute por primera vez en 1943 por F. Laibach (Laibach, 1943), quien ya habia publicado
el nimero correcto de cromosomas en 1907 (Laibach, 1907). Entre sus ventajas se
encuentra: ser pequefla y de ciclo vital rapido, lo que permite el cultivo en grandes
cantidades sin necesidad de utilizar mucho espacio y la obtencion de una gran produccion
de semillas, facilitando asi la seleccion y comparacion de mutantes. Por tltimo, en el afio
2000 se secuencid por primera vez su genoma (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). y
desde entonces se han realizado cientos de estudios, llegando a un nivel de conocimiento

alto sobre el funcionamiento de los genes de este organismo (Srikanth & Schmid, 2011).

La induccidn floral de esta planta es de dia largo (LD) facultativo, esto es: la induccion
floral sera lanzada de forma preferente en periodos de 16h de luz y 8h de oscuridad, pero
si las condiciones no inductoras se mantienen durante un tiempo suficientemente largo,
también florecerd en condiciones de dia corto (SD; 18h de luz y 16h de oscuridad)

(Zeevaart, 2009).
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Induccion floral

Conocemos como floracion al proceso mediante el cual las angiospermas producen sus
organos sexuales. En este proceso se distinguen dos etapas principales. La induccion
floral, en la que el meristemo vegetativo apical se compromete a la formacion de las flores
y el desarrollo floral, en el que ocurren los cambios morfologicos que permitiran la

formacion de los érganos reproductores (Poethig, 1990).

El momento de la floracidn es clave en la historia vital de las plantas. En el caso de las
plantas anuales, una floracién temprana, cuando la reserva energética es pequeila, llevara
a la planta a producir un nimero menor de flores y, por tanto, de semillas. Por otro lado,
un retraso excesivo de la floracion acerca la llegada del invierno, impactando
negativamente en la maduracion del fruto y las semillas. En estos dos casos, el éxito

reproductor de la planta se vera afectado negativamente (Amasino, 2010).

Dada la importancia de determinar correctamente el mejor momento para florecer y,
asumiendo que mejor florecer en un momento malo que no hacerlo en absoluto, las
plantas monitorizan diferentes estimulos externos y sefiales endogenas para lanzar la

floracion.

Entre los estimulos externos y, sélo en aquellas plantas que viven fuera de los tropicos, el
estimulo principal es el fotoperiodo; esto es, el nimero de horas de luz solar por cada
ciclo de 24h. También son monitorizadas la calidad de la luz, la temperatura y la estacién
del afio. Entre las sefiales endogenas que determinan la induccién floral encontramos la
edad y estado madurativo de la planta, la acumulacion de reservas energéticas y los
efectos que la presencia de estresores bidticos y abiodticos hayan podido ejercer sobre el

estado fisiologico general de la planta (Amasino, 2010).

Llamamos transicion floral al proceso mediante el cual el meristemo apical del tallo
(SAM, del inglés shoot apical meristem) adquiere la competencia reproductiva y se

compromete de manera irreversible a la produccion de flores (Tooke et al., 2005) una vez
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las plantas adquieren la capacidad de responder a las sefiales inductoras (Adrian et al.,

2009; Amasino, 2010; Srikanth & Schmid, 2011).

Florigeno

Podemos situar el comienzo del estudio de la induccion floral en los trabajos realizados
por Julius Sachs en 1865, de los cuales deriva el concepto de hormona vegetal. De sus
experimentos con Tropaelum majus y Ipomoea purpurea dedujo que en las hojas
expuestas a la luz se producia una sustancia que en muy pequefias cantidades era capaz
de inducir la floracion en los tallos cultivados en oscuridad (Sachs, 1865). Sin embargo,
las pruebas mas convincentes en apoyo del florigeno aparecen con el descubrimiento del
fotoperiodo, esto es, la respuesta de las plantas a la longitud relativa del dia y la noche
(Garner & Allard, 1922). Después llegaria la evidencia de que, pese a que las flores se
forman en el meristemo apical del tallo, el fotoperiodo se registra a través de las hojas
(Knott, 1934), apuntando por primera vez que la sefial producida en las hojas debia
moverse una larga distancia hasta inducir la floracion en el meristemo apical. Mas tarde,
se demostrd que esta sefial también podia ser trasmitida de una planta ya inducida que
actuara como donante a una planta no inducida como receptor, provocandole la floracion
a ésta ultima. En 1936 Chailakhyan introduce por primera vez el concepto de florigeno
para este estimulo inductor de la floracion y lo definié6 como un conjunto de substancias

con funcién reguladora (Chailakhyan, 1936).

Los experimentos realizados entre especies cercanas, pero con respuesta a diferentes
fotoperiodos demostrd que esta sefial florigena era indiferente a los diferentes tipos de
respuesta. Un concepto que fue revisado una y otra vez durante los siguientes afios y que

viene a mostrar que se trata de una sefial muy conservada durante la evolucion.

No obstante, a pesar de la multitud de intentos para aislar el florigeno fue un concepto
fisioldgico mas que un compuesto concreto hasta que en 2007 se identificd el gen

FLOWERING LOCUS T (FT) como mensajero de esta sefial (Turck et al., 2008).
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Figura 4. Sintesis y movimiento del florigeno FT

Asi, la proteina FT migra desde las hojas hasta el SAM, provocando el cambio de

identidad del meristemo y promoviendo el cambio de la fase vegetativa a la reproductora.

Rutas que regulan la induccion floral

Las rutas encargadas de dar respuesta a los estimulos ambientales y a las sefiales internas
de la planta forman una intrincada red de genes, incorporando y procesando la
informacion recibida para regular el momento adecuado para la floracion (Amasino,

2010).

De estas rutas, la mejor estudiada es la que responde al fotoperiodo. Esta red, en
Arabidopsis, induce la floracion en condiciones de dia largo (LD). La segunda sefial de
mayor peso es la temperatura ambiental, que puede dividirse en dos rutas diferentes: la

exposicion a un frio prolongado (la vernalizacién) y la propia de temperaturas moderadas.
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Dado su gran impacto en el proceso de floracion, tanto la ruta del fotoperiodo como la
vernalizacion han sido extensivamente estudiadas y disponemos de una buena
caracterizacion de su composicion y funcionamiento (Andrés & Coupland, 2012;

Srikanth & Schmid, 2011).

Entre la sefiales internas, se distinguen mayoritariamente dos. Por un lado, existe una
regulacion autonoma de la floracidn, paralela a las sefiales externas, que promueve la
floracion aunque la planta no sea expuesta a las condiciones iddneas para ello. Por otro,
se distingue una ruta asociada a la edad, regulada por el equilibrio en la expresion de dos

microRNAs que actua a modo de reloj de arena para asegurar la floracion (Poethig, 2010).

Asi, estas rutas estdn formadas por genes que promueven la induccion floral y otros que
la inhiben. La expresion de unos u otros vendra determinada por sefiales ambientales e
internas, cuya suma de fuerzas determinard el momento de la transicion de la fase

vegetativa a la reproductora.

Fotoperiodo

Las fluctuaciones anuales en la duracion del dia que ocurren en gran parte de la superficie
de nuestro planeta proporcionan una sefial ambiental confiable sobre la época del afio.
Por lo tanto, no es sorprendente que las vias que detectan y promueven la floracion en

respuesta al fotoperiodo sean de las mas antiguas y conservadas.

Arabidopsis florece mas rapidamente en dias largos que en dias cortos, por lo que es una
planta facultativamente de dia largo. La regulacion del promotor floral CONSTANS (CO)
es clave en la percepcion de los dias largos inductivos (Turck et al., 2008). El reloj
circadiano regula la transcripcion de CO de manera que la expresidn méaxima ocurre tarde
en el dia en dias largos, pero después del anochecer en dias cortos (Sudrez-Lopez et al.,
2001). A su vez, la proteina CO es estabilizada por la luz y se degrada rapidamente en la
oscuridad (Valverde et al., 2004). Como resultado, la proteina CO solo puede acumularse
durante los dias largos inductivos. CO se expresa en la vasculatura de las hojas, y su

funcién en la floracidn es activar la expresion de FLOWERING LOCUS T (FT), que
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codifica una pequefia proteina que actiia como florigeno. Una vez en el meristemo, FT
forma un complejo con el factor de transcripcién bZIP FD e inicia la floracién activando
genes de identidad del meristemo floral, como APETALAI, y otros promotores florales
como SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANSI (SOC1) (Michaels,
2009). Por lo tanto, la regulacion al alza de FT marca el final de una via de percepcion

del entorno e inicia el desarrollo de las flores.

Cambios en la temperatura ambiental

La variacion estacional de las temperaturas es otra de las sefiales que condicionan el
momento de la induccion floral (J. H. Lee, Park, et al., 2007). En Arabidopsis, el cultivo
a temperaturas bajas (16°C) o altas (27°C) provoca un retraso en la floracidn respecto del
cultivo a temperaturas medias (23°C) (Balasubramanian & Weigel, 2006; Blazquez et al.,
2003). Esto es debido a una acumulacion mas baja del florigeno fuera del rango de los
22°C (Balasubramanian & Weigel, 2006). Mientras que a 22°C, el florigeno FT se
acumula a mayor nivel que TSF, a 16°C encontramos la situaciébn opuesta
(Balasubramanian & Weigel, 2006; J. H. Lee et al., 2012, 2013), lo que indica que si bien,
FT es el principal responsable de la induccion floral a 22°C, fuera de ese rango TSE

adquiere un papel protagonista.

La regulacion de esta ruta es llevada a cabo por varios genes de la familia MADS box,
una familia de genes que codifica factores de transcripcion involucrados en diversos
procesos del desarrollo vegetal y, en especial, del sistema reproductor de angiospermas,
regulando desde el momento de la transicion hasta la morfologia de las flores y el
desarrollo de las semillas (Becker, 2003; Nam et al., 2004; P. Zhou et al., 2023). Entre
ellos SVP, FLOWERING LOCUS C (FLC) y FLOWEING LOCUS M
(FLM),(Balasubramanian & Weigel, 2006; J. H. Lee, Yoo, et al., 2007; D. Li et al., 2008).

SVP juega un rol de alta importancia en la represion de la induccion floral en respuesta al
frio. Los mutantes svp florecen anticipadamente con independencia a la temperatura
ambiental (Fornara etal., 2010; J. H. Lee etal., 2012, 2013), con una produccién
constante de hojas tanto a 16°C que a 23°C (J. H. Lee, Yoo, et al., 2007). la expresion de
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los inductores FT'y SOCI en estas lineas son superiores que en plantas WT, provocando
una floracion temprana. Asimismo, en las lineas SVP-SE estos genes se encuentran
inhibidos y su acumulacion es menor que en las plantas silvestres (D. Li et al., 2008), por
lo que sus floracidn se retrasa. SVP es capaz de reprimir la expresion de FT'y de TSF en
las hojas y la de SOC1 en el SAM (Jang et al., 2009; D. Li et al., 2008) mediante la unién
CArG (CC(A/T)s GG) de sus promotores (Hartmann et al., 2000; J. H. Lee, Yoo, et al.,
2007; Srikanth & Schmid, 2011).

Ha sido observado que SVP forma homodimeros y heterodimeros para unirse a secuencias
diana con FLM y FLC (J. H. Lee, Yoo, et al., 2007). A temperaturas bajas, los mayores
niveles de FLC y SVP permite una formaciéon de hetero y homodimeros mayor de
represores (Mateos et al., 2015) mientras que, el efecto de la temperatura sobre el
procesamiento del mRNA de FLM impide la formacién de los heterodimeros a medias y

altas-temperaturas y por tanto, la represion de 7 no tiene lugar (Posé et al., 2013).

Edad de la planta y giberelinas

La ruta que monitoriza la edad de la planta depende de la regulacion de dos miRNA
(miRNA156 y miRNA172) cuya expresion correlaciona de manera inversa (Wu et al.,

2009) (Figura 5).

Durante las primeras fases del desarrollo de la planta la expresion de miRNA156 es alta
y decae segun la planta se va desarrollando. La expresion del miRNA156 inhibe la
expresion de los genes SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL). Por
tanto, los SPL so6lo son activos en fases mas avanzados del ciclo de la planta. La activacion
de estos SPL promueve la expresion del miRNA172, que a su vez es capaz de reprimir la
actividad de represores de la floracion de genes como AP2-like permitiendo asi la
induccion de FT (Wu & Poethig, 2006) y a través de la activacion directa de SOCI (J.
Lee & Lee, 2010).
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Figura 5. Expresion de miRNA156 y miRNA172 a lo largo del tiempo de desarrollo de
la planta

Por su lado, Arabidopsis, como planta facultativa de dia largo (LD), florece de manera
anticipada bajo condiciones de fotoperiodo favorable. Sin embargo, también tiene la
capacidad de inducir la floracion en condiciones de dia corto (SD), que no son inductivas.
En SD, la expresion del gen FT, un promotor clave de la floracidon, se reduce
significativamente debido a que el pico de expresion de CO, su activador, no se alinea
con las horas de luz. Esto resulta en la degradacion de la proteina CO debido a su
inestabilidad en ausencia de luz. En tales condiciones, las giberelinas (GAs) desempefian
un papel crucial en la induccion de la floraciéon, compensando la reducida expresion de
FT y asegurando la reproduccion de la planta incluso bajo condiciones ambientales

adversas (Wilson et al., 1992).

Las giberelinas son sintetizadas en las hojas y se trasladan hasta el SAM, donde se
acumula su forma bioactiva, la GA4. En el contexto de SD, las GAs actuan como un
promotor fundamental de la floracion, similar al papel de FT en condiciones de LD. La
acumulacién de GAs en el SAM estimula la induccidn de genes clave en la floracion,

como SOCI, LFY, y FT, facilitando la transicion floral (Blazquez & Weigel, 2000).
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La sintesis y de regulacion de las GAs, esta regulada por sefiales enddgenas asociadas al
desarrollo de la planta. Especificamente, las enzimas GA20-oxidasa y GA3-oxidasa
(GA3o0x) son cruciales en los pasos finales de la biosintesis de GA4. Entre los genes que
codifican para GA30x, una familia multigénica compuesta por al menos cuatro miembros
(GA3ox1 a GA3o0x4) juega un papel importante (Hedden & Phillips, 2000). Se esta
avanzando en comprender como cada uno de estos contribuye a ajustar los niveles de GAs
y el desarrollo de la planta, particularmente, GA30x1 y GA30x3, que son esenciales para

la producciéon de GAs durante la transicion floral (Mitchum et al., 2006).

Vernalizacion y ruta autonoma.

El paso del invierno es una sefial ambiental que, cuando se combina con la percepcion del
fotoperiodo, proporciona informacion estacional clara que distingue las estaciones de
primavera y otofio. Definimos la vernalizacion como el proceso por el cual la exposicion

al frio del invierno otorga a las plantas competencia para florecer (D.-H. Kim et al., 2009).

Para que el frio sea una sefial confiable de invierno, las plantas necesitan ser capaces de
distinguir la exposicion prolongada al frio caracteristica del invierno de las fluctuaciones
cortas de temperatura que podrian ocurrir, por ejemplo, en el otofio. Por lo tanto, no es
sorprendente que la vernalizacion (y en muchas especies la rotura de la dormancia de las
yemas) requiera una exposicion al frio prolongada. Asi, la vernalizacion se encuentra a
menudo en plantas anuales de invierno y bienales que florecen temprano en la primavera;
estas plantas suelen germinar en otofio, y la vernalizacion garantiza que no ocurra una

floracion prematura.

En Arabidopsis, el bloqueo de respuesta a la vernalizacion para la floracion requiere la
interaccion de dos genes, FLOWERING LOCUS C (FLC) y FRIGIDA (FRI) (Johanson
et al., 2000). FLC es un factor de transcripcion que contiene un dominio MADS y actlia
como represor floral, y FRI es una proteina especifica de plantas de funcidon bioquimica
desconocida requerida para obtener niveles elevados de expresion de FLC (Michaels &
Amasino, 2001). FLC inhibe la floracién al reprimir directamente a los promotores clave

de la floracion, FT, SOC1 y FD (Michaels, 2009). Asi, la vernalizacion permite que las
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plantas florezcan rdpidamente en los dias alargados de la primavera a través de la
represion de FLC. Las plantas invierno-anuales contienen alelos funcionales de ambos
genes, mientras que los ecotipos de ciclo rdapidos contienen mutaciones de pérdida o

reduccion de funcioén en FRI o FLC (D.-H. Kim et al., 2009).

La ruta autonoma no depende directamente de las sefiales externas, sino que esta
relacionada con el estado interno y madurativo de la planta y, al igual que la vernalizacion,

actua mediante la represion de FLC (Helliwell et al., 2006).

Los genes RAV

La accion de factores de transcripcion represores de la expresion de otros efectores de la
induccidn floral es clave para la correcta regulacion de este proceso, puesto que cumplen
la funcion de impedir que la floracion ocurra en fases tempranas del desarrollo de la planta
aunque las condiciones externas la propicien (Yant et al., 2009). De entre estos factores

de transcripcion nosotros centramos el interés en la familia génica RAV.

La familia RAV consta de 6 miembros en Arabidopsis: RAVI, RAVI-like (RAVIL), RAV2
(TEM2), RAV2L (TEMI), RAV3 y RAV3L (Matias-Hernandez et al., 2014; Yamasaki
etal., 2004). Esta familia de factores de transcripcidon se distingue por presentar dos
dominios de unién a DNA, el dominio AP2/ERF y el dominio B3 (Riechmann &
Meyerowitz, 1998).

CAACA CACCTG

Figura 6. Estructura genérica de un gen RAV
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El dominio de union B3 se encuentra en el extremo C-terminal y reconoce la secuencia
consenso CACCTG. A su vez, el domino AP2 se encuentra en el extremo N-terminal y
reconoce la secuencia consenso CAACA (Kagaya et al., 1999). Un tercer dominio ayuda
en la actividad represora de los RAV; el dominio BRD (B3 repression domain) mediante

una secuencia altamente conservada R/KLFGV (Ikeda & Ohme-Takagi, 2009) (Figura 6).

Previo a mi llegada al laboratorio los genes RAV2 y RAV2L fueron caracterizados y
renombrados como TEM?2 y TEM] respectivamente dada su funcién como represores de
la induccién floral. Esta funcidn represora se ejerce directamente sobre la expresion FT
(Castillejo & Pelaz, 2008) y sobre la expresion de dos genes clave en la biosintesis de

GAs, GA30X1 y GA30X2 (Osnato et al., 2012).

Ademas de regular la floracion, los genes RAV toman parte de la sefializacion de otros
procesos propios del ciclo de las plantas, tales como la regulacion de la respuesta a
hormonas vegetales, el desarrollo vegetal, y la respuesta a estrés (Matias-Hernandez et al.,

2014).
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Figura 7. Esquema de la integracion de las rutas que regulan la transicion floral
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Estrés abiotico

A causa del cambio climatico las plantas se enfrentan a un ambiente en perpetuo cambio
y deben adaptar su crecimiento a unas condiciones volatiles para sobrevivir. Las
temperaturas elevadas y el cultivo intensivo provocan una menor disponibilidad de agua

y un aumento en la concentracion de sal (NaCl) en el sustrato.

La combinacion de estos tres elementos (altas temperaturas, sequia y alta salinidad)
conlleva una reduccién en la productividad de los cultivos y amenaza su supervivencia.
Por lo tanto, es de vital importancia aprender sobre los mecanismos moleculares que

permiten la tolerancia y adaptacion al estrés.

Tal y como se encuentra revisado por Park et al., 2016, generalmente las plantas adelantan
la induccién floral al verse sometidas a estrés. Esta induccion acelerada proporciona un
beneficio biologico al asegurar la siguiente generacion, aunque resulte en una menor

produccion de semillas (Wada & Takeno, 2010).
Salinidad

Las estrategias generales para la tolerancia a la salinidad incluyen la regulaciéon de los
componentes osmoticos e ionicos del estrés salino (Deinlein et al., 2014). Estas respuestas
se desencadenan tras la deteccion del estrés, probablemente mediadas por la sefializacion
del calcio, y especificamente a través del aumento de los niveles de Ca** libre en el citosol
(Tracy et al., 2008). Cuando las raices entran en contacto con altas concentraciones de sal
en el suelo, las células vegetales activan la produccion de osmolitos como la prolina para
mantener la homeostasis osmdtica (Székely et al., 2008). Posteriormente, las células
vegetales logran excluir los iones Na' toxicos del citoplasma para regular la homeostasis

10nica, tanto en las raices como en el tallo(Deinlein et al., 2014).

En la especie modelo Arabidopsis thaliana, la sefial de estrés se transmite a las células a
través de un pico de Ca2+ que activa la via de sefializacion SALT OVERLY SENSITIVE

(SOS) (Park et al., 2016). Tras la percepcion del pico de Ca*, el sensor de unién de iones
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SOS3 forma un complejo con SOS2, una proteina quinasa de tipo serina/treonina, que
activa el antiportador Na"/H" de la membrana plasmatica SOS1, para la exclusion de Na*
del citosol (Andrés et al., 2014; Shi et al., 2000, 2002). Ademas del desequilibrio de la
homeostasis osmotica e idnica, el estrés salino también induce la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) como el perdxido de hidrogeno (H20,) y el 6xido nitrico, que
causan dafio oxidativo severo en las células vegetales debido a la peroxidacion y

desesterificacion de los lipidos de la membrana (Baier et al., 2005).

Al final, las plantas estresadas experimentan senescencia prematura como consecuencia
de la activacion de enzimas que catalizan la descomposicion de las clorofilas, lo que lleva
a una fotosintesis deteriorada y al amarillamiento de las hojas («An Insight into Aging,
Senescence, and Their Impacts on Wound Healing», 2021; P. Lim, 2003; P. O. Lim et al.,
2007; Scheumann et al., 1999). La mayoria de las plantas expuestas continuamente a alta
salinidad mueren antes de la formacidn de semillas, ya que el choque salino conduce a la

plasmolisis.
Sequia

En respuesta a la privacion de agua, las plantas de Arabidopsis acortan su fase vegetativa
y completan el ciclo de vida antes de que la sequia cause dafios severos. Ademas de la
floracién acelerada, las plantas que adoptan la estrategia de escape de la sequia (DE)
también aumentan el intercambio de gases y la capacidad fotosintética para proporcionar
mas nutrientes a las semillas en desarrollo. La respuesta DE depende del fotoperiodo y se
basa en dos clases de activadores florales actuando aguas arriba de los integradores
florales. En LDs, la proteina del reloj circadiano circadiano GIGANTEA (GI) regula al
alza F'T en condiciones de riego bajo (Riboni et al., 2013), mientras que la acumulacién
de la hormona de estrés ACIDO ABSCISICO (ABA) activa reguladores positivos de
SOCI1 (Andrés et al., 2014). Sin embargo, la respuesta DE parece estar inactiva bajo SDs,
probablemente debido a la baja actividad de GI (Riboni et al., 2013) y el papel aun no del
todo claro del ABA en la transicion floral en este régimen de luz (Skubacz et al., 2016).
Ademas, las plantas a menudo experimentan limitacion de agua al crecer a temperaturas

ambientales mas altas, pero el efecto combinado de estos estresores ambientales en la
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transicion floral aun no estd resuelto. Dado el creciente efecto perjudicial del cambio
climatico en la vida de las plantas, comprender como las GRN ajustan finamente el inicio
del crecimiento reproductivo para maximizar la aptitud de la planta bajo diferentes
estreses ambientales combinados es una tarea de investigacion inaplazable para el futuro

de la agricultura.

Relacion entre estrés abiotico y la induccion floral

Otros reguladores negativos del crecimiento general pertenecen a la subfamilia de
factores de transcripcion (TFs) RAV. De hecho, las plantas transgénicas que sobre-
expresan RAV1, RAV2 (también conocido como TEMPRANILLO2; TEM2), y el gen
relacionado RAV2-like (también conocido como TEMPRANILLO1; TEM1) muestran
defectos de crecimiento como enanismo y pérdida de dominancia apical (Castillejo &
Pelaz, 2008; Fu et al., 2014). Las plantas sobreexpresoras de TEM (TEM-SE) exhiben
alteraciones del desarrollo especificas, como floracion extremadamente tardia bajo dias
largos inductivos (LD) y hojas glabras, debido a fuertes reducciones en la transcripcion
de diferentes objetivos directos, incluyendo los florigenos FLOWERING LOCUS T (FT)
y TWIN SISTER OF FT (TSF1), y genes que codifican factores de iniciacion de tricomas
(Castillejo & Pelaz, 2008; Marin-Gonzalez et al., 2015).
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Ultimas consideraciones

Para facilitar el estudio de las funciones de los genes de interés, tendemos a clasificarlos
en rutas que podemos asociar a situaciones bioldgicas de interés. Esta es una limitacion
humana que impide reflejar la complejidad de la naturaleza. Asi, aunque algunos genes
se recogen dentro de la categoria de salinidad, sequia o temperatura, con toda seguridad
las interacciones que se dan entre estas rutas son multiples y las diferencias que hay en la

respuesta a una u otra sera posiblemente mas de grado que cualitativa.
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Objetivos generales

El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido profundizar la conservacion del papel de
los genes TEMI y TEM?2 en la regulacién de la induccion floral; concretamente en

relacion con el efecto que el estrés abiotico ejerce sobre la induccion floral.
A continuacidn, se describen los objetivos que se han planteado para esta investigacion:

1. Analizar el papel de los genes TEM en la regulacion de la induccién floral en la
respuesta a la presencia de salinidad y sequia, y determinar su interaccion genética
con los genes MYC, GI'y SVP.

2. Analizar el grado de conservacidon de la funcién de los genes TEM en la planta
basal Selaginella moellendorffii.

3. Analizar los patrones de expresion de los genes RAV del helecho Ceratopteris

richardii
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Resultados

Estudios de la funcion de TEM en la respuesta a estrés abidtico.

Rol de TEM en salinidad

El transcriptoma de las plantas que sobre-expresan TEM presentan alteraciones en la regulacion
de genes relacionados con el estrés abiotico.

Con la intencidn de identificar las rutas que pudieran estar detras del efecto que TEM
ejerce sobre la fisiologia de la planta, analizamos los cambios transcriptémicos que
ocurren entre plantas TEMI-SE y plantas salvajes a través de secuenciacion de RNA

(RNA-seq).

En torno a 3000 genes se encuentra diferencialmente expresados entre las plantas salvajes
y las plantas TEMI-SE (Datos S1). De estos, el nimero de genes sobre-expresados
respecto de las plantas WT es ligeramente superior al numero de genes inhibidos (1625
presentan mayor expresion en las plantas TEMI-SE que en las plantas WT, un 54%; frente
a 1372 genes que presentan una expresion inferior en las plantas TEMI-SE que en las

plantas WT, un 46%).

Mediante un analisis de enriquecimiento pudimos identificar que en las plantas TEMI-SE
se encuentran inhibidas varias rutas relacionadas con el crecimiento y rutas asociadas a
la respuesta a estimulos internos, particularmente la respuesta a una hormona relacionada
con la respuesta a estrés abidtico, el acido jasmoénico (JA). A su vez, también se
identificaron rutas con mayor actividad que en las plantas WT como son las relacionadas

a la privacion de agua, también estrechamente relacionada con el estrés abidtico (Figura

8).
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Figura 8 .Andlisis de enriquecimiento de los genes diferencialmente expresados en TEM1I-SE.

A). Enriquecimiento de categorias relacionadas con el desarrollo de plantas y respuesta de defensa basado en el analisis GO de
genes inhibidos en TEM1-SE. B). Enriquecimiento de categorias relacionadas con la respuesta al estrés y la localizacion de lipidos
basado en el analisis GO de genes sobre expresados en TEM1-SE.
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La inhibicion de los genes TEM provoca diferentes sensibilidades al estrés salino

Se ha descrito previamente que los factores de transcripcion RAV juegan un doble papel
en Arabidopsis. Por un lado, participan en el proceso de desarrollo de la planta y, por otro,
en la respuesta a estrés abiotico (Castillejo & Pelaz, 2008; X.-H. Wang et al., 2014). En
particular, podrian contribuir a la respuesta al estrés salino de manera independiente al rol

de ABA durante la fase vegetativa (Fu et al., 2014).

En primer lugar, decidimos investigar el papel que podrian jugar los represores florales
TEM en la respuesta al estrés salino. Para ello, analizamos el tiempo de floracién de
plantas mutantes fem en respuesta al aumento de la salinidad (50 y 100mM NaCl, para
simular condiciones de salinidad moderadas y moderadas respectivamente) comparado

con el de las pantas silvestres (WT).

Claramente, los mutantes fem presentan una mayor supervivencia que las plantas WT y

las TEM-SE en respuesta al aumento de salinidad en el suelo (Figura 9, A, B).

El examen visual a las 4 semanas de desarrollo confirm¢6 que el didmetro de las rosetas
en las plantas WT disminuye en respuesta al aumento de concentracion de sal (Figura 9,
C), sin embargo, las plantas tem, cuya floracion temprana conlleva el cese del crecimiento
de las hojas de roseta, muestran una menor sensibilidad al estrés salino (Figura 9, B). No
obstante, las plantas TEM-SE se muestran hipersensibles a la salinidad y muestran
alteraciones en el color de las hojas de roseta, sugiriendo muerte celular en el mesoéfilo

asociado a la senescencia (Figura 9, C).
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Figura 9. Respuesta al estrés salino de plantas cuya expresion de los genes TEM se encuentra alterada.

A'y B), las lineas de los graficos muestran la tasa de supervivencia de las plantas TEM-SE y de los mutantes fem
cultivadas en LD y concentracion de sal creciente en comparacion a WT. La tasa de mortalidad fue calculada como el
porcentaje de plantas muertas 4 tras cuatro semanas desde la germinacion. C) Comparacion fenotipica de plantas WT
(arriba) y plantas fem (abajo) tras cuatro semanas de crecimiento en LD y diferentes tratamientos de salinidad. E y F)
plantas WT y tem cultivadas durante 5 semanas en LD y regadas con agua (izquierda, control), o sometidas a un
tratamiento de salinidad moderado (medio, 50mM NaCl) o alto (derecha, 100mM NacCl).
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Tras 5 semanas del inicio del tratamiento de salinidad, las plantas WT muestran un claro
retraso del crecimiento vegetativo y de la floracion (Figura 9, D), mientras que la mayoria
de las plantas fem fueron capaces de alcanzar la fase reproductiva pese a estar sujetas al
tratamiento de salinidad de mayor intensidad (Figura 9, E, F). Asi, los anélisis fenotipicos
sugieren que las plantas fem son menos sensibles a las concentraciones crecientes de NaCl

y muestran un mayor €xito reproductivo que las plantas WT en estas condiciones.

Todo ello indicaria que los genes TEM podrian desempefar un papel en respuesta a la

salinidad.

Los genes TEM forman parte de la requlacion de la transicion floral en respuesta a estrés salino

Con el objetivo de investigar la posible relacion entre el estrés salino y los represores de
la induccidon floral TEM se analizd el tiempo de floracion de las plantas tem en
comparacion con el tiempo de floracidon de las plantas WT en respuesta a concentracion

de salinidad creciente.

En condiciones de SD, las plantas WT tratadas con concentraciones bajas y moderadas
de NaCl no llegaron a alcanzar la fase reproductiva, mientras que los mutantes tem, de
floraciéon temprana, tratadas con concentraciones bajas, alcanzaron la madurez

reproductiva al mismo tiempo que en condiciones control (Figura 10, A).

Por otro lado, en condiciones de LD, las plantas WT sometidas a estrés salino leve
florecieron mas tarde que las plantas no tratadas, mientras que la mitad de las plantas WT
sometidas a estrés salino alto murieron antes de que se diera la transicion floral (Figura 10,
B). Por el contrario, los mutantes fem unicamente mostraron una ligera inhibicion del
crecimiento, manteniendo la floracion dentro de las tres semanas tras la germinacién, con

un promedio de 6 hojas de manera independiente al tratamiento (Figura 10, B)
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Figura 10. Efecto de la salinidad sobre la transicion floral en condiciones de SD y LD

Ay B) Floracion bajo SD y LD respectivamente, medido como nimero de dias hasta la aparicion de la inflorescencia (izquierda) y
numero de hojas de roseta (derecha) en plantas WT'y tem sujetas a tratamientos de salinidad en comparacion a plantas no tratadas.
Se muestran dos réplicas biologicas.
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Cabe destacar que la mayoria de los mutantes tem también produjo flores bajo el
tratamiento de salinidad mas alto en condiciones de LD (Figura 10, B). Asi, la reduccion
de la sensibilidad de las plantas tem al estrés salino durante la transicion floral sugeriria
que los genes TEM podrian mediar en el retraso en el cambio de fase vegetativa a
reproductiva en respuesta a salinidad observado en las plantas WT. Esto se ve apoyado
por la acumulacion de ARNm de TEMI y TEM?2 durante la fase vegetativa (Figura 11,
A). Sin embargo, no se detectaron alteraciones en los niveles de ARNm del activador
floral CONSTANS (CO, (Putterill et al., 1995)) en nuestras condiciones experimentales
Figura 11, B).

Para investigar a fondo la base molecular de la reduccidn de la sensibilidad a estrés salino
de los mutantes fem se analiz6 el cambio en la transcripcion de los genes que actian
posteriormente a los TEM en plantas cultivadas en LD durante una semana. La expresion
de FT y TSF disminuyd a medida que la concentracion de salinidad aumenta en ambos
genotipos, pero se encontraron niveles mas altos de transcritos de los florigenos (fold

change = 4) en los mutantes fem en todas las condiciones (Figura 11, C).

En el mismo sentido, se observo una sobreexpresion del gen responsable de la biosintesis
GA (GA30X1) y del integrador floral SOC1 en las plantas tem (fold change = 2) tanto en

condiciones control como en condiciones de salinidad (Figura 11, D).

Por lo tanto, los andlisis fenotipicos y los de expresion indican una correlacion entre el
fenotipo de floracion temprana y la ausencia de represion de los integradores florales y
de los genes asociados a la biosintesis de GA en plantas tem con independencia del

tratamiento de salinidad.

En conclusion, estos resultados muestran que el ciclo de vida mas corto de las plantas
mutantes da lugar a un éxito reproductivo frente a las plantas WT ya que son capaces de

completar la fase reproductiva incluso en condiciones de alto estrés salino.
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Figura 11. Andlisis de expresion de genes reguladores de la transicion floral

A). Réplicas de expresion de los genes TEM1 y TEM?2 en plantas cultivadas durante una semana (arriba) y dos semanas (abajo) bajo
LD y sometidas a tratamientos de concentracion creciente de salinidad. B-D) Replicas biologicas de RT-qPCR del inductor floral CO
(B), los integradores florales FT/TSFI1 (C) y GA30XI y SOCI en plantas WT y fem cultivadas durante una semana en LD en
condiciones control frente a tratamientos de salinidad.
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El estrés salino tiene un menor impacto sobre el crecimiento en las primeras etapas del desarrollo

en las plantas tem en condiciones de salinidad

La germinacién es un proceso fisiologico altamente afectado por la presencia de sal en el
medio. Para comprobar el efecto del estrés salino en la germinacion de los mutantes tem
se realizo un seguimiento de la aparicion de la radicula a partir de semillas embebidas en

medio con niveles bajos e intermedios de NaCl.

Como era esperado, la tasa de germinacion disminuy6d con el incremento de la

concentracion de sal tanto para las semillas WT como para las fem (Figura 12, A, B).
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Figura 12. Efecto de la salinidad en la germinacion de plantas TEM

A'y B). Tasa de germinacion de las plantas WT y fem en medio MS con concentraciones crecientes de sal (S0mM en naranja, 100mM
en rojo) con relacion al control (blanco). Las medidas fueron tomadas cada 24h desde el momento de la imbibicién como porcentaje
de semillas que mostraban la protrusion de la radicula. Para cada punto se utilizaron 80 semillas y el dato representa la media con el
ESM de tres replicas independientes.

Ambos genotipos se comportaron de manera similar, con excepcion de la muestra tomada
a los tres dias después de la imbibicién y a 100mM NaCl, donde fem mostrd un porcentaje
mayor de semillas germinadas. Esta observacion concuerda con los propuesto por trabajos
previos en los que se muestra que la germinacion de las semillas en respuesta a estrés
salino se encuentra activada en mutantes rav e inhibida en plantas sobre-expresantes

RAV1y RAV1-like y, en menor medida, RAV2 (Fu et al., 2014).
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En trabajos previos del laboratorio ya se habia observado un aumento de GA en las plantas
mutantes zem (Osnato et al., 2012) y este hecho podria estar relacionado con el aumento
de la capacidad para germinar de estas semillas. En este sentido, observamos un aumento
en la expresion de ABI5 y una disminucidn de la expresion de GA30X1, reguladores
negativo y positivo de la germinacion de las semillas (D. H. Kim et al., 2008; Skubacz
et al., 2016), en respuesta a las concentraciones crecientes de salinidad comparado con la

ausencia de tratamiento (Figura 13, A).
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Figura 13. Efecto de la salinidad en la germinacion y primeras fases del desarrollo

A), Analisis de expresion de ABIS y GA30X1 en plantas WT'y fem en semillas tras dos dias de la germinacion en condiciones de LD.
Se muestran los resultados de dos réplicas bioldgicas. B), tasa de germinacion de plantas WT y fem sembradas en medio MS con
concentraciones crecientes de salinidad suplementadas con 1M GAj; contra control.

En este mismo sentido, la administracion de 1pM GAj3 al medio es suficiente para
recuperar las tasas de germinacion de las plantas WT en medio salino al nivel de las
plantas WT no tratadas, indicando que la acumulacién de GA3 propia de los mutantes tem
pudria estar detras de su resistencia a la salinidad en cuanto a la germinacion (Figura 13,
B).

A continuacion, se analizaron los efectos inhibitorios de la salinidad sobre el crecimiento
de las plantulas WT y fem y se pudo apreciar una reduccion tanto en el desarrollo de la

raiz como en la expansion de los cotiledones en ambos genotipos (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la salinidad en el desarrollo de las primeras fases del ciclo vital

Wild-type

temitem2

Desarrollo de la raiz primaria y expansion de los cotiledones en plantas WT (arriba) fem (abajo) cultivadas durante 7 dias en medio

MS (izquierda) y MS suplementado con 50mM NaCl (medio) y 100mM NaCl (derecha).

A pesar de encontrar una alta variabilidad entre réplicas bioldgicas, también se encontrd
un aumento estadisticamente significativo en la longitud de la raiz primaria en plantulas
fem una semana tras la germinacién (Figura 15, B) pero no en el diametro de los
cotiledones (Figura 15, C). Ademas, el peso fresco de las plantulas sometidas al
tratamiento de salinidad mostré que, pese a la correlacion negativa entre la acumulacidon
de biomasa y la concentracion de salinidad, los mutantes fem acumulan una mayor
biomasa relativa a la ausencia de tratamiento que las plantas WT (Figura 15, A),

mostrando una menor sensibilidad que las plantas WT.
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Figura 15. Efecto de la salinidad sobre la germinacion y el desarrollo de las plantulas.

A), Grafico de barras de la acumulacion de biomasa de las plantas WT y fem tratadas con concentraciones de sal en comparacion al
control. B), Desarrollo de la raiz primaria en plantas WT y zem tras 7 dias de desarrollo en placas MS. C) Desarrollo de los cotiledones
en plantas WT y tem tras 7 dias de desarrollo en placas MS. Las diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el test t de
student se muestran con * si P<0.033 y ** si P<(.02.
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Teniendo en cuenta las diferencias de desarrollo entre las plantas WT y las plantas
mutantes tem, se observa que las plantulas zem son ligeramente menos sensibles que las

WT al aumento de la salinidad durante la fase juvenil del desarrollo.

Los mutantes tem presentan son mds resistentes a la senescencia inducida por la salinidad

En el laboratorio se habia descrito que los mutantes fem acumulan un mayor nivel de GA4
bioactivo (Matias-Hernandez et al., 2016; Osnato et al., 2012), lo que podria compensar
el retraso en el crecimiento inducido por la salinidad. Esto, junto a un menor nivel de
acumulacion de JA (una fitohormona lipidica involucrada en la respuesta al estrés y en
diferentes procesos del desarrollo y, en concreto, de la senescencia foliar (He et al.,
2002)), sugiere que el contenido hormonal alterado de los mutantes fem podria otorgarles

una ventaja al enfrentar el estrés abiotico.

Por ello, se seleccionaron una serie de genes en funcion de su papel conocido en la
senescencia y de su desregulacion en TEM-SE para estudiar su respuesta a salinidad en

plantas mutantes fem.

A B c

20

-

HAI/elF4
SAG12/elF4
@

MKKIkIF4

Figura 16. Patrones de expresion de MKK9, SAG13 y SAGI12

A), B) y C). Resultados de RT-qPCR de MKK9, SAG13/HAIl y SAG12 respectivamente para plantas WT y fem cultivadas en LD

durante 2 semanas en condiciones de salinidad creciente.

Estos andlisis revelaron una reduccion de la expresion de MKK9 (inductor de la
senescencia (C. Zhou et al., 2009)) bajo estrés salino leve (Figura 16, A), asi como de

SAGI13 y SAGI2 en las tres condiciones en plantas tem en comparacion con las plantas
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WT (Figura 16, B, C). SAG12 y SAGI13 son dos proteinas de actividad proteolitica
fuertemente ligadas al proceso de envejecimiento y senescencia foliar (Y.-S. Noh &

Amasino, 1999).

En resumen, los andlisis moleculares de las plantas sometidas a estrés salino indican que
la inhibicidn de los genes relacionados con la sintesis de JA y SAGs en las plantas tem
podria estar retrasando los procesos de senescencia asociados a la presencia de salinidad
en el sustrato. Por lo tanto, los TEM podrian actuar en la regulacion positiva de la
senescencia foliar, ademas de en la regulacion negativa del crecimiento de la planta.

Los mutantes tem toleran mejor el estrés oxidativo inducido por la salinidad

Entre los efectos que el estrés abidtico provoca en la fisiologia de las plantas, encontramos
la generacion de radicales libres, especialmente aquellos derivados del oxigeno que
conducen a dafios serios en la membrana celular, interrupcién de los flujos i6nicos y
defectos en el proceso de fotosintesis. La produccion excesiva de estas sustancias ROS
contribuye a la aceleracion de la senescencia foliar, que se encuentra mediada, entre otros
genes, por MKK9 (C. Zhou et al., 2009). Dado que este gen se encuentra sobre expresado

en plantas TEM1-SE, se decidi6 analizar el estado oxidativo de estas plantas.

Para ello, se realiz6 una tincién con diaminobencidina (DAB) tanto en las plantas TEM1-

SE como fem, permitiendo detectar las substancias ROS acumuladas.

50 mM NaCl water 50 mM NaCl 100 mM NacCl water 50 mM NaCl 100 mM NaCl

control

+DAB

TEM1-OE Wild-type tem1tem2

Figura 17. Andlisis de la acumulacion de la sustancias ROS en plantas sometidas a senescencia inducida por estrés
salino

Tincion DAB de H202 tras 4 semanas de tratamiento. Las plantas fueron cultivadas en LD y tratadas con concentraciones crecientes
de salinidad.
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Pese a hallar altos niveles de H>O> en las hojas mas viejas de todos los genotipos, las
plantas tratadas con sal presentan niveles mas altos que las plantas no tratadas,
confirmando la induccidén de especies ROS en respuesta a salinidad. Ademas, los
resultados confirman que la produccion de especies ROS es superior en las plantas TEM1-

SE que en las plantas WT (Figura 17).

Por el contrario, la acumulacion de especies ROS es menor en los mutantes tem.
Indicando que los mutantes estarian mejor preparados para tolerar el estrés oxidativo

inducido por la presencia de salinidad.

Los mutantes tem muestran una degradacion alterada de pigmentos y cinéticas de NPQ
(Quenching no fotoquimico) en respuesta a salinidad.

Los procesos de senescencia vienen indicados por una degeneracion de los cloroplastos
y sus pigmentos fotosintéticos (Kuai et al., 2018). Al medir el contenido de clorofilas y
carotenoides en las plantas WT y tem sometidas a salinidad, descubrimos que, aunque las
plantas mutantes muestran un menor contenido de pigmentos bajo condiciones control, el
contenido total de estos pigmentos disminuy6 con mayor rapidez en las plantas WT que

en las plantas tem en respuesta a estrés salino (Figura 18, A, B)

Dado que las plantas inician una senescencia prematura para librarse de aquellas hojas
que no son eficientes fotosintéticamente, llevamos a cabo una evaluacion del rendimiento
fotosintético mediante una tecnologia de fenotipado no-invasiva (IMAGIN-PAM).
Concretamente, calculamos el factor de NPQ (del inglés Non-Photochemical Quenching),
un mecanismo fotoprotector desarrollado para librarse del exceso de luz que pueda ser

dafiino para los complejos foto-receptores en forma de calor (Ruban, 2016).

Bajo condiciones control los dos genotipos presentan un comportamiento similar: el NPQ
continua incrementando durante la exposicion a luz actinica y adquiere su maximo valor
tras 9 minutos de exposicidn (Figura 18, C-E). En respuesta a salinidad los dos genotipos
muestran un perfil cinético diferente: las plantas WT adquieren unos valores superiores a
los de los mutantes tem (Figura 18, C-E). Es mds, el NPQ no cambia en las plantas

mutantes sometidas a altas concentraciones de sal respecto de su control, lo que nos invita
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a pensar que las plantas tem podrian, o bien tener un NPQ menos eficiente, o, por el

contrario, experimentar un estrés menor que las plantas WT.
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Figura 18. Andlisis de la senescencia asociada a marcadores fisiologicos y mecanismos fotoprotectores en respuesta
a estrés salino.

A, B) representacion de la degradacion de clorofila y caraotenoides medidas como el contenido total de pigmentos fotosintétitocs a 4
semanas tras la germinacion en plantas WT y tem cultivadas en LD y concentraciones crecientes de sal. C-E) Graficos de dispersion
superpuestos con lineas conectivas que representan perfiles cinéticos de NPQ de plantas tipo salvaje (blancas) y plantas teml tem2
(verdes) de 5 semanas de edad, cultivadas bajo condiciones de luz larga en condiciones sin estrés salino (C), estrés salino moderado
(D) y estrés salino alto (E). NPQ se calculd como (FO - Fm)/Fm en diferentes puntos temporales. Barra blanca, fase de induccion y
fase estable con luz actinica; barra gris, fase de relajacion en la oscuridad. Se utiliz6 la prueba t de dos colas e independientes para
evaluar las diferencias significativas entre los dos genotipos, con *P < 0.0033, **P < 0.0002, ***P < 0.0001.
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Rol de TEM en sequia

La proteina TEM1 interacttia con MYC2 tanto en células de levadura como en células vegetales.

No se han descrito dominios especificos para la interaccion proteina-proteina en las
proteinas de la familia RAV y se consideraba que regulan la transcripcion como
mondmeros (Kagaya etal., 1999) . Sin embargo, esta descrito que los TEMs de
Arabidopsis se asocian fisicamente con el activador floral GI en protoplastos de tabaco
(Sawa & Kay, 2011), con los co-represores TOPLESS (TPL) y TPL Related (TPR) en
levadura (Causier et al., 2012), y con la histona metiltransferasa CURLY LEAF (CLF)
en planta (Hu et al., 2021).

Con anterioridad a mi llegada al laboratorio y con el objetivo de identificar posibles
interactores de los TEM, se analizé una biblioteca de cDNA de genes expresados en
diferentes tejidos de plantas de Arabidopsis usando TEM1 y TEM2 como cebos en
ensayos de Yeast 2-Hybrid (Y2H). Tras la secuenciacion de casi cien colonias, un
subconjunto de interactores putativos fue seleccionado en base a su funcion biologica en
procesos de desarrollo, localizacion nuclear y perfil de expresion solapante con los TEM.
Entre todos los candidatos interesantes, se eligid al regulador de la transcripcion MYC2
para andlisis posteriores, ya que el gen parecia estar altamente transcrito en tejidos
vegetativos al final del dia (Figura 19, A-D) y codifica un represor floral que actua

directamente sobre FT (H. Wang et al., 2017).
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Figura 19. Andlisis preliminares de la posible interaccion de MYC2 y TEMI

A-D) andlisis in silico de la expresion de TEM1 y MYC2 en el que se muestra el solapamiento de las areas de expresion a lo largo del
desarrollo. A, C) oscilacion de los patrones de expresion, mostrando un incremento durante la tarde en LD y en la noche en SD. B, D
y E) Validacion de la interaccion proteina-proteina mediante Y2H.
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La interaccion entre TEM1 y MYC2 fue validad en células de levadura usando Y2H
(Figura 19, E) y en células vegetales usando la Proteina Fluorescente Amarilla dividida
(YFP). En ensayos de Complementacion Bimolecular de Fluorescencia (BiFC), se
observd una sefial fluorescente clara de YFP reconstituido en nucleos de hojas de
Nicotiana benthamiana co-expresando YFPN-MYC2 y YFPC-TEMI asi como YFPN-
MYC3/YFPN-MYC4 y YFP“-TEM1 (Figura 20 ,A), pero no en células transformadas con

controles negativos (Figura 21, A).

A YFPU-MYC2 YFPU-MYC3 YFPIMYC4 YFPI-MYC2
+ + + +
YFPC-TEM1 YFPC-TEMA YFPC-TEM1 YFPC-MYC4

Chlorophyll Bright field

YFP

B
CORE1
FTgene CORE2
I [T .
G-box (MYC2
| caGbox svp) RAVbs  FLCbs o )

Figura 20. Ensayos Bil'C para la Interaccion in vivo entre TEMI y MYCs.

A) Ensayos de BiFC mostrando que TEM1 interactuia con proteinas MYC . Fluorescencia YFP detectada en nucleos de células de
hojas de N. benthamiana co-infiltradas con cepas de Agrobacterium expresando proteinas MYC completas fusionadas al fragmento
N-terminal de YFP (YFPN -MYC2, YFPN -MYC3, YFPY -MYC4) y TEMI fusionado al fragmento C-terminal de YFP (YFPC -
TEMI). Los controles negativos se proporcionan en la Figura 21, la interaccion conocida entre MYC2 y MYC4 fue utilizada como
control positivo. Arriba, campo claro; medio, clorofila; abajo, fluorescencia YFP. B) Representacion esquematica del locus FT
(promotor en blanco; regiones no traducidas 5’y 3’ en gris; exones en negro; intrones, linea). La region promotora contiene secuencias
de consenso unidas por SVP (cajas CArG en -1215 bp, -1114 bp y -342 bp) y CO (COREL! en -223 bp, CORE2 en -164 bp). El cuerpo
del gen contiene el sitio de union de TEM en el UTR 5’ (RAV bs en -37 bp), el sitio de union de FLC en el primer intrén (FLC bs a
+287 desde ATG), y cajas G centrales a las que se une MYC2 en el primer exén (+49 bp desde ATG) y tercer intron.
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A pesar de la alta similitud de secuencia entre las proteinas TEM1 y TEM2 (71,27%), no
fue observada ninguna interaccion en levaduras entre TEM2 y las proteinas MYC y solo
se pudo observar sefial de manera esporadica en células de N. benthamiana co-expresando
YFPN-MYC2 y YFPC-TEM2 (Figura 21, B y C). No se detecté asociacion entre MYC2 y
SVP (Figura 21, D), otro represor floral que regula a FT uniéndose a su promotor. Asi, el
ensayo BiFC indico interacciones moleculares mas fuertes entre TEM1 y las proteinas

MYC.

La presencia de sitios de union RAV y bHLH en una region cercana al ATG de FT Figura
20, B) abri6 la puerta a investigar si TEM1 y MYC2 se unen en conjunto a elementos
especificos involucrados en la represion transcripcional del florigeno. Esta region
regulatoria también contiene dos Elementos de Respuesta a CO (CORE1, CORE2) que
son esenciales para la activacion transcripcional de F7T (Tiwari et al., 2010). Por lo tanto,
TEMI1-MYC2 podria regular la expresion de F7 compitiendo con CO (como previamente
fue propuesto por (Castillejo & Pelaz, 2008), o alternativamente interfiriendo con la
maquinaria transcripcional central (descrito por (Gaston & Jayaraman, 2003) en regiones
3’ del Sitio de Inicio de Transcripcion (TSS), una region también reconocida por el

potente represor FLC (Helliwell et al., 2006).

56



A YFP-MYC2 YFPN-MYC3 YFPN-MYC4 YFPC-MYC4 YFPC-TEM1
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Figura 21 Ensayos BiFC para la interaccion uno a uno de represores florales

A) Células de hojas de N. benthamiana expresando combinaciones de proteinas de fusion N-terminal (YFPN-MYC2, YFPN-MYC3,
YFPN-MYC4) o proteinas de fusion C-terminal (YFP©-MYC4, YFPC-TEM1) con YFP® y YFPN respectivamente. Se utilizaron
vectores vacios como controles negativos. Arriba, campo claro; medio, clorofila; abajo, fluorescencia YFP. B) Células de hojas de N.
benthamiana expresando transitoriamente la longitud completa de MYC2 y TEM2 fusionados a los fragmentos N-terminal y C-
terminal de YFP, respectivamente. C y D, imagenes mostrando que YFPN -MYC2 interactia débilmente con YFP® ~TEM2 (C) pero
no con YFPC —SVP (D). Fusion, superposicion de fluorescencia y campo claro.



Los TEMs y los MYCs interactuan genéticamente durante el desarrollo vegetativo y reproductivo.

Tras establecer la interaccion fisica, se puso a prueba su relevancia bioldgica. Para ello y
dada la redundancia funcional entre TEMI1/TEM2 (Matias-Hernandez et al., 2016;
Osnato et al., 2012) y MYC2/MYC3/MYC4 (Bao et al., 2019; H. Wang et al., 2017) en
diferentes procesos del desarrollo, se generaron lineas mutantes quintuples tem myc para

analizar sus fenotipos.

Cabe destacar que recientemente ha sido publicado que la floracion temprana de los
mutantes myc se ve potenciada por una mutacidon no identificada hasta el momento que
afecta a un residuo conservado de COPI, que reduce la degradacion de CO (Yu et al.,
2023). Esto condujo a la secuenciacion de nuestro material y reveld la presencia de la

sustitucion de G por A en COP1, que caracteriza la mutacidon copl-21 (Figura 22).

GGAAGAGGCAGGTTCCTACTTTATTAGTGCGGTTTGCTGGAAGAGTGATAGTCCCACGATGTTGA!

L B o B L B B B B B A B o e e A

CCTTCTCCGTCCAAGGATGAAATAATCACGCCAAACGACCTTCTCACTATCAGGGTGCTACAACT!

G -> A substitution (S648N)

E CE A 6 § ¥ F I '§ A M E W K S Db s P T M L
640 4 J " 645 : i Y . : : T 655 ' : " 660

BGAAGAGGCAGGTTCCTACTTTATTAGTGCGGTTTGCTGGAAGAGTGATAGTCCCACGATGTTGA!

tem1/2 GGAAGAGGCAGGTTCCTACTTTATTAGTGCGGTTTGCTGGAAGAGTGATAGTCCCACGATGTTGA!
myc2/3/4tem1/2 SGAAGAGGCAGGTTCCTﬁCTTTﬂTTAE[TGCGGTTTGCTGGA)\GAGTGATAGTCCCACGATGTTGN
myc2 SGAAGAGGCAGGTTCCTACTTTATTA@TGCGGTTTGCTGGAAGAGTGATAGTCCCACGATGTTGAI

Col-0 GGAAGAGGCAGGTTCCTACTTTATTAGTGCGGTTTGCTGGAAGAGTGATAGTCCCACGATGTTGA!

myc3/4 tem1/2 BGAAGAGGCAGGTTCCTRCTTTATTA@I’GCGGTTTGCTGGAAGAGTGATAGTCCCACGATGTTGN

Figura 22. Deteccion del polimorfismo de nucledtido vnico COPI en fondos genéticos WT'y myc/tem.

Deteccion del polimorfismo de nucledtido unico COP1 en fondos genéticos WT y myc tem. Alineamiento de secuencias que abarcan
residuos del 640 al 660, incluyendo la mutacion que causa la sustitucion de S a N en el mutante copl-21 (arriba). Col-0 (WT) y teml
tem?2 llevan el alelo tipo salvaje (A en la posicion 1,943) mientras que myc2, myc3 myc4 teml tem2 'y myc2 myc3 myc4 teml tem?2
llevan el alelo mutante (G en la posicion 1,943). E1 SNP fue detectado por secuenciacion Sanger del ADN extraido de los genotipos
indicados.
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Encontramos el polimorfismo en los mutantes simples myc2 y myc3 (convirtiéndose en
los mutantes dobles myc2 copl-21 'y myc3 copl-21), y en mutantes de orden superior,
convirtiéndose en cuddruples myc2 myc3 myc4 copl-21, quintuples myc3 myc4 copl-21

teml tem2,y sextuples myc2 myc3 myc4 copl-21 teml tem?2.

De manera consistente con hallazgos previos, las plantas fem y myc copl mostraron una
floracion anticipada bajo fotoperiodos largos (LDs) y cortos (SDs), y los mutantes de
orden superior florecieron incluso mas temprano que todas las otras combinaciones,

especialmente bajo SD.

En nuestras condiciones, observamos una diferencia estadisticamente significativa en el
tiempo de floracion (valor p <0,001) entre los mutantes quintuples myc3 myc4 copl-21
teml tem?2 y los mutantes séxtuples myc2 myc3 myc4 copl-21 teml tem?2, sugiriendo que
la pérdida de la funcién de MYC2 también contribuye a anticipar la transicion floral.
Precisamente, las plantas myc copl tem mostraron un fenotipo de floracion temprana muy
acentuado: comparado con el tipo silvestre (WT), los mutantes séxtuples florecieron diez
dias antes con cuatro hojas en LDs (Figura 23, A) y siete semanas antes con seis hojas en
SDs (Figura 23, B). Asi, la pérdida de la funciéon de TEM aumenta la floracién temprana

de myc copl, reduciendo notablemente la respuesta al fotoperiodo en myc copl tem.

También se analizo la morfologia de las hojas de la roseta en la floracion en todos los
genotipos, ya que los cambios en las estructuras vegetativas estan coordinados con el
crecimiento reproductivo (Telfer et al., 1997). Se observé que los mutantes séxtuples solo
produjeron hojas pequefias redondeadas y margenes lisos Figura 23, C y D). Esta
observacion, junto con la ausencia de tricomas en la superficie abaxial de las hojas (Figura
23, E), sugiere que las plantas myc copl tem parecen responder a la induccién floral

durante la fase juvenil bajo ambos fotoperiodos.
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Figura 23. Caracterizacion fenotipica de mutantes multiples myc copl y tem en la transicién floral.

Ay B, graficos de violin mostrando el tiempo de floracion, medido como el nimero de hojas de roseta formadas (arriba) y dias hasta
la aparicion del tallo floral (abajo), de plantas WT (blanco), myc copl (verde claro), tem (verde) y myc copl tem (verde oscuro) (n=19-
22) cultivadas en dias largos (LDs) (A) y dias cortos (SDs) (B) a 22°C. Los asteriscos indican diferencias significativas (* P < 0.033,
**P<0.002, *** P<0.001), determinadas por ANOVA de Kruskal Wallis de una via seguida por la prueba de comparaciones multiples
de Dunn. Replicas bioldgicas adicionales en Figuras Complementarias S6. C y D, vistas laterales y superiores de los cuatro genotipos
cultivados durante 2 semanas en LDs (C) y 3 semanas en SDs (D). Las flechas indican el desarrollo de la inflorescencia en mutantes
séxtuples. E) Imagenes de los lados adaxial y abaxial de las cuartas hojas disecadas de plantas myc cop!l tem en el momento de la
emision del tallo floral en dias largos (LDs) (izquierda) y dias cortos (SDs) (derecha), mostrando la ausencia de tricomas en la
superficie inferior de la hoja.
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A continuacion, se investigd si el crecimiento reproductivo se veia afectado en los
mutantes de floracién temprana y encontramos una amplia gama de alteraciones
fenotipicas, incluyendo la reduccion del tamaifio de todos los 6érganos florales en mutantes
séxtuples (Figura 24, A). No se observaron defectos macroscopicos en las estructuras
reproductivas de fem, mientras que una inspeccion mas detallada mostré un desarrollo
retardado de los estambres en myc copl (en acuerdo con (Qi etal., 2015) y una

dehiscencia retardada en myc copl tem (Figura 24, Ay B).

myc cop1 tem myec cop1 WT myc cop1tem
tem

|_'_|
; mye cop1 tem -
. =|

myccop1 tem myccop1 0 10 20 30 40 S50 60 70

tem seed number/silique

-W-L-H 1mM 3AT 2.5mM 3AT 5mM 3AT

Figura 24. Andlisis del desarrollo reproductivo en mutantes multiples myc copl y tem.

A) Imagenes representativas de flores maduras (se retir6 un pétalo para inspeccionar los 6rganos reproductivos) en WT y multiples
mutantes. Barra=1 mm. B) Vistas laterales de flores maduras de WT y myc copl tem, antes y después de retirar los pétalos. El mutante
séxtuple muestra estambres anormales con filamentos mas cortos. Barra=1 mm. C) Imagenes representativas de siliques en desarrollo
en WT y multiples mutantes. Barra=1 mm. D) Graficos de barras que muestran el nimero de semillas producidas por vaina por los
cuatro genotipos; Los datos (5 vainas por genotipo) representan la media con DS de dos réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican
diferencias significativas determinadas por la prueba ANOVA para comparaciones multiples (correccion de Dunnet). E) Ensayo Y2H
mostrando la interaccion entre TEM2-BD y MYB21-AD. Vectores vacios (AD, BD) se utilizaron como controles negativos. 5B,
MYB21-AD+TEM2-BD; SA, MYB21-AD+BD; 7B, TEM1-BD+AD. Las células de levadura que expresan diferentes combinaciones
de vectores AD y BD se sembraron en medio minimo (- L, W, y H) y medio estricto que contiene una cantidad creciente de 3-AT.
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Dado que los defectos en la formacién de estambres afectan a la produccion de semillas
dentro de los frutos en desarrollo (Qi et al., 2015), se analizaron las etapas posteriores del
crecimiento reproductivo. A diferencia del desarrollo normal de las inflorescencias de
WT, myc copl 'y myc copl tem produjeron silicuas mas cortas y con un menor contenido
de semillas (Figura 24, C y D). Por lo tanto, la caracterizacion fenotipica de mutantes
multiples durante el desarrollo reproductivo sugiere que la pérdida de la funcion de TEM
también agrava los problemas de esterilidad de myc copi-21, resultando en una reduccion
del conjunto de semillas en mutantes séxtuples (menos del 15% de la produccion de

semillas de WT).

En la madurez, no se observaron diferencias obvias en el tamafio de las semillas entre WT
y tem, mientras que myc copl (C. Gao et al., 2016) y myc copl tem produjeron semillas
mas grandes (Figura 25, A). Especificamente, los mutantes séxtuples formaron las
semillas mas grandes, pero en menor cantidad, caracterizadas por una circularidad
disminuida relacionada con un aumento significativo en la longitud de la semilla mas que
en su ancho (Figura 25, B a E). Por lo tanto, los andlisis morfoldgicos de mutantes
multiples en la madurez corroboraron un papel relevante de los MYC en la determinacion

de las caracteristicas de las semillas.
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Figura 25. Andlisis morfolégico de las semillas producidas por mutantes miltiples myc copl y tem.

A) Imagenes representativas de semillas (coloreadas falsamente en negro) formadas por plantas WT y mutantes multiples. Barra=1
mm. B a E, Graficos de caja mostrando alteraciones en la morfologia de las semillas en WT y mutantes de orden superior. Los datos
(65-120 semillas por genotipo, dos réplicas bioldgicas) representan el promedio y las lineas de minimo a maximo valores de area de
semilla (B), circularidad (C), ancho de semilla (D) y longitud de semilla (E). Los asteriscos indican diferencias significativas (* P <
0.033, ** P<0.002, *** P<0.001), determinados por la prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples (correccion de Dunn).
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Los TEM y los MYC regulan la expresion de un conjunto comun de genes clave para el tiempo de
floracion.

El fenotipo extremadamente temprano de floracion de los mutantes séxtuples sugirié una
relacion funcional entre TEM y MYC en el control de la transicion floral. Ademas de su
funcion conocida como represores de F'7'(Castillejo & Pelaz, 2008; H. Wang et al., 2017),
se hipotetizd que otros genes del tiempo de floracion podrian estar mal regulados. Para
probar esta hipotesis, empleamos andlisis de expresion a gran escala para examinar
cambios en la abundancia de ARNm de reguladores seleccionados que actian en

multiples vias florales en mutantes de orden superior comparados con WT.

Primero, se monitorizd la expresion de genes clave involucrados en la floracion
fotoperiodica. Los niveles de transcripcion relativos del represor floral EARLY
FLOWERING 3 (ELF3) y del activador floral CONSTANS (CO) no cambiaron
significativamente, pero observamos la sobreexpresion de GI en myc copl y myc copl
tem en LDs (Figura 27, A). La expresion de los florigenos FT y TSF se incrementd en
etapas tempranas del desarrollo de las plantulas en todos los mutantes y en plantas fem de
una semana de edad en condiciones inductivas (Figura 26A), pero se sobreexpresd
fuertemente en mutantes séxtuples (F7, fold change ~15) siete dias después de la
germinacidn en condiciones no inductivas (Figura 26, B). Estos resultados sugieren que
la actividad reducida de TEM y MYC, junto con la actividad aumentada de CO causada
por la mutacion copl-21, podria llevar a la pérdida de la respuesta al fotoperiodo debido

a la activacion de los florigenos independientemente de la duracion del dia.
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Figura 26. Caracterizacion molecular de mutantes multiples myc copl y tem en la transicion floral.

A aF, Analisis de expresion de genes claves en la determinacion del tiempo de floracion en mutantes de orden superior en comparacion
con WT. A) Graficos de linea que representan los niveles relativos de transcritos de /7'y 7SF en plantulas cultivadas por 3, 5y 7 dias
en LDs. B) Grafico de barras que representa los niveles relativos de transcritos de /7'y TSF en plantulas cultivadas por 7 dias en SDs.
Cy D, Upregulacion de SOC! en mutantes multiples cultivados en LDs y SDs. E y F, Downregulacion de FLC en mutantes multiples
cultivados en LDs y SDs. Para el analisis de expresion, las muestras (n=18-20) se recogieron a ZT16 en LDs y ZT12 en SDs. elF4 fue
utilizado para la normalizacion. Los datos se reportan como el valor medio con DS de tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre genotipos (* P < 0.033, ** P<0.002, *** P <0.001), determinadas por ANOVA de una via seguida por
la prueba de comparacion multiple de Dunnet.
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La expresion de represores adicionales de F7 como ELF6 (B. Noh etal., 2004),
AGAMOUS-LIKE 15 (AGLI15) y el relacionado AGLIS8 (Adamczyk etal., 2007;
Fernandez et al., 2014) no se vio afectada en mutantes de orden superior (Figura
Suplementaria S9B). Sin embargo, los mutantes séxtuples mostraron una transcripcion
aumentada del gen similar a SOCI, AGL42 (Dorca-Fornell etal., 2011) y
AGLY/SEPALLATA3 (SEP3) (Pelaz et al., 2000), pero no del relacionado AGL3/SEP4
(Ditta et al., 2004) (Figura 27C). A pesar de su funcidn principal como factor homeotico
floral, SEP3 también se expresa en las hojas (Figura 27, D), donde actia en un bucle de

retroalimentacion positiva con F7T (Iglesias et al., 2015; Lopez-Vernaza et al., 2012).

Los mutantes multiples también mostraron una clara sobreexpresion del integrador floral
SOCI (Figura 26, C y D) y una fuerte desregulacion hacia abajo del represor floral FLC
(Figura 26, E y F). Especificamente, los mutantes séxtuples mostraron los niveles mas
altos de transcripcion de inductores florales y los niveles més bajos de ARNm de FLC.
Por lo tanto, la caracterizacidn molecular de mutantes multiples reveld una regulacion
alterada de genes clave para el tiempo de floracion de la familia MADS-box, ademads de

los florigenos.
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Figura 27. Andlisis de la expresion de reguladores del crecimiento reproductivo en mutantes multiples myc copl y

tem.

A a C, Graficos de barras que representan los niveles de expresion relativos de componentes de la via de respuesta a fotoperiodo
(regulador negativo ELF 3, reguladores positivos GI'y CO), reguladores negativos de F'T (ELF6, AGL15, AGL18) y genes MADS-box
implicados en el desarrollo reproductivo (A4GL42, SEP3, SEP4) en WT y mutantes multiples cultivados por una semana en LD y SD.
D) Analisis in silico muestra la expresion de los genes AGL42 (At5g62165), SEP3 (At1g24260) y SEP4 (At2g03710) en tejidos
vegetativos (hojas, SAM) y reproductivos (Arabidopsis eFP Browser 2.0).
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Los TEM regulan la expresidn del activador SOC1 y del represor FLC,

A continuacion, se analizaron las secuencias de genes seleccionados del tiempo de
floracion e identificamos secuencias consenso putativas de uniéon de MYC y/o sitios de
union de RAV en las regiones regulatorias de varios activadores florales que estan
desregulados en mutantes de orden superior, incluyendo SOC/. Este andlisis de
secuencias sugirié que MYC y TEM podrian unirse directamente a promotores florales

importantes, de manera independiente o cooperativa.
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Figura 28. Interaccion in vivo entre TEMI y regiones regulatorias de SOCI1.

Interaccion in vivo entre TEM1 y regiones regulatorias de SOCI. A) Regiones genomicas de SOC/ analizadas en ensayos ChIP
(promotor en blanco; UTRs 5’y 3” en gris; intron lider en gris oscuro; exones en negro; intrones, linea). B) Analisis ChIP de la unién
de TEM1 a regiones regulatorias de SOCI. Se realizaron qPCRs con conjuntos de primers que amplifican regiones promotoras de
SOCI que contienen sitios de union similares a los de RAV (pSOCI I, pSOCI II), una regién que abarca los exones 6 y 7 de SOC!
como control negativo, y una region que abarca el primer exén de GA30OX1 como control positivo. Se utilizaron plantas WT (gris) y
35S:TEM1-HA (violeta). Se muestra un representante con barras de error de tres réplicas de qPCR (valor medio, SD)

La pérdida de la funcion de TEM contribuyd principalmente a la sobreexpresion de SOC/
en mutantes séxtuples en SD (Figura 26, D). En el contexto genético de tem, la activacion
precoz de SOCI podria ser mediada por el aumento de la acumulacién de GA (como se
propone en Osnato et al., 2012), o alternativamente, por la disminucién de la represion
transcripcional. Para determinar si TEM1 interactia con secuencias reguladoras de SOC/
(Figura 28, A), empleamos plantas sobre-expresando TEMI en ensayos de
Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChIP) y encontramos un enriquecimiento

significativo en la region promotora que contiene sitios de unidn similares a RAV pero no
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en exones (Figura 28, B,), sugiriendo que TEM1 también puede regular directamente a

SOCI através de la union a sus regiones regulatorias.

Por otro lado, la fuerte inhibicién de FLC en todas las combinaciones de mutantes en LD
y SD (Figura 26, E y F) indicé que los MYC y TEM regulan positivamente a FLC,
probablemente modulando la actividad de sus reguladores. En ese caso, la sobreexpresion
de represores de FLC en contextos de mutantes podria llevar al silenciamiento de FLC,

dependiente e independientemente de FT.

Entre los reguladores conocidos de FLC, se seleccionaron miembros de la ruta autonoma
que determinan el cambio de la transcripcidn activa a la represion, especialmente aquellos
que alteran el estado de la cromatina del locus de FLC (Figura 29, A). FLOWERING
LOCUS D (FLD, He et al., 2003) esta claramente sobreexpresado (fold change ~2) en
todas las combinaciones de mutantes, mientras que los ARNm de MULTICOPY
SUPPRESSOR OF IRAI1 4 (MSI4/FVE, Ausin et al., 2004)) y RELATIVE OF EARLY
FLOWERING 6 (REF6, (Lu et al., 2014; B. Noh et al., 2004) se acumularon a los niveles
mas altos solo en mutantes séxtuples en SDs (Figura 29, B). Sin embargo, la transcripcion
del gen homeobox LUMINIDEPENDENS (LD, 1. Lee et al., 1994) y de otros genes de la
rutaautonoma que codifican proteinas de union a ARN mostraron una expresion
inalterada en multiples mutantes (Figura 29, C), con la excepcion de una ligera
sobreexpresion de FLOWERING LOCUS K (FLK) (M.-H. Lim et al., 2004). Asi, los
analisis de expresion de miembros de la ruta autdnoma en multiples mutantes sugirieron
que la sobreexpresion de activadores florales involucrados en la remodelacion de la
cromatina de FLC (la demetilasa de Histona H3K4 FLD, la deacetilasa de histona FVE y
la demetilasa de Histona H3K27 REF6) podria explicar la inhibicion de FLC.
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Figura 29. Efecto de la pérdida de funcién de MYC y TEM en la expresion de miembros de la ruta auténoma.

A) Representaciones esquematicas de componentes de la via autonoma que actiian por encima de/regulando a FLC. B y C, Anélisis
de expresion de activadores florales de la via autonoma en WT y mutantes multiples cultivados por una semana en LD y SD. B)
Graficos de barras que representan los niveles de expresion relativos de los modificadores de histonas FLD, FVE, REF6 'y LD. C)
Graficos de barras que representan los niveles de expresion relativos de factores de procesamiento de ARN - FLOWERING CONTROL
LOCUS A (FCA),de control del tiempo de floracion FPA, FY,y FLK. Las barras de error representan la DS de 3 réplicas biologicas.
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A continuacion, se hizo uso de ChIP-qPCR para examinar la deposicidon de diferentes
marcas de histonas en el locus de FLC (Figura 30, A) en plantas WT y mutantes cultivadas
en SDs. Usando anticuerpos especificos contra Histona acetilada, las plantas WT
mostraron el mayor enriquecimiento en regiones reguladoras importantes del gen FLC
(Figura 30, B), sugiriendo una correlacion entre MYC/TEM vy las modificaciones de la
cromatina relacionadas con la transcripcion activa. Usando anticuerpos contra Histona
H3 tri-metilada, los mutantes séxtuples mostraron un enriquecimiento significativo en
una region cercana al codon de INICIO del gen FLC (Figura 30, C), sugiriendo una
correlacion entre los represores florales mutados y el aumento de las modificaciones de
la cromatina relacionadas con el silenciamiento del gen FLC. A pesar de la variabilidad
biologica, los ensayos ChIP revelaron que las modificaciones epigenéticas en el locus de
FLC, incluyendo la eliminacion de grupos acetilo de las colas de las histonas centrales,

podrian explicar la reduccion de la transcripcion de FLC en multiples mutantes.

Siguiendo esta logica, los MYC y TEM funcionales podrian regular positivamente al
represor floral FLC en WT reprimiendo factores involucrados en su silenciamiento. Por
el contrario, los defectos en MYC'y TEM podrian causar la activacion de los florigenos y
activadores florales de la ruta autébnoma, dando lugar a una floracion extremadamente

temprana de los mutantes séxtuples.
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Figura 30. Andlisis de modificaciones de histonas de FLC en mutantes myc copl y tem

A) Regiones genomicas de FLC analizadas en ensayos ChIP (promotor en blanco; UTRs 5’ y 3’ en gris; exones en negro; intrones,
linea). Las flechas indican los primers utilizados en qPCR. B y C, Enriquecimiento de marcas de histonas relacionadas con la
transcripeion activa y el silenciamiento, respectivamente, en plantas cultivadas en SDs. Resultados de qPCR mostrando disminucion
de la acetilacion de la histona H3 (B) y aumento de la tri-metilacion de la histona H3 (C) en regiones especificas de FLC en mutantes
multiples. Los valores son la media de tres réplicas independientes con DS. Los asteriscos indican diferencias significativas entre
genotipos (* P < 0.033, ** P< 0.002, *** P < 0.001), determinadas por ANOVA de una via seguida por la prueba de comparacion
multiple de Dunnet. Cromatina IP con anticuerpos contra la Histona H3 fue utilizada para la normalizacion.
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Los represores florales modulan la respuesta de las plantas a temperaturas mds cdlidas y al déficit
de agua.

Los componentes de las rutas del fotoperiodo y la ruta auténoma también modulan la
floracion en respuesta a un aumento de la temperatura ambiente (Balasubramanian et al.,
2006; Blazquez et al., 2003; Iglesias et al., 2015) o una disminucién de la disponibilidad
de agua (Hwang et al., 2019; Riboni et al., 2013). Para investigar la posible implicacion
de los represores florales en estudio, TEM y MYC, en estos procesos, se examinaron las
alteraciones del desarrollo de WT y mutantes multiples cultivados en diferentes

condiciones subdptimas.

Primero, se monitorizaron los cambios en el tiempo de floracion de plantas cultivadas a
temperaturas ambientales elevadas (27°C) en comparacidn con la temperatura dptima de
crecimiento (22°C). En LDs, los cuatro genotipos florecieron con un numero similar de
hojas de roseta a 27°C y 22°C (Figura 31, A); sin embargo, se observo una disminucion
significativa en el numero de dias hasta la aparicion de la inflorescencia en plantas WT,
myc copl y tem (valor p <0,001, ~ 4-5 dias) a 27°C pero no en mutantes myc copl tem
(Figura 31, B). De igual manera, todos los genotipos, excepto el mutante séxtuple,
florecieron mucho antes a 27°C que a 22°C en SDs (Figura 31, C y D). Notablemente, las
plantas myc copl y tem florecieron con un nimero similar de hojas a 27°C en SDs y a
22°C en LDs, corroborando el hallazgo de que un aumento de 5°C en la temperatura
ambiente compensa la disminucion de 8 horas en la duracion del dia (Balasubramanian
et al., 2006). Sin embargo, la temperatura mas célida no afectd el fenotipo de floracion
temprana de myc copl tem, sugiriendo que los alelos fem potencian el fenotipo de
floracion temprana del mutante cuadruple myc copl y contribuyen a la pérdida de la

induccién fotoperiddica y térmica de la floracion observada en mutantes séxtuples.
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En SDs, la floracion acelerada observada en plantas myc copl y tem cultivadas a 27°C (en
comparacion con 22°C) podria ser causada por una expresion incrementada de F7/TSF'y
REF6 (Figura 31, E), que recientemente ha demostrado jugar un papel clave en la
termomorfogénesis (He et al., 2002). La sobreexpresion de promotores florales también
se produce por una dréstica inhibicion de FLC en todos los mutantes (Figura 31, F). A
temperatura mas calida, los mutantes myc copl también mostraron una transcripcion
ligeramente incrementada de SOCI, FLD y SEP3 (Figura 31, G). Curiosamente, la
activacidon de SEP3 en tejidos vasculares a 28°C parece acelerar la floracién al inducir FT
(Iglesias et al., 2015). En cambio, la expresion de otros genes de la ruta auténoma, como
FLK y los dos de la respuesta termosensorial (FVE y FCA, (Blazquez et al., 2003), no
cambio en mutantes a 27°C en SDs (Figura 31, H).
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Figura 31. Efecto la temperatura cdlida sobre el tiempo de floracion y la expresion de reguladores de la induccion

floral de mutantes myc copl y tem.

A a D, graficos de violin que muestran el fenotipo del tiempo de floracion (arriba, numero de hojas de roseta formadas; abajo, dias
hasta la aparicion del tallo floral) de los cuatro genotipos cultivados a 22°C versus 27°C en LDs (A, B) y SDs (C, D). Réplicas
biologicas adicionales aparecen en la Figura Complementaria S13. Los datos (20-24 plantas de cada genotipo) se analizaron con una
prueba t de dos colas no emparejada comparando dos grupos, 22°C vs 27°C. Los asteriscos indican significancia estadistica con * P <
0.033, ** P <0.002, *** P<0.001. E, F; G H) graficos de barras que representan los niveles de transcripcion relativos de F7/TSF,
REF6, FLC, SOCI y FLK en diferentes fondos genéticos cultivados durante 1 semana en SDs a 27°C. Para el analisis de expresion,
las muestras (n=18-20) se recolectaron a ZT12, se utiliz6 elF4 para la normalizacion. Los datos se reportan como el valor medio con
DS de tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias significativas entre genotipos (* P < 0.033, ** P< 0.002, *** P <
0.001), determinadas por ANOVA de una via seguida por la prueba de comparaciéon multiple de Dunnet.
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Posteriormente, analizamos las alteraciones fenotipicas de las plantas crecidas con
escasez de agua. Los cuatro genotipos fueron sometidos a tres regimenes de agua
irrigando cada volumen de suelo con 1 volumen (100%, control), 1/2 volumen (50%,
limitacion leve de agua) y 1/4 volumen (25%, limitacion severa de agua) de agua. En
LDs, no se pudo evaluar el impacto de la privacion de agua en la transicion floral ya que
los mutantes de orden superior crecieron y florecieron lo suficientemente rapido como
para eludir la sequia. En SDs, la limitacion continua de agua afectd severamente el
crecimiento general de los cuatro genotipos, pero el WT mostr6 el impacto mas dréstico
en la fase vegetativa (Figura 32, A) y la tasa de mortalidad mas alta antes de la madurez
(Figura 32, B). En un fotoperiodo no inductivo, los mutantes multiples florecieron con un
numero similar de hojas de roseta y dias hasta la aparicion del tallo independientemente
del régimen de agua (Figura 32, B), sugiriendo que TEM/MYC podrian mediar la

respuesta de la planta a la escasez de agua en la transicion floral.

Como a menudo la limitacidon de agua es una consecuencia u ocurre junto a condiciones
de crecimiento mas calidas, evaluamos las alteraciones en el tiempo de floracion de los
cuatro genotipos en respuesta a una combinacidn de los dos factores de estrés ambiental.
En SDs, la mayoria de las plantas WT sometidas a privacion de agua a 27°C murieron
durante la fase vegetativa, mientras que los mutantes de floracion temprana en las mismas
condiciones de estrés alcanzaron la fase reproductiva y se secaron en la madurez Figura
32, C). Sorprendentemente, la limitacion severa de agua a 27°C retraso los dias hasta la
aparicion del tallo floral en myc copl y tem, pero no en myc copl tem. Por lo tanto, los
analisis fenotipicos sugirieron que la actividad reducida de los represores florales TEM y
MYC podria conferir una tolerancia aumentada a esos estreses abidticos que imitan
condiciones ambientales adversas relacionadas con el cambio climatico (por ejemplo,
clima mas célido y seco al final del invierno), presumiblemente acortando el ciclo de vida

y disminuyendo la superficie expuesta al estrés.
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Figura 32. Efecto de la limitacion de agua en el crecimiento y la floracién de mutantes myc copl y tem.

A) Imagenes representativas de plantas WT, myc copl, tem'y myc copl tem cultivadas durante dos, tres y cuatro semanas en SDs con
disponibilidad decreciente de agua. Plantas control (100, 1 volumen H20/1 volumen suelo) en la parte superior, plantas sometidas a
limitacion leve de agua (50, 1/2 volumen H20/1 volumen suelo) en el medio, plantas sometidas a limitacion severa de agua (25, 1/4
volumen H20/1 volumen suelo) en la parte inferior. B y C, graficos de dispersion que muestran el fenotipo del tiempo de floracion,
medido como el nimero de hojas de roseta y el nimero de dias hasta la aparicion del tallo floral, de plantas individuales WT y mutantes
(15-18 de cada genotipo) sometidas a disponibilidad decreciente de agua (100%, 50%, 25% SWC) bajo SDs a 22 °C (B) y 27°C (C),
respectivamente. La mayoria de las plantas WT murieron antes de la floracion en condiciones de escasez de agua.
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Los TEM modulan la transpiracion alterando el patron de los estomas.

Ademads de la limitacion de agua, también se evaluaron las plantas adultas por su
tolerancia a la desecacién en SDs mediante la retencién de agua durante una semana.
Sorprendentemente, los mutantes myc copl y tem mostraron las tasas de supervivencia
mas baja y mas alta, respectivamente, tres dias después del re-riego, indicando
susceptibilidad distinta a la privacion de agua (Figura 33, A y B). Para evaluar el
rendimiento diferencial de los mutantes de floracién temprana a la escasez de agua en
SDs, se analiz6 el comportamiento de los cuatro genotipos en respuesta a la disminucion
del contenido de agua del suelo (SWC) y encontramos una tasa de transpiracion mas alta
en myc copl 'y myc copl tem en comparacion con WT y tem (Figura 33, C). Por lo tanto,
los alelos mutantes de myc y/o copl podrian causar hipersensibilidad a la deshidratacion,

probablemente debido a una mayor pérdida de agua.

Como la transpiracion es regulada por los estomas, examinamos las superficies abaxiales
de las hojas diseccionadas de plantas adultas cultivadas en SDs en buenas condiciones de
riego y en limitacion severa de agua. Las observaciones por microscopia electronica de
barrido (SEM) mostraron que los mutantes multiples produjeron mas estomas que las
plantas WT, tanto en condiciones controladas como de estrés por sequia (Figura 35, A).
También confirmamos una densidad de estomas mas alta en mutantes multiples mediante
experimentos de pelado de la epidermis abaxial de la hoja de los cuatro genotipos
cultivados en condiciones controladas (Figura 34, A). En estos contextos genéticos, no
detectamos agrupacion de estomas (tipico de mutantes con sobre-proliferacion de
estomas) sino mas bien varios grupos de dos estomas espaciados por una célula
pavimentosa interviniente (Figura 35, B). Sin embargo, los estomas de las plantas
mutantes fem parecian estar aumentados en numero pero disminuidos en tamafio,
sugiriendo que las células guardia podrian tener una actividad reducida para el
intercambio de gases. Por lo tanto, empleamos imagenes térmicas para medir cambios en
la temperatura de las superficies de la roseta de plantas WT versus mutantes y observamos
una temperatura mas alta en mutantes tem - correspondiente a transpiracioén reducida -
pero una temperatura mas baja en myc copl y myc copl tem - correspondiente a

transpiracion aumentada (Figura 34, B).
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Figura 33. Andlisis fisiolégicos de mutantes myc copl y tem en respuesta a la privacion de agua.

A) Graficos de barras que muestran la tasa de supervivencia de plantas WT y mutantes multiples (16 plantas de cada genotipo)
sometidos a 7 dias de retencion de agua, 3 dias después de la rehidratacion. Se reportan dos réplicas bioldgicas con una tendencia
similar. B) Imagenes que muestran la mayor mortalidad de myc cop! y la mayor supervivencia de zem en respuesta a la deshidratacion.
C) Analisis de la tasa de transpiracion en condiciones controladas y de estrés hidrico. Graficos que muestran el SWC (% del peso de
la maceta/peso de la maceta a plena capacidad de agua) versus la transpiracion de la planta entera (ml/cm”2dia®-1) en WT y mutantes
multiples cultivados en SDs con disponibilidad de agua decreciente (de alto a bajo SWC). Se presentan tres réplicas biologicas.
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En conjunto, los andlisis morfologicos y fisioldgicos sugirieron que los represores florales
en estudio podrian regular el intercambio de gases modulando el patron o funcionamiento
de los estomas. MYC y TEM podrian controlar la densidad de los estomas a través de la
fitohormona Acido Jasmonico (JA), un regulador negativo del desarrollo de estomas (Han
et al., 2018). De hecho, el contenido reducido de JA en plantas myc y tem (segin Han
etal., 2018; Osnato et al., 2021), asociado con la desregulacidon hacia abajo de genes
biosintéticos criticos de JA (Figura 34, C), podria ser la causa de la formacion

incrementada de estomas en hojas de mutantes multiples.
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Figura 34. Caracterizacion de los fenotipos de los estomas de los mutantes myc copl y tem en condiciones

controladas

A) Graficos que muestran la densidad de estomas (nimero de estomas en un area de 0.5 mm”2) de mutantes multiples en comparacion
con WT. Los datos (10 sectores de hojas por genotipo, dos réplicas bioldgicas) representan el promedio y los extremos desde los
valores minimos hasta los maximos. Los asteriscos indican significancia estadistica (* P < 0.033, ** P < 0.002, *** P < 0.001),
determinada por la prueba de Kruskal-Wallis. B) Graficos que muestran alteraciones en la temperatura de las superficies de la roseta
de mutantes multiples en comparaciéon con WT. Para cada genotipo, las medidas son el promedio de tres filas diferentes de cuatro
plantas (3 sectores de hoja cada una), y los extremos representan los valores minimos y maximos. Los asteriscos indican significancia
estadistica (* P <0.033, ** P <0.002, *** P < 0.001), determinada por la prueba t de dos colas no emparejada. C) Graficos de barras
que representan los niveles de expresion relativos de genes que codifican enzimas clave involucradas en el primer paso de la biosintesis
de JA - LIPOXIGENASA 2 (LOX2), LOX3 y LOX4 - en diferentes fondos genéticos cultivados durante 1 semana en SD. Nd, no
detectado.
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Las proteinas MYC también reprimen genes clave bHLH que codifican reguladores
positivos de la diferenciacion de estomas (Han et al., 2018), mientras que el papel de los
factores TEM en la formacion y actividad de tipos de células especificas de la hoja todavia
estd por investigarse completamente. Es interesante que los genes 7EM se expresan en el
mesofilo, donde controlan la formacion de tricomas en el lado adaxial de la hoja
modulando la acumulacion y distribucion de GA (Matias-Hernandez et al., 2016), pero
también de los estomas en diferentes etapas del desarrollo, desde la especificacion del
linaje celular de los estomas hasta la diferenciacion de las células guardia. Ademas,
analisis transcriptomicos previos (Osnato et al., 2021) revelaron la desregulacion de ocho
genes involucrados en el patrén y funcionamiento de los estomas en plantas que sobre-
expresan TEMI comparados con las WT. Por lo tanto, monitoreamos los cambios en los
niveles de expresion de los genes seleccionados de estomas y encontramos que las plantas
mutantes fem mostraron una disminucion en los niveles de ARNm de STOMATAL
DENSITY AND DISTRIBUTIONI (SDDI; (Berger & Altmann, 2000; Von Groll et al.,
2002), ERECTA (ER) y ERECTA LIKE 2 (ERL2, (Shpak etal., 2005), que codifican
reguladores negativos de la formacién de estomas, pero una expresion inalterada de
MYB61 (Liang et al., 2005) y IQM1 (Y.-P. Zhou et al., 2012), que codifican proteinas

involucradas en la apertura/cierre de estomas (Figura 34, A).

La inhibiciéon de genes que regulan negativamente los primeros pasos del desarrollo
estomatico podria explicar el mayor nimero de células guardias inmaduras encontradas
en las hojas fem (Figura 34, B), reminiscente de los mutantes conocidos de densidad de
estomas (Lawson et al., 2014). Por lo tanto, los andlisis moleculares y morfoldgicos
proporcionaron mas evidencia de una funcién nueva de los TEM en el establecimiento

del patron de formacion de estomas.
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Figura 35. Andlisis morfolégicos de hojas de mutantes myc copl y tem en condiciones de buena hidratacion y de

limitacion severa de agua.

A) Imagenes representativas obtenidas por SEM que muestran células epidérmicas de las cuartas hojas disecadas de los cuatro
genotipos cultivados durante 3 semanas en SDs en condiciones controladas (arriba) versus privaciéon de agua (abajo). Estomas
maduros, coloreados falsamente en verde. Barra=10 mm. B) Imagenes de Microscopia de Luz que muestran el lado abaxial de hojas
verdaderas completamente expandidas (obtenidas por pelado epidérmico) disecadas de plantas cultivadas durante 3 semanas en SDs

en condiciones de buena hidratacion. En diferentes experimentos, los mutantes multiples mostraron un aumento en la produccion de
estomas. Barra= 100 mm.
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Moédulo GI-TEM-SVP en estrés abiotico

Los mutantes gi mueren antes de realizar la transicion floral en condiciones de sequia

GI desempeiia un papel crucial en la induccion floral en Arabidopsis as través de la
regulacion del tiempo y amplitud de la expresion de CO. Gi se acumula por la tarde y
estabiliza FKF1, facilitando la degradacion de ciertos factores de transcripcion como SVP
y TEM (Sawa & Kay, 2011) y promoviendo la activacién de FT (Kinoshita & Richter,
2020).

por lo que una vez establecida la insensibilidad de los de los mutantes fem al efecto de la
sequia sobre la induccion floral, se decidid analizar la relacion que pudiera tener con el

gen GI .

En primer lugar, se puso a prueba el efecto de la sequia sobre los mutantes gi que nuestras
condiciones experimentales pudieran tener. En condiciones de reduccion de riego, y tal
como se esperaba por trabajos previos (Riboni et al., 2013, 2016), las plantas WT aceleran
su floracion, pero los mutantes gi, de floracion tardia, carecen de esta capacidad de
adelanto y mueren antes de poder florecer (Figura 36) tanto en las condiciones de sequia

media (50%) como en las condiciones de sequia severa (25%).
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Figura 36. Numero de hojas de roseta en el momento de la floracion en dia largo
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En condiciones de SD no se produce la respuesta de escape a sequia ya que depende de
condiciones inductivas de fotoperiodo. En SD las plantas WT florecen mucho mas tarde
que en LD (Figura 36Figura 37), sin embargo, las plantas mutantes gi florecen
practicamente al mismo tiempo en LD y SD. En condiciones de reduccion de agua a la
mitad, se retrasa ligeramente el tiempo de floracion de las plantas WT y no varia el de las
mutantes gi. No se pudo medir el tiempo de floracién en condiciones de sequia severa ya

las plantas mueren antes de llegar a florecer al no activarse el mecanismo de escape a la
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Figura 37Figura 37. Numero de hojas de roseta en el momento de la floracion en dia

corto

El promotor floral Gl y los represores TPL y SVP interacttan fisicamente con toda la familia RAV en
Arabidopsis

Las proteinas RAV interaccionan fisicamente con GI, TPL y SPV Como y se ha
mencionado mas arriba, se ha descrito que GI interacciona fisicamente tanto con TEM
como con SVP, seguramente inhabilitando su capacidad de reprimir /7. Ademas, estaba
descrita la interaccidon del correpresor TPL con los TEM (Causier et al., 2012) pero se

desconocia si estas interacciones se daban ademas con el resto de la familia RAV. Para
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analizar esta posible interaccion se realizd un experimento BiFC en el que se pudo
detectar sefial para las interacciones de GI con el todos los miembros de la familia RAV,
RAV1, RAVIL, RAV3 y RAV3L y TEM1 y TEM2. También pudimos confirmar la

interaccion de GI con SVP y desvelar la interaccion entre GI y TPL (Figura 38).

Por ultimo, comprobamos que tanto SVP como TPL interaccionan fisicamente con la
totalidad de la familia RAV, mostrando una gran afinidad y potencial de interaccion

genética.
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Figura 38. BiFC entre lo miembros de la familia RAV,GI, SVP y TPL
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La ausencia de TEM no es suficiente para recuperar el fenotipo WT en plantas gi

Una vez confirmada las interacciones fisicas entre las proteinas TEM, GI, SVP, y TPL, se
realizaron los cruces pertinentes para la obtencion de lineas triple mutantes para gi 'y teml
y tem?2 (en adelante, gi fem) y cuddruples mutantes gi, fem, svp (en adelante gi tem svp)
para analizar si el papel de GI en las respuestas a estrés es a través de las interacciones

con TEM y SVP.

La ausencia de TEM no es suficiente para recuperar los niveles de expresion de FT en mutantes
gi

En primer lugar, se midieron los niveles de expresion de los florigenos F'7T'y TSF en LD,
para poder evaluar si la ausencia del modulo GI-TEM impacta de algiin modo en la

induccion floral.

Los resultados mostraron que a las dos semanas tras la germinacién las plantas fem
presentan niveles muy elevados de ambos transcritos. Por el contrario, los niveles de
expresion en las plantas gi y gi fem aun se mantienen inferiores a los que encontramos en

las plantas WT (Figura 39).
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Figura 39. RT-qPCR del florigeno a dos tiempos en las cuatro lineas de interés.

La ausencia de niveles altos de F7T o TSF a 7 o 15 dias en las plantas gi tem indica que la
ausencia del represor TEM no seria suficiente para recuperar el fenotipo WT, seguramente

debido a la presencia de SVP.

La ausencia de TEM no es suficiente para recuperar el fenotipo WT en plantas gi Las
plantas gi, al carecer de uno de los principales promotores de la induccion floral en
condiciones de LD, presentan una floracion tardia. Las plantas triple mutante gi tem
presenta una floracion algo mds temprana que los mutantes gi, pero muy alejada de la

floracion de los mutantes fem o del fenotipo salvaje de las plantas WT (Figura 40).
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Figura 40. Numero de hojas de roseta hasta la floracion.

No obstante, cabe destacar que la ausencia de fem produce un adelanto similar en la
floracién de las plantas gi similar al adelanto que supone su ausencia respecto de las

plantas WT. En ambos casos se traduce en una aceleracion de unas 6 hojas. Lo que supone
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una reduccion de aproximadamente el 50% en el caso de las plantas WT y de

aproximadamente un 20% en el caso de las plantas gi.

Por lo tanto, los resultados de expresion de FT'y TSF son coherentes con los tiempos de

floracion con las plantas gi tem.

La accion de GI y TEM se debe a su interaccion proteica y no a alteraciones en sus niveles de
expresion
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Figura 41. Niveles de expresion relativa a IFe4 de Gl y TEM

Para evaluar si la aceleracidon de la induccion floral se debia a una regulacion de la
expresion génica, analizamos los niveles de expresion de TEMI, TEM?2 y GI en las lineas
mutantes tem y gi. Los resultados indican que los niveles de expresion de los tres genes
son similares tanto en las lineas mutantes fem y gi como en las plantas WT. Los niveles
superiores de expresion de TEM?2 en las lineas tem pueden explicarse por el tipo de
mutacion que lleva el alelo. Se trata de una insercion de T-DNA que puede promover la
expresion 5’ del gen, donde aparean los 6ligos utilizados. No obstante, se trataria de una
version truncada de TEM2, de modo que la proteina expresada no podria realizar la

funcién normal de TEM?2.
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Estos resultados nos estarian indicando que la interaccion genética que encontramos en
el triple mutante gi tem probablemente se deba mas a una interaccidn proteica que a una

regulacion de la expresion de estos genes.

La ausencia de gi retrasa la floracion de los mutantes tem a la salinidad

Tal y como se ha presentado en secciones previas, en condiciones de salinidad las plantas
WT experimentan un retraso generalizado del crecimiento y, en particular, de la induccién
floral, sin embargo, los mutantes fem parecen ser insensibles. Las plantas gi, muestran
este mismo retraso en la induccidn floral que las plantas WT, con el agravante de que, en
las condiciones de salinidad mas extremas, mueren antes de la transicion a la floracion.
En las plantas gi tem observamos este mismo fendmeno, reforzando la idea de que la
ausencia de TEM no es suficiente para compensar el efecto que la ausencia de GI tiene

en la induccion floral en respuesta a estrés salino (Figura 42).
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Figura 42. Numero de hojas de roseta en el momento de la floracion en dia largo en

condiciones crecientes de salinidad.
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La ausencia de gi y tem podria otorgar cierta resistencia a la salinidad

Los genes SOS desempefian un papel crucial en la respuesta a la salinidad en las plantas
al evitar la acumulacion de altas concentraciones de Na* en su interior, y su regulacion se

ve mediada por la accion de GI (W.-Y. Kim et al., 2013).
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Figura 43. Niveles de expresion de los genes SOS1, SOS2 y SOS3 en plantas gi tem

Los niveles de expresion de los genes SOS no parecen variar en exceso entre los distintos
genotipos, a excepcion de SOS3, que se encuentra mas expresado en las plantas gi tem.
Esto podria implicar una mejorar capacidad de respuesta al estrés salino, aunque

insuficiente para alcanzar la induccidn floral en condiciones de alta salinidad (Figura 43).
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La ausencia de TEM en mutantes gi provoca un adelanto de la floracion incluso en SD

En condiciones de dia corto fem mantiene un ligero adelanto en la floracion respecto de
WT. Aunque los mutantes gi florecen en SD igual que en LD, el triple mutante gi tem
florece antes que los mutantes gi, pero el retraso en la floracion contintia siendo

significativo respecto de las plantas WT (

Figura 44).
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Figura 44. Numero de hojas de roseta en el momento de la floracion en dia corto.

La ausencia de TEM en plantas mutantes gi recuperan el mecanismo de escape a la sequia en
condiciones de dia largo

En condiciones de dia largo, las plantas gi tem no solo llegan a florecer en las dos
condiciones de sequia, sino que ademas adelantan la induccion floral en igual proporcién
que las plantas WT. De modo que la ausencia de TEM, pese a no recuperar el tiempo de

floracién WT, si libera la respuesta de escape ante la sequia, ausente en mutantes fem

(Figura 45).
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Figura 45. Numero de hojas de roseta en el momento de la floracion en dia largo.
Rol de modulo GI/TEM/SVP en estrés abidtico

Una vez comprobado que el modulo GI-TEM tiene un papel en la induccion floral en
respuesta al estrés abidtico, pero que la ausencia combinada del inductor floral G/ 'y de
los represores TEM es insuficiente para recuperar el fenotipo de floracion WT, se decidid

explorar si SVP es el componente adicional a través del que GI realiza su funcion.

La expresion de SVP no varia en las plantas mutantes gi y tem

En primer lugar, se determinaron los niveles de expresion de SVP a 7 y 15 dias para
comprobar si las plantas mutantes gi fem mostraba algun cambio respecto de las plantas

WT o los mutantes tem y gi.
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Figura 46. Niveles de expresion de SVP en los diferentes mutantes.

Los resultados mostraron niveles similares de expresion en todas los genotipos, con un
incremento esperado a 15 dias respecto de la muestra recogida a 7 dias. Estos resultados
indican que la regulacion del mdédulo GI-TEM-SVP, no ocurre por una regulacion de la
expresion, sino que, en todo caso, seria debida a la interaccion previamente observada

entre las proteinas (Figura 46).

La ausencia de SVP y de TEM en mutantes gi resulta en un tiempo de floracion WT

El estudio de los tiempos de floracion permitié comprobar que los mutantes svp tem
florecen practicamente al mismo tiempo que los mutantes tem. Por otra parte, las plantas
gi svp presenta una floracidon tardia respecto de las plantas WT, pero en todo caso
acelerada respecto de las plantas gi y gi fem, presentando una recuperacion parcial del
fenotipo de floracion. Finalmente, las plantas gi fem svp florecen en el mismo punto que
las plantas WT, mostrando una recuperacion total del fenotipo de floracion e indicando
que en ausencia de los represores TEM y SVP elimina el retraso que normalmente

provoca la ausencia de GI (Figura 47).
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La ausencia de Gl'y SVP anula la ventaja de tem en respuesta a salinidad

Las semillas de los diferentes mutantes se sometieron a un experimento de germinacion

en condiciones de salinidad para detectar su sensibilidad a este estrés (Figura 48).
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Figura 48. Tasa de germinacion en condiciones de salinidad.
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Tal y como se habia detectado previamente, los mutantes tem son insensibles a la
presencia de sal en el medio, sin embargo, la tasa de germinacion de los mutantes svp
disminuye con el aumento de la concentracién de NaCl y parecen ser mas sensibles a la
salinidad que las plantas WT, especialmente a 100mM de NaCl. Los mutantes gi muestran
una disminucion en la germinacidn con el aumento de NaCl, similar al tipo silvestre; sin
embargo, parece que la tasa de germinacion a 50mM no se reduce tanto como en las
plantas WT, lo que podria indicar una tolerancia ligeramente mayor a niveles bajos de

salinidad.

En el resto de mutantes se detecta una tendencia similar al WT, sefialando que, si bien la
ausencia puntual de TEM (tem) otorga una ventaja en cuanto a la germinacion en suelos
salinos, la ausencia combinada con la de G/ (gi fem) o con la de GI'y de SVP (gi tem svp)
anula esa ventaja. Es decir, el efecto que la ausencia de TEM tiene sobre la insensibilidad

a la presencia de sal requiere de la presencia de GI y SVP para que ocurra.
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gi tem svp se comporta como WT en LD en sequia
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Figura 49. Numero de hojas vegetativas producidas antes de la floracion en Arabidopsis thaliana

Condiciones de riego control (WW) y estrés por sequia (50% y 25% de agua) en LD. Los distintos genotipos incluyen el tipo silvestre
Col-0 y mutantes especificos (tem, svp, gi, gi tem, tem svp, gi tem svp)

Las plantas WT muestran capacidad de escape a la sequia adelantando la floracion al
disminuir la disponibilidad de agua. Por otro lado, los mutantes gi muestra una floracién
muy tardia y al carecer de mecanismos de escape a la sequia, las plantas mueren antes de
que puedan florecer. Las plantas tem y svp fem no muestran sensibilidad a la sequia,
manteniendo un numero constante de hojas de roseta al momento de la floracion,
independientemente de la severidad de la sequia. En cambio, las plantas WT, svp, gi tem,
gi svp'y gi tem svp demuestran una notable capacidad de escape a la sequia, con capacidad
para florecer sin importar la restriccion hidrica. Finalmente, el tiempo de floracion y la
respuesta al estrés por sequia de gi svp tem es similar al de las plantas WT, un poco mas

pronunciada la respuesta a la sequia (Figura 49).
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La ausencia de TEM y SVP es suficiente para recuperar el escape a sequia

Como ya se ha mencionado el mecanismo de escape a la sequia se produce en LD y no

en SD. Efectivamente, observamos en la Figura 50 que las plantas WT, ni las plantas gi,

no cuentan con dicho mecanismo. De hecho, las plantas WT mueren antes de poder

florecer en condiciones de sequia severa, hecho que se observa también en las condiciones

de sequia moderada para las plantas gi. Las plantas mutantes fem o tem svp, aunque

presentan una floracion temprana, tampoco la adelantan ante la reduccion de riego (igual

que ocurre en LD)
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Figura 50. Numero de hojas vegetativas producidas antes de la floracion en Arabidopsis thaliana

en condiciones de riego control (WW) y estrés por sequia (50% y 25% de agua) en SD. Los mutantes incluyen el tipo silvestre Col-0
y mutantes especificos (tem, svp, gi, gi tem, tem svp, gi tem svp)

Sin embargo, la eliminacion de SVP (svp) o la de TEM y SVP en un fondo gi (gi tem, gi

tem svp) provoca la aparicion de dicho mecanismo de escape a la restriccion de agua pese

a estar en condiciones de SD.
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Las bajas temperaturas inhiben el escape a sequia en los mutantes gi tem svp
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Figura 51. Numero de hojas vegetativas producidas antes de la floracion en Arabidopsis thaliana

En condiciones de riego control (WW) y estrés por sequia (50% y 25% de agua) en LD y 16°C. Los mutantes incluyen el tipo silvestre
Col-0 y mutantes especificos (tem, svp, gi, gi tem, tem svp, gi tem svp)

De manera generalizada, el crecimiento en condiciones de dia LD y 16°C produce un
retraso del desarrollo que se ve reflejado en la induccion floral. Asi, las plantas WT
florecen mas tarde que a 22°C y pierden la capacidad de activar el escape a sequia. Las
plantas fem y svp presentan un retraso en la floracién, pero menor que el observado en
SD (Figura 50) y el escape observado en las plantas gi tem svp es menos acusado que a

22°C (Figura 51).

Estos resultados indicarian que, a diferencia de lo observado en los mutantes gi tem, la
ausencia de SVP combinada con la ausencia de TEM es suficiente para la recuperacion
del fenotipo de induccién floral WT en plantas gi, reflejando que el papel que GI juega
como promotor del DE vendria dado por su actuacion como represor de represores de la

induccion floral.
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Evolucion de los RAV

La agrupacion de los genes RAV no permite anticipar su funcion reguladora

Durante los ultimos afios se han realizado amplios avances en la implicacion de los genes
RAV en respuesta al estrés abiotico (Fu et al., 2014; X.-J. Li et al., 2015; Mittal et al.,
2014). La revision bibliografica permiti6 la identificacion de las secuencias RAV de 29

especies asociadas de algun modo a la regulacion al estrés abidtico (Figura 63).

Con la intencion de detectar posibles agrupaciones que sefialaran una conservacion de la
secuencia asociada a la funcion en respuesta a salinidad, se realiz6 un arbol filogenético

de los genes RAV asociados a alglin tipo de estrés biodtico y abidtico.
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Figura 52. Arbol filogenético de los genes RAV con alguna implicacion en estrés abiético identificada en la literatura.

Las agrupaciones detectadas en el arbol filogenético reflejan la clasificacidon conocida de
los genes RAV en tres grupos, pero descartan la agrupacion funcional asociada a los roles

conocidos en estrés abiotico.
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Los genes SmRAV conservan la capacidad de regular la induccion floral en Arabidopsis

Selaginella moellendorffii es una planta licofita, carente de semillas y con vasculatura no
ramificada, siendo un representante basal de la historia evolutiva de las plantas. La
publicacion del genoma de Selaginella moellendorffii (Banks et al., 2011) permiti6 la
identificacion de 2 genes RAV en (SmRAVI y SmRAV?2) y su posterior clonaje para su
estudio.

Para estudiar si los genes SmRAVI y SmRAV2 conservan la funcion reguladora de la
induccidn floral se generaron lineas transgénicas bajo el promotor 35S y fueron llevados

hasta la generacion T3 en busca de individuos homocigotos.

Con el objetivo de seleccionar las lineas con mayor expresion se realizaron western blots

(WB) de lineas transgénicas independientes T3 y T4 contra el TAG HA.

Figura 53. Expresion de las proteinas SmRAV en lineas T3 y T4 de Arabidopsis.
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A) Resultados de Western Blot para las plantas SmRAV2-SE. B) T4 13
Resultados de Western Blot para las plantas SmRAVI-SE

La acumulacidn de la proteina SmMRAV2 correlaciona con el fenotipo de induccion floral, pero no
en SmRAV1

Como se aprecia en la Figura 53, inicamente se detectd sefial en las lineas 8, 9y 18 de
las plantas SmMRAV2-SE y ninguna linea mostré acumulacion de la proteina SmRAV1-

SE.
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Dado que la ausencia de deteccion puede deberse a diferentes factores mas alld de la falta
de expresion, como por ejemplo una rapida degradacion de las proteinas, decidimos
realizar los siguientes experimentos con todas las lineas con independencia del resultado

de WB.

La expresion de SmRAV?2 retrasa la floracion en Arabidopsis

Dado que Selaginella moellendorffii no cuenta con flores como dérgano reproductor, nos
preguntabamos si la expresion de sus genes RAV podria tener algin efecto sobre la
induccion floral en plantas que si las tienen. Asi, la investigacion sobre la expresion de
los genes RAV de Selaginella moellendorffii podria arrojar luz sobre los mecanismos
genéticos conservados que afectan a la floracidn, sugiriendo un papel de estos genes en

la regulacion del desarrollo reproductivo vegetal, mas alld de la presencia de las flores.
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Figura 54. Numero de hojas vegetativas producidas antes de la floracion de plantas Arabidopsis thaliana SmRAV2-
SE en LD
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Como se refleja en el Figura 54, la expresion de SmRAV2 en LD provoca un marcado
retraso en la induccion floral respecto de las plantas WT, mas acentuado en las plantas de
la linea 8 que habian mostrado una mayor acumulacioén de proteina Figura 53, mientras

que las plantas de las lineas 9 y 18 experimentan un retraso de la floracion menor.

Si bien este retraso no es generalizado en todas las lineas analizadas, la correlacion de los
niveles de expresion con el fenotipo de retraso del tiempo de floracion proporciona una
mayor confianza en la veracidad del resultado, indicando que la expresion de un gen RAV

basal, como es el SmRAV2, es suficiente para regular la induccion floral.

La expresion de SmRAV1 acelera la induccion floral en Arabidopsis

En cambio, pese a no haberse detectado expresion proteica en el WB (Figura 53), las
diferentes lineas independientes SmRAVI-SE presentan consistentemente un adelanto de
la floracion en comparacion a WT, indicando que el resultado observado es genuino
debido a la expresion generalizada de SmAV1 y no es consecuencia del lugar de insercion

del T-DNA (Pucker et al., 2021).
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Figura 55. Numero de hojas vegetativas producidas antes de la floracion de plantas de Arabidopsis thaliana

SmRAV2-SE en LD
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Estos resultados muestran que tanto SmRAVI como SmRAV?2 alteran la regulacion de la
induccion floral al ser expresados en Arabidopsis. SmRAV2 actia como TEM,
produciendo un retraso de la floracidon, mientras que SmRAVI la adelanta la induccion
floral, indicando que los genes RAV conservarian la capacidad de regular la induccién

floral desde los momentos mas basales de la evolucion vegetal.

Las proteinas SmRAV interaccionan con el activador Gl y el represor TPL de Arabidopsis, pero
unicamente SmMRAV1 interacciona con SVP.

Como se ha mostrado en experimentos anteriores, las proteinas RAV interaccionan
fisicamente con GI, SVP y TPL (Figura 38). Dado que los genes SmRAV tienen la
capacidad de regular la induccion floral en Arabidopsis, nos preguntamos si las proteinas
codificadas por estos genes también tendrian la capacidad para interaccionar con las

proteinas GI, SVPy TPL.

Tal y como se ve en (Figura 56), tanto SmRAV1 como SmRAV2 interaccionan GI y con
TPL, promotor y represor de la floracion respectivamente. No obstante, Uinicamente
SmRAV1 parece interaccionar con SVP, ya que no se ha detectado sefial para la

interacciéon SmRAV2-SVP.

Dado que SmRAVI1 parece tener una funcion promotora de la induccion floral en
Arabidopsis, a diferencia de SmMRAV2, que la retrasa, este resultado plantea la hipotesis
de si la presencia de SmMRAV1 podria estar impidiendo la represion que SVP ejerce sobre

la induccion floral.
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Los genes CtRAV provocan un retraso consistente en la floracion

Ceratopteris richardii se encuentra evolutivamente mas proximo a Arabidopsis que
Selaginella moellendorffii, pero ain carece de flores como drgano reproductor. La
reciente publicacion de su genoma (Marchant et al., 2019) permiti6 la identificacion y
clonacion de sus 5 genes RAV para el estudio del rol que la expresion de estos genes en

Arabidopsis pudiera tener sobre el proceso de induccion floral.

Una vez clonados los genes los expresamos constitutivamente en Arabidopsis usando el
promotor 35S, pudimos analizar el tiempo de floracion de las plantas que sobre-expresan
los genes CrRAV3, CrRAV4 'y CrRAVS. En todos los casos se apreci6 un claro atraso de
la floracidn respecto de las plantas WT (Figura 57).
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Figura 57. Numero de hojas vegetativas producidas antes de la floracion de lineas independientes de plantas

Arabidopsis thaliana CrRAV-SE en LD

A). Resultados de floracion de tres lineas CrRAVS5-SE, B) Resultados de floracion de tres lineas CrRAV3-SE C) Resultados de floracion
de tres lineas CrRAV4-SE
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Junto a los resultados obtenidos para los genes SmRAV, estos resultados confirman una
fuerte conservacion de la capacidad reguladora de la transicion floral de los genes RAV

incluso de representantes basales de la evolucion vegetal.

La expresion de los RAV en Ceratopteris richardii varia en funcion de su etapa del desarrollo

Una vez establecida la funcion de los CrRAV en Arabidopsis, quisimos explorar el rol que

estos genes juegan en su planta nativa.
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Figura 58. Expresion de CrRAV1 y 2 en diferentes puntos del desarrollo.

S1. Transicion del gametofito a esporofito. S2. Esporofito de hoja vegetativa. S3. Esporofito de hoja fértil

Un primer analisis de expresion en tres puntos clave de su desarrollo (S1, transicion del
gametofito a esporofito; S2, Hoja vegetativa del esporofito; S3, Hoja fértil del esporofito)
reveld que la expresion de CrRAVI y CrRAV?2 alcanza un pico de expresion (de mayor
nivel para SmRAV2) en relacidon con las otras dos fases en el momento previo a la

transicion reproductiva del esporofito (Figura 58).

Unificando los resultados de plantas con flor y sin flor podemos concluir que los genes
RAV, podrian actuar como reguladores de la transicion a la etapa reproductiva, mas alla
de la regulacion de la induccidn flora, coordinando el cambio de etapa vital en respuesta

a las condiciones ambientales.

109



Los genes RAV presentan una expresion diferencial durante el desarrollo de los gametofitos

Los gametofitos de C-fern se desarrollan principalmente como hermafroditas (Banks,
1999), no obstante, una alta concentracion de gametofitos en el medio induce el desarrollo
de los gametofitos como machos. Es por esto que, usando una menor concentracién de

esporas se logra el desarrollo de la totalidad de los gametofitos como hermafroditas.
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Figura 59. Expresion de CrRAV a dias 7, 10 y 13 tras la germinacion.

Los resultados de expresion en gametofitos a los dias 7 (fase vegetativa), 10 (madurez
reproductiva) y 13 (post-autofecundacion) se puede apreciar la dinamica de expresion

(Figura 59).

Podemos observar que aparecen tres patrones diferentes. Por un lado, CrRAVI1 'y CrRAV2
disminuyen su expresion segun avanza el desarrollo. Por otro lado, CrRAV4 y CrRAVS
aumentan su expresion. Finalmente, no se detectd sefial para CrRAV3 en ninguno de los

momentos muestreados.
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Estos resultados podrian indicar un rol diferencial entre los genes CrRAVI 'y CrRAV2 y
los genes CrRAV4 y CrRAVS.

Los genes RAV presentan una expresion diferencial en gametofitos hermafroditas y machos

Una vez establecida la expresion diferencial entre los genes CrRAVI'y CrRAV2'y CrRAV
4y CrRAVS en gametofitos hermafroditas nos preguntamos si podrian estar implicados

en la regulacion del establecimiento del sexo en los gametofitos.

Para probar esta hipdtesis comparamos los niveles de expresidn en gametofitos
hermafroditas y una muestra de gametofitos enriquecida en machos, antes y después de

la autofecundacidn.
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Figura 60. Comparacion de expresion de los genes CtRAV en gametofitos Machos y Hermafroditas a 10 y 13 dias.

Al comparar los niveles de expresion de CrRAV entre machos y hermafroditas a 10 y 13
dias, se pudo comprobar que la expresion de CrRAV1 y CrRAV?2 es superior en machos y,
que, por el contrario, la expresion de CrRAV4 'y CrRAVS5 es superior en los gametofitos
hermafroditas (Figura 60). Destacan claramente con niveles de expresion diferenciados,

CrRAV2 en gametofitos macho y CrRAV5 en hermafroditas.
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Los genes RAV se expresan de manera diferencial en los tejidos de Ceratopteris richardii

Tras los andlisis de expresion mediante RT-qPCR, quisimos analizar la expresion de los
genes RAV in situ en tejidos de dos fases diferentes del desarrollo, en la hoja fértil y en la

transicion gametofito-esporofito.

Hoja Fértil Gametofito / Esporofito

CrRAV1
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CrRAV3
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Figura 61. Expresion de los genes CtRAV en Ceratopteris richardii

Se muestran los resultados de Hoja fértil (izquierda) y de la transicion de gametofito a esporofito (derecha). Las flechas azules indican
el tejido externo del esporangio. Las flechas azules indican el tejido de gametofito. Las flechas moradas indican el tejido del embrion

del esporofito.
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Los genes CrRAV4 y CrRAVS no parecen expresarse en la hoja fértil, pero se expresan
durante el desarrollo del gametofito. Por su parte, CrRAV1 y CrRAV2 acumulan sefial en
torno al esporangio, pudiendo cumplir alguna funcién en la regulacién del desarrollo de
este o de las esporas. CrRAV'3 presenta una sefial generalizada, en contradiccion con los
resultados obtenidos en RT-qPCR, lo que impide sacar conclusiones claras sobre su

expresion.

Por otra parte, en las muestras de gametofito auto fecundado, en el que el embrion del
esporofito ha comenzado a desarrollarse, podemos observar expresion de los genes
CrRAV1-5 en el tejido del gametofito, pero no en el tejido del embrién en desarrollo

(Figura 61), lo que podria estar indicando un papel de estos genes en el cambio de fase.

113



La presencia de salinidad en el medio provoca la alteracion de la expresion de los genes RAV

Hemos observado que los genes CrRAV han mostrado tener la capacidad de regular la
induccidn floral al ser expresados en Arabidopsis y tener el potencial de ser reguladores
de la transicion reproductora en Ceratopteris richardii, de modo que decidimos

comprobar si pudieran estar también relacionados con la respuesta a estrés abiotico.
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Figura 62. Expresion de CrRAV en gametofitos sometidos a tratamiento de salinidad

Al exponer los gametofitos a una concentracion media de salinidad (150mM NaCl),
pudimos observar tres tendencias diferentes. CrRAVI y CrRAV2 disminuyeron su
expresion, tras un pequefio pico a la media hora de ser expuestos a la salinidad. La
expresion de CrRAV4 se reduce a la media hora de la exposicidn al tratamiento, pero se
recupera y aumenta tras una hora en tratamiento. Finalmente, la expresion de CrRAVS se
dispara tras la hora de tratamiento de salinidad. No fue posible detectar expresion del gen

CrRAV3 en ningun punto del analisis (Figura 62).

Estos resultados indican que la expresion de los genes CrRAV se ven alterados por la
presencia de salinidad y que la regulacion es diferente en cada gen. Esto podria indicar
un rol en la respuesta temprana y adaptativa a la salinidad por parte de los genes RAV en

Ceratopteris richardii.
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Discusion

TEM modula el desarrollo vegetativo y la induccion floral en respuesta a salinidad

Los RAV controlan el desarrollo ademas de la respuesta a sequia y salinidad en diferentes
especies de plantas (Duan etal.,, 2016; Sohn etal.,, 2006; Zhao etal., 2017),
convirtiendolos en buenos candidatos para el estudio de la regulacién del crecimiento
adaptativo. Entre los genes R4V de Arabidopsis, TEM1 y TEM? se expresan ampliamente
en diferentes tejidos durante el ciclo de vida de la planta y juegan diversos roles en el
crecimiento mediante la reduccién del contenido de GA (Matias-Hernandez et al., 2016;

Osnato et al., 2012).

El estrés salino retrasa diferentes cambios de fase del desarrollo. En particular, la
germinacion de semillas (de embridn a vegetativo) y la transicidn floral (de vegetativo a
reproductivo); dos procesos promovidos por la accion de GA. Precisamente, es la
interaccion entre GA y su fitohormona antagdnica ABA la responsable de la regulacion
de la germinacidn de las semillas, asegurando el éxito en el establecimiento de la plantula.
La biosintesis de ABA aumenta durante el desarrollo del embrién para inducir la
dormancia de la semilla y prevenir la germinacion prematura en las silicuas. Asimismo,
el ABA se acumula en respuesta a la sequia y la salinidad para evitar el desarrollo de
plantulas bajo condiciones adversas (Shu et al., 2018). Al contrario, en condiciones
favorables, el contenido de ABA disminuye rapidamente después de la imbibicion de la
semilla y la biosintesis de GA aumenta para promover la ruptura de la testa, seguido de
la protrusion la radicula del tegumento de la semilla (Shu et al., 2018). Igual que se
observé en los mutantes ravl y ravi-like (Fu et al., 2014), los mutantes fem también
mostraron una facilidad para la germinacion en condiciones de estrés salino, sugiriendo

que sus niveles aumentados de GA podrian compensar la inhibicion inducida por la sal.
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En fases mds avanzadas, la salinidad del suelo retrasa el crecimiento de la planta, lo cual
se refleja en una reduccion en la acumulacion de biomasa. También se ve inhibido el
desarrollo de 6rganos verdes y provoca una curvatura en las hojas de plantas tanto WT
como mutantes. Sin embargo, los mutantes fem muestran un aumento significativo,
aunque moderado en peso fresco al compararlas con las plantas WT en condiciones de

estrés salino leve.

La transicion floral también se ve afectada por la presencia de sal de manera dosis-
dependiente (Zhang et al., 2011), bien mediante la activacion del represor floral FLC o a
través de la represion del promotor floral LFY (K. Li et al., 2007). Cabe destacar que los
mutantes fem mostraron una transicion floral anticipada independientemente del
tratamiento, indicando que los TEMs podrian integrar la transicion floral y la sensibilidad
a la sal a nivel molecular. De hecho, la inhibicion de la expresion de FT'y TSF debida a

la sal en los mutantes fem no es suficiente para evitar induccion floral.

Por todo ello proponemos un rol para los TEMs en la integracidon del desarrollo de la
planta y la respuesta al estrés salino regulando la acumulacidon de GAs y la activacidon de
integradores florales. Hipotetizamos que un ciclo de vida mas rapido (como consecuencia
de una fase vegetativa acortada y floracion temprana) permite a los mutantes tem superar
la inhibicion del crecimiento desencadenada por la sal. La restriccion del crecimiento
vegetativo asociada a la floracion temprana también podria ser una ventaja bajo
condiciones ambientales adversas. De hecho, las plantas adultas tem podrian ser menos
vulnerables al estrés abidtico debido a la superficie reducida de sus rosetas. Al madurar,
los mutantes fem son considerablemente mas pequefios que las plantas de tipo salvaje
justo porque el desarrollo vegetativo cesd en la transicidn floral, un proceso que en las

plantas mutantes ocurre antes y conlleva a la formacion de menos hojas al florecer.

Las plantas TEMI-SE son enanas, pero exhiben senescencia precoz e hipersensibilidad
en respuesta a la salinidad. Esto podria sugerir que los TEM juegan roles adicionales en
la reprogramacion transcripcional que subyacen a las respuestas al estrés salino con

independencia de otras rutas genéticas que regulan el tamafio de la planta.
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Los TEM regulan la senescencia inducida por salinidad mediada por JA (acido

jasmonico).

La senescencia es un proceso fisiologico que conduce al amarilleamiento de las hojas y
esta regulada por el envejecimiento, pero también puede inducirse prematuramente en
respuesta a estrés abiotico y bidtico mediante el aumento de los niveles de fitohormonas

enddgenas como JA, ABA y etileno (He et al., 2002).

En nuestros estudios observamos que la progresion de la senescencia inducida por la sal
se retrasa en las plantas tem, probablemente como resultado de la inhibicion de los genes
de biosintesis de JA y, en consecuencia, de la reduccion del contenido de esta hormona
que promueve la senescencia. Como prueba de ello, los marcadores moleculares
asociados a la senescencia, como MKKY9 y SAG seleccionados, se activaron tras el
tratamiento con sal en las plantas silvestres, pero se redujeron en las plantas mutantes. De
acuerdo con trabajos anteriores, MKK9 se induce por JA y se transcribe en hojas
senescentes tempranas, mientras que SAGI2 se expresa en hojas senescentes tardias (C.
Zhou et al., 2009). De hecho, las plantas que sobre-expresan MKK9 son hipersensibles a
la sal y presentan senescencia precoz, mientras que los mutantes con pérdida de funcion
mkk9 son mas tolerantes a la sal y presentan senescencia retardada (Xu et al., 2008; C.

Zhou et al., 2009).

Ademas, SAG113/HAII se induce en respuesta a la salinidad y la sequia (Bhaskara et al.,
2012) y se inhibe en mutantes fem. Curiosamente, SAG113/HAII regula negativamente
(i) la expresion de genes que codifican deshidrinas y proteinas abundantes en
embriogénesis tardia y (i) la produccion de osmolitos incluyendo prolina a bajo potencial
hidrico (Bhaskara et al., 2012). Por lo tanto, proponemos que los TEMs juegan un papel
regulador en la senescencia foliar mediante la modulacion de la expresion de genes de
biosintesis de JA y reguladores del componente osmoético de la respuesta al estrés
abidtico, probablemente de una manera independiente de ABA (Bhaskara et al., 2012;

Nguyen & Cheong, 2018; Xu et al., 2008; C. Zhou et al., 2009).
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Los TEM tienen una funcién en la respuesta al estrés oxidativo inducido por salinidad.

En la linea de los resultados moleculares, los estudios metabolicos corroboraron el retraso
de la senescencia en las plantas mutantes sometidas a estrés salino. De hecho, el analisis
de los marcadores fisiologicos asociados a la senescencia reveld que el contenido total de
clorofilas y carotenoides disminuye en mayor medida en el tipo silvestre que en el
mutante. Ademds de la degradacion de estos pigmentos, el estrés oxidativo estd
directamente relacionado con la disminucion de la capacidad fotosintética. Junto con la
regulaciéon de la homeostasis osmdtica e idnica, otras estrategias para proteger a las
plantas frente al estrés abiotico incluyen el aumento de la produccion de metabolitos
secundarios implicados en la proteccion de los PS frente a los niveles toxicos de ROS. En
concreto, la acumulacion de moléculas con propiedades antioxidantes, como la vitamina
E, previene la propagacion de la peroxidacion lipidica causada por el aumento de los
niveles de ROS en condiciones de estrés. En concordancia, con estudios previos que
demostraron que las plantas pobres en vitamina E son mas sensibles al estrés oxidativo

inducido por la sal (Ellouzi et al., 2013).

Para mitigar el dafio fotooxidativo y evitar la sobreexcitacion de los PS en condiciones
de estrés, las plantas reducen la absorcion de luz principalmente regulando la expresion
de genes que codifican factores de union de la clorofila a/b y de componentes de los
complejos de captacion de luz. Por ejemplo, ELIP2 impide el estrés fotooxidativo
inducido por condiciones externas adversas bloqueando la acumulacién de clorofila libre.
De este modo, ELIP2 regula negativamente la sintesis de clorofila, ya que secuestra
unidades disponibles para el ensamblaje de proteinas de unién a pigmentos para la

fotosintesis (Tzvetkova-Chevolleau et al., 2007).

En nuestros estudios, observamos una acumulacién de a-tocoferol y un aumento de los
niveles de ELIP2 en las plantas tem en respuesta a la salinidad, lo que sugiere una
reduccion del estrés fotooxidativo en el mutante. En resumen, las plantas fem soportan
mejor el estrés salino que las plantas silvestres debido a una menor acumulacién de ROS,
una degradacion mas lenta de los pigmentos y una mayor produccion de moléculas con

propiedades antioxidantes (a-tocoferol y ELIP2).
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Dado que la fotosintesis es la principal fuente de energia para el crecimiento de las plantas
y es extremadamente sensible al estrés abiodtico, una rapida adaptacion de la planta al

medio ambiente es esencial para hacer frente a las condiciones fluctuantes.

Los genes RAV han sido identificados previamente como TFs implicados en la regulacion
del crecimiento en respuesta a estrés abidtico, especificamente en la tolerancia a la

presencia de salinidad de manera independiente a ABA (Fu et al., 2014).

TEM y MYC juegan papeles antagonistas en respuesta a la sequia

Las proteinas TEM y MYC regulan de manera aditiva la transicion floral y su pérdida de
funcién se correlaciona con una floracidon temprana severa, agravada aun mas por una
segunda mutacion en COPI1. Los resultados de analisis moleculares y fenotipicos de
mutantes de orden superior sugirieron que los represores florales en estudio podrian
prevenir la floracidén precoz en hojas juveniles bajo longitudes de dia inductivas y no
inductivas. De hecho, la pérdida de actividad represiva en plantas myc copl tem acelera
la floracion debido a la falta de represion de integradores florales (también relacionada
con la degradacion atenuada del activador floral CO), la sobreexpresion de activadores
florales de la via auténoma y la consecuente regulacion negativa del represor floral FLC

mediada por modificacion de cromatina (por ejemplo, hipo-acetilacion de histonas).

La activacion transcripcional de F'7 ocurre cuando los represores florales no estan activos
(por ejemplo, después de la transicion de juvenil a adulto o en mutantes con pérdida de
funcion) y se activa por la formacion de un lazo de cromatina de larga distancia que acerca
elementos potenciadores distales unidos por el complejo NUCLEAR FACTOR'Y (NF-Y)
a elementos promotores proximales unidos por el activador floral CO (Cao et al., 2014).
Por el contrario, la expresion de 7T se inhibe cuando los represores florales estan activos
(por ejemplo, en condiciones no inductivas o plantulas WT en condiciones inductivas) e
interfieren con la RNA polimerasa II cerca del TSS. Alternativamente, TEM1 podria
interactuar con MYC2 y MYC3 (que se une a un elemento promotor ubicado a -3192 bp
de ATG) para constituir un complejo regulador capaz de bloquear la formacién del lazo

de cromatina mediado por el complejo NFY-CO; este ultimo mecanismo, también
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llamado "antilooping", fue previamente descrito en la especie modelo Drosophila
melanogaster (Chopra etal., 2012). Ademas del control de la iniciacién de la
transcripcion, otros mecanismos podrian contribuir al mantenimiento de un estado
transcripcionalmente represor de F7. Tal y como se reporta en (Hu et al., 2021), TEM1
interactia con CLF y recluta al Complejo Represor de Polycomb 2 (PRC2) a la regién de
FT cerca del ATG, induciendo asi la condensacion local de la cromatina (a través de la
retirada de marcas represivas H3K27me3) y reduciendo la accesibilidad a los factores de
transcripcion (TFs). TEM también podria reclutar co-represores TPL/TPR (Causier et al.,
2012), los cuales inducen el silenciamiento génico de dianas downstream a través de la
actividad de modeladores de cromatina (Long etal., 2006; Plant etal., 2021),

especialmente las histona deacetilasas (Pauwels et al., 2010).

Ademas del control de la transicion floral, las alteraciones en el desarrollo de flores y
semillas observadas en los mutantes de orden superior sugieren que los factores MYC y

TEM desempefian funciones adicionales durante el crecimiento reproductivo.

Concretamente, los mutantes myc copl muestran unicamente alteraciones leves en los
organos florales, pero los mutantes myc copl tem exhiben una produccion de semillas
deficiente probablemente debida a defectos en la polinizacion, como ya se observo en el
mutante myc2 myc3 myc4 myc5 (Qi et al., 2015). Las proteinas MY C regulan de manera
redundante el desarrollo de los estambres interactuando con miembros de la familia MYB
—a saber, MYB21, MYB24 y MYB57- (Qi et al., 2015). Dada la interaccidon entre TEM2
y MYB21 encontrada en nuestro cribado Y2H, una posibilidad interesante es que TEM2
pudiera ser un componente auxiliar del complejo MYB-MYC que conduce a la formacion
correcta de los organos reproductivos masculinos, aunque serdn necesarios analisis
adicionales para dilucidar la funcion de TEM en estas estructuras. Por otro lado, los TEM
podrian regular el desarrollo de los estambres controlando la expresion de los genes LOX
que codifican enzimas involucradas en los primeros pasos de la biosintesis de JA, crucial
para la fertilidad masculina (Qi et al., 2015). Apoyando esta hipotesis, los mutantes /ox3
lox4 muestran defectos en la maduracion y dehiscencia de las anteras que afectan la

viabilidad del polen (Caldelari et al., 2011).
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El JA también regula otros procesos de desarrollo, como la formacién de estomas. Como
los mutantes con niveles disminuidos de JA mostraron una mayor densidad de estomas,
tanto las proteinas MYC como TEM podrian regular negativamente el desarrollo de los
estomas al regular positivamente la biosintesis de JA. Sin embargo, estos factores de
transcripcion modulan la expresion de distintos genes diana, sugiriendo una interaccion
compleja entre estos reguladores en el patrén de los estomas. De hecho, las proteinas
TEM podrian controlar genes que codifican moléculas de sefializacion que regulan
negativamente la iniciacion del linaje celular estomatico (Zoulias et al., 2018). En
cambio, los MYCs reprimen SPEECHLESS (SPCH), MUTE y FAMA (Han et al., 2018) -
tres factores bHLH que regulan positivamente las transiciones de meristemoides a células

guardia (Torii, 2021).

Nuestros estudios indicaron que MYC y TEM también regulan el tiempo de floracién en
respuesta al estrés ambiental que simula al cambio climatico, como el aumento de las
temperaturas ambientales y la disminucion de la disponibilidad de agua. Por ejemplo,
cuando las plantas fueron cultivadas a temperaturas ambientales elevadas, todos los
genotipos mostraron termomorfogénesis durante la fase vegetativa (hipocétilo y peciolos
alargados, termonastia foliar) pero los mutantes sextuples mostraron insensibilidad a la
induccion térmica de la floracion. Estos hallazgos sugieren que los TEM contribuyen a la

floracién termo-responsiva en WT, junto con los MYC'y COPI.

La floracion anticipada también se observa en plantas sometidas a sequia (Riboni et al.,
2013). Esto no necesariamente significa que un ciclo de vida mas rapido confiera
tolerancia al déficit hidrico, sino que una fase vegetativa acortada permite a las plantas
alcanzar la madurez antes de que ocurra una sequia severa, incluso con una produccion
de semillas reducida. La llamada estrategia escape a la sequia (es decir, crecimiento
acelerado sostenido por un aumento de la fotosintesis y la fotorrespiracién) ha sido
descrita en plantas de Arabidopsis cercanas a la madurez que experimentan déficit de agua
en LDs pero no en SDs, probablemente porque GI no esta activo en fotoperiodos no
inductivos. Sorprendentemente, los resultados de nuestro estudio insintian que los

mutantes sextuples podrian adoptar un escape a la sequia constitutivo independientemente
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del fotoperiodo y la disponibilidad de agua. Como evidencia de apoyo, las plantas myc
copl tem mostraron una floraciéon extremadamente temprana y una alta tasa de
transpiracion también en condiciones controladas. Ademas, las alteraciones morfoldgicas
de los estambres y los defectos de fertilidad de los mutantes sextuples se asemejan a los
observados en plantas WT sometidas a privacion de agua (Ma et al., 2014; Su et al.,

2013).

Los resultados de nuestros estudios sugieren que los mutantes de floracion temprana
examinados aqui difieren en su sensibilidad a la limitacidon de agua probablemente debido
a un patrén de estomas alterado que afecta la tasa de transpiracion. En condiciones de
déficit de agua bajo SDs, la actividad reducida de todos los represores florales podria
causar un escape a la sequia constitutivo, lo cual podria ser una estrategia perjudicial bajo
fotoperiodos no inductivos, mientras que la actividad reducida solo de los reguladores
TEM parece ser beneficiosa, porque las alteraciones en las estructuras epidérmicas de la
hoja (como tricomas y estomas) podrian prevenir la pérdida de agua. Precisamente,
cambios en el patron de estomas (incluido el fenotipo de célula guardia detenido) en la
superficie abaxial y el aumento de la densidad de tricomas en la superficie adaxial

(Matias-Hernandez et al., 2016) pueden conferir una mayor tolerancia a la desecacion.

Estudios anteriores y actuales sefialan diferentes roles regulatorios de los represores
florales TEM en la respuesta de las plantas a los estreses abioticos. Las mutaciones en los
genes TEM no solo reducen la vida util en condiciones adversas, sino que también
confieren resistencia al déficit hidrico controlando la transpiracion. Por lo tanto, modular
la actividad de TEM en las hojas puede ser un enfoque prometedor para aumentar la
resiliencia climdtica en las plantas: limitar los dafios oxidativos causados por especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la deshidratacion del tejido causada por la pérdida de agua
representan estrategias poderosas para responder rapidamente a las limitaciones
ambientales sin afectar la produccion de semillas. Durante este trabajo hemos limitado
nuestra investigacion a estrés abidticos individuales o combinaciones simples de estrés,
pero las investigaciones futuras deberian enfocarse en estrés multifactoriales que afectan

severamente el crecimiento y la productividad de las plantas (Zandalinas & Mittler, 2022).
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Los analisis exploratorios del linaje de las plantas revelaron la presencia de genes RAV en
briofitas y licofitas, plantas terrestres que carecen de estructuras florales. Aunque se
necesitan estudios mas profundos, especulamos que, durante la evolucion de las plantas,
estos reguladores podrian haber jugado un papel en la terrestializacion de las plantas (por
ejemplo, adaptacion a estrés ambientales como la privacion de agua, temperaturas
fluctuantes y salinidad del suelo) y luego adquirieron una funcién en el control de la
floracion cuando emergieron las angiospermas. Dado que la actividad de las proteinas
RAV en la regulacion del crecimiento reproductivo parece conservarse en cultivos
modernos, incluyendo la soja (Lu et al., 2014), el arroz (Osnato et al., 2020), el nispero
(Peng et al., 2021) y el trigo (VanGessel et al., 2022), su manipulacion mediante edicion
genomica o la seleccion de variantes genéticas favorables podrian ser explotadas para
obtener nuevas variedades capaces de adaptar su desarrollo a una amplia gama de

limitaciones ambientales y mantener la fertilidad en un clima cambiante.

Los RAVs de plantas basales son capaces de regular la induccién floral

Tanto en trabajos anteriores como en el desarrollo de este trabajo se ha establecido a los
genes RAV como moduladores de peso en el desarrollo de las plantas en respuesta a

sefiales ambientales (Mittal et al., 2014; S. Wang et al., 2021).

La expresion de los genes RAV del helecho Ceratopteris richardii en Arabidopsis provoca
un retraso de la floracion similar, aunque de menor nivel que el obtenido por la
sobreexpresion de TEMI de Arabidopsis. Por su parte, la expresion en Arabidopsis de los
RAVs de Selaginella moellendorffii tiene un efecto dual. Por un lado, la expresion de
SmRAV?2 secunda los resultados observados para los RAVs de Ceratopteris richardii,
retrasando la floracidon, mientras que la expresion de SmRAVI ejerce un papel inductor de
la floracién. Estos resultados sugeririan que la capacidad de los genes RAV como
reguladores de la floracion se encuentra conservada a lo largo de la evolucidn vegetal y

que su operatividad seria dependiente del contexto genético.
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En este sentido, la capacidad de interaccion tanto con activadores como con represores
de la induccion floral podria resultar determinante. En los ensayos de interaccion
proteina-proteina, SmRAV 1 mostrd capacidad para interaccionar tanto con GI, como SVP
y TPL (activador y represores de la floracion respectivamente), mientras que SmRAV?2
unicamente mostrd interaccion con GI y TPL. Cabe destacar que pequeias
modificaciones de la secuencia pueden tener un gran impacto en la funcion de los genes
reguladores de la induccién floral; es sabido que la modificacidon de un unico residuo es
suficiente para invertir la funcién de TPL de represor a promotor de la induccion floral

(Hanzawa et al., 2005).

En Ceratopteris richardii, la expresion diferencial de los genes RAV durante la transicion
de gametofito a esporofito y en hojas fértiles (especificamente en esporangios) sugiere un
papel en la diferenciacion de tejidos y en la transicidn a la fase reproductora. El desarrollo
sexual de los gametofitos de Ceratopteris richardii se encuentra regulado por una
fitohormona llamada anteriodidgeno, cuya presencia en el medio determina el desarrollo
de los gametofitos como machos (Banks, 1999). Esta fitohormona es un derivado del
acido giberélico (Atallah & Banks, 2015), cuya sintesis se encuentra regulada por la
expresion de los genes RAV en Arabidopsis (Osnato et al., 2012), abriendo la puerta a una
posible implicacion de los CrRAV en la determinacion del sexo en los gametofitos de

Ceratopteris richardii.
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Conclusiones

1. Los genes TEM desempefian un rol importante en la respuesta a estrés salino y su
inhibicién es suficiente para eludir los efectos que la salinidad ejerce sobre el
crecimiento y la transicion floral en Arabidopsis.

2. Los genes MYC y TEM también regulan el tiempo de floracidon en respuesta al
estrés ambiental, como la temperatura ambiental elevada y la escasez de agua.

3. Los mutantes tem se muestran insensibles a la salinidad, sequia y altas
temperaturas.

4. La ausencia de TEM en combinacion con la ausencia de SVP es suficiente para
recuperar un fenotipo de floracion WT en mutantes G/ y recuperar la respuesta de
escape a sequia. GI ejerce su funcion de regulacion de la floracion a través de
TEM y SVP, via interacciones proteicas que evitarian la funcion de los represores
florales.

5. Enausencia de SVP y GI los mutantes tem pierden su tolerancia a salinidad.

6. Los genes RAV de plantas basales como como licofitos y helechos tienen la
capacidad de regular de la induccidn floral en Arabidopsis.

a. Elgen SmRAVI promueve la induccion floral en Arabidopsis, mientras que
la expresion de SmRAV2 la retrasa.

b. Los genes CrRAV actian de manera consistente como represores de la
induccion floral en Arabidopsis.

7. Los genes CrRAV presentan una expresion temporal y espacial diferencial en
Ceratopteris richardii, que podria responder a la regulacion de la transicion

reproductora y a la formacion de estructuras sexuales.
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Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Las plantas de Arabidopsis thaliana (Col-0, teml-I1tem2-2, myc2myc3myc4d y teml-
Item2-2myc2myc3myc4, gi-1, svp-31, gi-lteml-1tem?2-2, gi-1svp-31, teml-1tem2-2svp-
31, gi-lteml-1tem2-2svp-31, 355:SmRAVI, 355:SmRAV2, 355:CrRAV3, 355:CrRAV4 y
35SCrRAVS) fueron cultivadas tiestos en camaras de crecimiento bajo condiciones de
fotoperiodo de dia largo (LD 16h luz, 8h oscuridad) y condiciones de fotoperiodo de dia
corto (SD 8h luz, 16h oscuridad). La mezcla de suelo utilizada fue de 2:1:1
turba:perlita:vermiculita y las intensidades de luz en la cAmara fueron de 230umol/m?/s.
Las semillas fueron esparcidas sobre el sustrato, estratificadas a 4°C durante 2 dias y
luego fueron trasladadas a la cdmara de crecimiento a 22°C (temperatura Optima de

crecimiento) o 27°C (temperatura ambiente elevada).

Las esporas de Ceratopteris richardii (linea silvestre, RN3) fueron esterilizadas en
hipoclorito de sodio 4% durante 5 minutos, lavadas de 4 a 5 veces con agua esterilizada
y incubadas en oscuridad de 3 a 5 dias a temperatura ambiental para sincronizar la
germinacion. Después se trasladaron a una cdmara a 26°C con un ciclo de luz/oscuridad
de 16/8h con la misma intensidad luminica que para el resto de cultivos y una agitacion

de 150rpm/min.

Para el tratamiento de limitacion de agua, las semillas de WT y mutantes se germinaron
en suelo durante tres dias y las plantulas se dividieron en tres grupos: bien regadas (1
volumen de agua por volumen de suelo, 20 ml), 50% de agua (1/2 volumen de agua por
volumen de suelo, 10 ml) y 25% de agua (1/4 volumen de agua por volumen de suelo, 5
ml). Las plantas se cultivaron en macetas individuales (40 gr de suelo) y se regaron dos
veces a la semana hasta la madurez. Para el tratamiento de desecacion, plantas de 3
semanas de edad cultivadas en SDs fueron sometidas a la retencién de agua durante 7
dias; la tasa de supervivencia se calculé como el porcentaje de plantas verdes después de

3 dias de re-riego.
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En los tratamientos de salinidad, el grupo de control fue regado con agua, mientras que
los grupos de estrés salino leve y alto fueron regados con agua que contenia 50 mM de
NacCl (baja concentracion) y 100 mM de NaCl (concentracion media) respectivamente,

para simular un aumento natural de la salinidad.
Clonacion y obtencién de constructos

Para la obtencidn del constructo p35S:SmRAV2, se amplifico el gen por PCR a partir de
DNA gendmico con los 6ligos descritos en la Figura 64. El amplicon resultante fue
clonado en el vector pGEM-T-easy mediante restriccion, tras lo cual fue insertado en el

vector pAlligator2 mediante reaccion LR (Gateway® Cloning).

El constructo p35S:SmRAV1 se obtuvo mediante la reaccion LR de pAlligator2 con el

constructo pTWIST ENTR, sintetizado por la compafiia Twist Biosciences.

Cruzamientos

Las plantas temI-1tem2-2, myc2myc3myc4 'y teml-1tem2-2, myc2myc3myc4 habian sido

generadas previo a mi llegada al laboratorio.

Las plantas gi-ltem1-1tem2-2, gi-1svp-31, temI-1tem2-2svp-31 y gi-1teml-1tem2-2svp-
31 fueron generadas por cruzamiento para la obtencion de lineas heterocigotas. Las
plantas fueron genotipadas en cada generacion en busca de plantas homocigotas con los

plasmidos descritos en la Figura 64

Aislamiento de plasmidos

La extraccion y aislamiento de pldsmidos se realizd mediante el Macherey-Nagel
Nucleospin Plasmid Kit (Cultek S.L.U.). Se aplic¢ el protocolo comercial a partir de 4mL
de cultivo liquido. La concentracidon obtenida fue estimada mediante Nanodrop y se
analizé la integridad de los pldsmidos mediante restriccion enzimatica. Todos los

plasmidos fueron comprobados mediante secuenciacion.
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Transformacion de las bacterias

Se utilizo 1uL de plasmido para transformar Escherichia coli TOP10 competentes o
Agrobacterium tumefaciens GV3101 o EHA105 mediante heat shock (1 min a 42°C). Las
células trasformadas crecieron 500uL de medio LB o YEB sin antibidticos durante 1h,
tras la cual fueron precipitadas, resuspendidas en 100uL y sembradas en medio sélido con

antibioticos especificos para la seleccion de colonias independientes.
Transformacion de Arabidopsis thaliana

Se utilizaron cultivos liquidos de Agrobacterium tumefaciens GV3101 transformados con
el plasmido de interés mediante la técnica de floral dip de acuerdo al protocolo descrito
por Clough & Bent, 1998. Las plantas se mantuvieron en oscuridad durante 12 h para

facilitar la infeccion y posteriormente fueron trasladadas a los invernaderos.
Seleccidn de las lineas transgénicas

Las semillas transgénicas de primera generacion (T1) fueron seleccionadas visualmente
mediante el uso de estereomicroscopio usando GFP como marcador. En torno a 20
semillas Ty fueron sembradas y llevadas a T>. La segregacion de estas lineas T fue
nuevamente analizada en busca de aquellas con una tnica insercion, es decir, aquellas con
una ratio 3:1 fluorescencia: no fluorescencia. Las lineas T seleccionadas fueron
sembradas y las semillas T3 fueron analizadas en busca de aquellas con un 100% de
fluorescencia. Estas fueron identificadas como homocigotas y seleccionadas como las

lineas de trabajo.
Estudio del tiempo de floracion

Para determinar el fenotipo de tiempo de floracion se tomaron medidas del numero de
dias desde la germinacidn hasta la deteccion visual del boton floral y hojas de roseta,
caulinares y totales en el momento en el que el tallo alcanza en torno a 1 cm de longitud.

Se recolectaron los datos de en torno a 15 plantas para el estudio de cada linea o cruce.
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Los tiempos de floracidn se analizaron mediante ANOVA, los test Post-hoc se hicieron
utilizado el teste de Tukey para multiples comparaciones [referencia] tas ANOVAs Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando la version 10.1 de PRISM (GraphPad

Software, Inc.).
Analisis de la densidad y morfologia de los estomas

Utilizando Microscopia Electronica de Barrido (SEM) se analiz6 el lado abaxial de las
hojas disecadas de los cuatro genotipos cultivados bajo dias cortos (SD) durante tres

semanas con limitacion creciente de agua.

Se llevaron a cabo experimentos de pelado en hojas completamente expandidas
(disecadas de plantas cultivadas durante tres semanas bajo SDs) como se describid
anteriormente (Morillon y Chrispeels, 2001). Para cada genotipo, se cortaron tres hojas
(una hoja equivalente por planta) y las superficies inferiores se adhirieron a un
portaobjetos de microspora con un adhesivo médico (Hollister, Libertyville, IL, EE.UU.).
Después de 1 a 2 minutos, la hoja se utilizo agua destilada para despegar la hoja. Las
epidermis abaxiales se visualizaron bajo el microscopio Zeiss LSM710 (Carl Zeiss, Inc.).
El recuento del nimero de estomas se realizé utilizando el software de imagen Image J,

version 6.

La densidad de estomas (nimero de estomas por unidad de area) se calcul6 contando el
niimero de estomas en cinco 4reas cuadradas de 0.5 mm? para cada hoja (promedio de dos

réplicas). Los estomas fueron coloreados en verde palido para facilitar su identificacion.
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ChIP

Las muestras fueron fijadas en un tampon de entrecruzamiento (0,4 M de sacarosa, 10
mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA, 1% de formaldehido, I mM de PMSF, 1 mg/mL
de pepstatina A, 1 mg/mL de aprotinina) mediante infiltracién al vacio durante 10-15
minutos. La fijacidon se detuvo afiadiendo glicina hasta una concentracion final de 100
mM e incubando durante 5 minutos. Los tejidos fijados se lavaron con agua, se secaron

con papel estéril y se congelaron en nitrégeno liquido.

El ADN entrecruzado fue inmunoprecipitado con un anticuerpo anti-HA (Sigma). El
ADN inmunoprecipitado se purificd con resina de proteina A-agarosa (Millipore) y se
analizé mediante qPCR utilizando el sistema Light Cycler 480 II con una MasterMix de
SYBR Green I (Roche).

El enriquecimiento relativo se calculd como el porcentaje del input y el fold change como

una relacidn entre los valores obtenidos con/sin anticuerpo HA.
Los oligos utilizados pueden consultarse en la Figura 64
Western blot

Aislamiento de proteinas

Se recolectaron aproximadamente 1 cm? de muestra de hojas de aproximadamente 1 cm2
de plantas de 2 semanas de edad. Esta muestra se congelo6 en nitrégeno liquido y se triturd
utilizando un TissueLyserll (QIAGEN) a 30Hz durante 1 minuto. Las muestras se
suspendieron en 200 ml de tampdn de extraccion (EB) y se centrifugaron a 10000g
durante 10 minutos a 4°C para sedimentar el tejido no triturado. 100 ml del sobrenadante
fueron transferidos a un tubo nuevo y se repitid la centrifugacion. Se afiadié un tinte de
carga (concentracion final 1X) a 50 ml del sobrenadante, se calenté a 95°C durante 5

minutos y se centrifugd a 13000 rpm durante 1 min.
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Separacion de proteinas

Los extractos de proteina fueron separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida/bisacrilamida con SDS (SDS-PAGE). La concentracion de los geles se
establecié de acuerdo con los pesos moleculares esperados para las proteinas de interés.
Para realizar la separacion se cargaron 15 mL de cada muestra a analizar junto a un
marcador guia. Los geles se dejaron correr a un voltaje constante de 175 V durante

aproximadamente 1 h, hasta que el frente de carga habia salido del gel.
Transferencia de proteinas, bloqueo y lavados de membrana

Tras la separacion de las proteinas se realizo la trasferencia a una membrana de
nitrocelulosa (Whatman PORTRAN) utilizando un Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System (BioRad) durante 40 min a 25 V y 1 A. Las membranas fueron posteriormente
bloqueadas usando leche desnatada al 5% en TTBS durante 1 h a TA en agitacion suave.
Tras esto, la solucidon de bloqueo es descartada y las membranas son incubadas ON a 4°C
en una solucidn de leche desnatada al 5% en TTBS con el anticuerpo Anti-HA-Peroxidasa
diluido 1:5000 (Roche). Posteriormente la membrana es lavada de 3 a 6 veces en una

solucion TTBS 1x durante 10 min en agitacion suave.
Deteccion de proteinas e revelado de imagen

La deteccion de las proteinas es realizada mediante quimioluminiscencia. El tratamiento
de luminol (Amersham ECLTM PrimeWestern Blotting Detection Reagent) es aplicado
durante 5 minutos y revelado en una ImageQuant 800 (Amersham Biosciencie). La
deteccion del control de carga es realizada mediante la tincidn con una solucion de

Ponceau al 0.5% y acido acético al 1%.
Interacciones Proteina-proteina

Para los ensayos de BiFC, las secuencias de codificacion de los genes de interés se
transfirieron a los vectores pYFPN43 y pYFP“43 mediante recombinacién Gateway para

generar proteinas de fusion con los fragmentos N-terminal y C-terminal de YFP,
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respectivamente. Los vectores obtenidos se utilizaron para transformar Agrobacterium
tumefaciens y se mezclaron diferentes colonias para producir las combinaciones
deseadas. Las superficies abaxiales de las hojas de Nicotiana benthamiana se infiltraron
con cepas que portaban los vectores YFP divididos junto con un plasmido que alberga la
proteina p19 para suprimir el silenciamiento génico, siguiendo un protocolo previamente
descrito por Schweiger & Schwenkert, 2014. Se utilizo el microscopio confocal para

analizar las células epidérmicas de las hojas 3 dias después de la inoculacidn.

Andlisis de Expresion

El ARN se extrajo utilizando el kit de ARN de planta Maxwell RSC (Promega), se tratd
con DNasa I en columna y se utilizo para la sintesis de cADN de primera cadena mediante
la transcriptasa inversa Superscript III (Invitrogen). Se utilizaron el Light Cycler 480 II
con mezcla maestra de SYBR Green I (Roche) para la PCR cuantitativa en tiempo real
(tres réplicas bioldgicas con tres réplicas técnicas cada una). Los valores de ACt se
calcularon restando los valores de Ct del gen diana del valor de Ct del gen elF4 expresado

de manera constitutiva, y los niveles de expresion relativos se calcularon mediante el

método 2-AACt (Schmittgen & Livak, 2008).

Los oligos utilizados para el andlisis de expresion se detallan en la Figura 64.

Hibridaciones in situ

Obtencion de las sondas y preparacion de las muestras

Para la generacion de las sondas se amplificd una secuencia de 350bp para cada gen
utilizando los 6ligos descritos en la Figura 64. Se usaron 2 pug de amplicon para sintetizar
la sonda antisentido como se describid anteriormente (Langdale 1993). Las sondas
antisentido se marcaron con el kit de marcado de RNA DIG de Boehringer Mannheim, y

se resuspendieron en un tampon de hibridacion como se describe en (Torres et al. 1995).

Los gametofitos en transicion a esporofitos y las muestras de hoja fértil se embebieron en

paraformaldehido al 4% en PBS 1x a 4°C durante 36 horas. Luego, las muestras fueron
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deshidratadas a 4°C a través de una serie graduada de etanol (EtOH) conteniendo 130
mM de NaCl. El tejido fue colocado después en 25:75; 100% EtOH:Histoclear (National
Diagnostics), 50:50; EtOH:Histoclear, 25:75; EtOH:Histoclear, y 3 veces en 100%
Histoclear a temperatura ambiente durante 1.5 horas cada uno. El Histoclear fue
reemplazado gradualmente con paraplast fundido, y el tejido fue vertido en moldes y

seccionado en un micrdtomo a un grosor de um.

Hibridacion

Para la hibridacion de las muestras primero se elimind el paraplast mediante dos lavados
de Histoclear de 10 min cada uno. Seguidamente se rehidraté el tejido con una serie de
lavados en concentraciones decrecientes de alcohol:mQH>O de 2 minutos cada uno. El
tejido fue acidificado en 0.2M HCl y posteriormente lavado una vez en mQH>0O y, 2xSSC
y mQH>O durante 5 minutos cada uno. Se aplicé un tratamiento con proteinasa K durante
30 minutos a 37°C para permitir la entrada de las sondas, tras lo cual se aplicé un lavado

de 1xPBS y se bloqued la reaccidon con un bafio de glycina durante 2 minutos.

El tejido fue nuevamente fijado en 3,7% formaldehido y puesto a hibridar con 250uL de

sonda durante la noche en una caja humidificada al 50% de formamida a 55°C.

Deteccion de la sefal

Tras la hibridacién las muestras fueron lavadas en bafios sucesivos de 2xSSC, 50%
formamida y 1xTBS durante 2h a 55°C cada uno. Las muestras fueron bloqueadas con
0.5% blocking buffer (Roche) durante 1h a temperatura ambiente y posteriormente
lavadas en 1% BSA durante 30 min a temperatura ambiente, tras lo cual la muestras
fueron incubadas con el anticuerpo durante 2h a temperatura ambiente. Las muestras
fueron lavadas nuevamente en 1%BSA y sumergidas en tampdn de deteccion durante 5

minutos tras lo cual comienza la reaccion de deteccion NBT/BCIP durante la noche.

Las muestras fueron lavadas en mQH>O durante 5 minutos para detener la reaccion de
deteccion, deshidratadas con una serie de lavados de alcohol:mQH>O de concentracion

creciente durante 5 minutos y finalmente lavadas en Histoclear durante 5 minutos.
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Las muestras fueron selladas con permount antes de ser fotografiadas.
Tincion DAB

La acumulacion de H>O» fue detectada mediante la tincion con 3,3’-diaminobenzidina

(DAB) tal y como se describe en (Daudi & O’Brien, 2012).
Analisis de pigmentos fotosintéticos y anti-oxidantes

Las hojas de la roseta se obtuvieron de plantas de 4 semanas de edad, fueron trituradas en
nitrégeno liquido y se liofilizaron. Los metabolitos secundarios se extrajeron y analizaron
mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, tecnologia Agilent) como
se describid anteriormente (Rodriguez-Concepcion, 2004), utilizando el carotenoide no

vegetal cantaxantina como estandar interno.
Analisis de la fluorescencia de la clorofila

La fluorescencia de la clorofila en plantas de Arabidopsis de 5 semanas de edad se midio
con la version MAXI del fluorometro IMAGING-PAM M-Series siguiendo las
indicaciones el fabricante (Walz). Tras 30 minutos de adaptacion a la oscuridad, se
monitorizo la cinética de la fluorescencia de la clorofila en rosetas completas midiendo
Fo en la oscuridad y Fm con pulso de Saturacién inicial, Fm' y F~ durante una serie de
pulsos SAT de Luz Actinica cada 60 segundos por 10 minutos, seguido por 30 minutos
de relajacion en oscuridad. Se calcularon los valores de Extincion No Fotoquimica (NPQ)
para cada genotipo y condicidn. Estos valores indican el rendimiento del PSII de las

plantas en respuesta al estrés salino.
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Anexos

Figura 63. Numero de RAVs asociados a estrés abidtico en cada especie mediante revision bibliogrdfica

Especie RAVs relacioandos con respuesta a estrés
Klebsormidium
Physcomitrium patens
Selaginella moellendorfii
Ceratopteris richardii
Cycas sphaerica
Ginkgo biloba
Pseudotsuga menziesii
Sequoia
Amborella trichopoda
Aristolochia fimbriata
Eschscholzia californica
Oryza sativa
Triticum turgidum subsp. Durl
Capsicum annuum
Nicotiana tabacum
Solanum lycopersicum
Arabidopsis thaliana
Brassica napus
Citrus clementina
Gossypium hirsutum
Poncirus trifoliata
Thellungiella salsuginea
Betula platyphylla
Cucumis melo
Eriobotrya japonica
Glycine max
Galega orientalis
Manihot esculenta
Medicago truncatula
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Figura 64. Listado de oligos utilizados en el desarrollo de este trabajo

Gen Secuencia ‘ Funcién

ABIS for CAGTGGAATTGGAAGCTGAA RT-gPCR
ABIS rev GCAATCTCCCGTTCGATTT RT-gPCR
AOCI1 201 for CTCTCAGAACTTGGGAAATAC RT-gPCR
AOCI1 340 rev GATCTCCGAGACCAAAACCTA RT-gPCR
AOC2 272 for AATTAGATCGACACAGCCCCAAG RT-gPCR
AOC2 332 rev CCGAGACCGAACATTAAGCTGA RT-gPCR
CO for TCCATTAACCATAACGCATACATTTC RT-gPCR
CO rev CGGCACAACACCAGTTTCC RT-gPCR
CrRAC?2 for GAGGAACCTCCATCGCTACG in situ

CrRAC2 rev AGTCGGCGGATATGCACAAT in situ

CrRAV1 for GCGTATTCCTCCACTATCCGA in situ

CrRAV1 for GCACTGATGACAATACGCCG RT-qPCR
CrRAVI rev TTCAGCGGTTCCCGTAAGAC in situ

CrRAVI rev GAGTCACCCTCCGTACTCCT RT-qPCR
CrRAV?2 for GGATTTTCATCAAGTTCGCAGC RT-qPCR
CrRAV2 rev ACTTTCACTGGAGTCGTCCG RT-qPCR
CrRAV3 for AAGTCAGGTGAGTCGATGGC in situ

CrRAV3 for GCGCACACTAAATCGGAAGT RT-gPCR
CrRAV3 rev TTACGCATGACTGGAGAGGC in situ

CrRAV3 rev GACTCAGCAACTTCAGACGC RT-qPCR
CrRAV4 for TGACGACCTGATCCAATCCG in situ

CrRAV4 for AATGGCAGTGTGAGCAGCTA RT-qPCR
CrRAV4 rev ATCAGCGCCGTATTCTCGC in situ

CrRAV4 rev TCGACTGATCCTCTTGTTCAGC RT-qPCR
CrRAVS for GCTCCCTCTCCGTTAATCCG in situ

CrRAVS for CCGATCCAGAAGGATGGCTG RT-qPCR
CrRAVS rev CGTTGCATAGCGAACTGGTG in situ

CrRAVS rev TCGATATCCGAGGCACGAAC RT-qPCR
CrUBQI0 for GCAGCGCCTCATCTTTGC RT-qPCR
CrUBQI0 rev CCACGAAGCCTAAGGACGAG RT-qPCR
elF4A 1418 for TGACCACACAGTCTCTGCAA RT-gPCR
elF4A 1568 rev ACCAGGGAGACTTGTTGGAC RT-gPCR
ELIP2 348 for CCACCAGTTAGCAAGCCTAAGGTG RT-qPCR
ELIP2 410 rev TGGACCGCTAAACGCTAGCAAATC RT-qgPCR
FT for CCATTGGTTGGTGACTGATATCC RT-gPCR
FT rev TTGCCAAAGGTTGTTCCAGTT RT-gPCR
GA3oxl for AGGAGAAGGAGCAGCGGAGAAGAGGAG RT-gPCR
GA3oxl rev CATCCCATTCACCTCCCACACTCTCACATAC RT-gPCR
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Gen Secuencia Funcion
GA3ox2 for GACTTGCTCCACATTTTAACCAACGGAATCTTC | RT-qPCR
GA30x2 rev CCACAGGTAAGCCATTGAGAACCGAGATC RT-qPCR
GI for CGGAAAACCTATGGCCTGTG Genotipado
Gl rev CCGAAGAAGGGCATTGAAGAG Genotipado
G-TMT for ATCCCTGACTTCGTCACGTT RT-gPCR
G-TMT rev AGCGATGACTTTGAGCCGAA RT-gPCR
HALII 205 rev TCCTCCGCCTCTGTAAGTCA RT-qPCR
HAII 69 for AACGACGACAACGAGGAGAC RT-gPCR
LOX2 for CACCTGACGAAGAGTACATTGG RT-qPCR
LOX2 rev GTAACACCATGCTCAGAGGTAGG RT-gPCR
LOX3 for TGAACATTGAGAGAGTCAAGACTTTT RT-qPCR
LOX3 rev AGATAGTTCGAGTAGCATAGGCTTTGC RT-qPCR
LOX4 for TCGCTAACTTTGGTGAGATCGATAG RT-gPCR
LOX4 rev TCGTCATCTCGAAGCATGCATATT RT-qPCR
MKK9 for CCTCCTCAGCCACCACCACC RT-gPCR
MKK9 rev CACTTAACGACGTACGGTGAATCTG RT-qPCR
MYC2 for ACGACGGCGACGACTGAAACAACT Genotipado
MYC2 rev CCGGGTTTCCGGAGCTTCGTTTA Genotipado
MYC3 for AAGGTGGGTTGTTGAAATCTAATG Genotipado
MYC3 rev TCAATAGTTTTCTCCGACTTTC Genotipado
MY C4 for ATGTCTCCGACGAATGTTCA Genotipado
MYC4 rev AACCAAATTCACCACCACCAT Genotipado
SAG12 714 for ACAAAGGCGAAGACGCTACTTG RT-qPCR
SAGI2 795 rev ACCGGGACATCCTCATAACCTG RT-qgPCR
SmRAV?2 for AAAAGGTACCATGAACGATCGCTACTCTCC Clonacion
SmRAV2 rev AAAATCTAGATTAATACGGGCTGGAAAGATC | Clonacion
SOC]1 for AGCTGCAGAAAACGAGAAGCTCTCTG RT-gPCR
SOCI rev GGGCTACTCTCTTCATCACCTCTTCC RT-qPCR
SVP for GACCCACTAGTTATCAGCTCAG Genotipado
SVP rev AAGTTATGCCTCTCTAGGAC Genotipado
svp-31 for GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT Genotipado
svp-31 rev TGCAAACCAAATCCACAAAA Genotipado
TEMI for ATCCACTGGAAAGTCCGGTCTA RT-qPCR
TEMI for GATGTCGTAAGAAGACGCAGC Genotipado
TEMI rev GAATAGCCTAACCACAGTCTGAACC RT-gPCR
TEMI rev TCAATAATATCGGGCGAAATG Genotipado
teml-1 for GATGTCGTAAGAAGACGCAGC Genotipado
teml-1 rev ATTTTGCCGATTTCGGAAC Genotipado
TEM2 for TGGTCCGAGAGAAAACCCG RT-gPCR
TEM2 for TTACGCCTCTACCGGATGGG Genotipado
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Gen Secuencia Funcion
TEM2 rev TCAACTCCGAAAAGCCGAAC RT-gPCR
TEM2 rev GCTTCTTGGAACACCGTAACGC Genotipado
tem2-2 for GCTTCTTGGAACACCGTAACGC Genotipado
tem2-2 rev CGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGT Genotipado
TSF1 for GAGTCCAAGCAACCCTCACCAA RT-gPCR
TSF1 rev CACAATACGATGAATTCCCGAG RT-gPCR
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