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Resumen

En Arabidopsis thaliana, la familia de genes SHORT INTERNODES/STYLISH
(SHI/STY) estad compuesta por once genes que codifican proteinas de funcion
redundante que presentan un dominio RING-like zinc finger de 43 aminodcidos
altamente conservado. Los mutantes multiples shi/sty presentan defectos en el
desarrollo de la parte apical del gineceo, fenotipo muy similar al de los mutantes de los
genes NGATHA (NGA), que codifican factores de transcripcién con un dominio de union
al DNA de tipo B3.

Estudios recientes han demostrado que los factores de transcripcion NGA
forman un complejo con INDEHISCENT (IND), HECATE (HEC) y SPATULA (SPA) con
el fin de dirigir el desarrollo del estigma en Arabidopsis thaliana. El objetivo de este
trabajo fue identificar el posible rol de los genes SHI/STY en la formacion del estigma y
si lo hace formando parte de este complejo transcripcional, mediante la caracterizacion

de la interaccion entre los genes SHI/STY y HEC.

Debido a que no se observaron diferencias significativas en el patrén de
expresion de los genes HEC y STY en los mutantes de pérdida de funcién de STY y
HEC, respectivamente, y a que la sobreexpresion o la pérdida de funciébn de ambos
genes provocaba cambios en el desarrollo de la parte apical del gineceo, se concluy6
que HEC y STY podian actuar de manera conjunta en el desarrollo del estilo y del
estigma. La capacidad de interaccién de STY con las proteinas del complejo HEC, NGA
y SPT, comprobado por complementacion bimolecular de la fluorescencia (BiFC),
proporciond la idea de que la interaccién de STY con el complejo HEC-NGA-IND-SPT

podria ser esencial para especificar y desarrollar el estigma de A. thaliana.

Palabras clave: gineceo; estilo; estigma; Arabidopsis thaliana; SHORT
INTERNODES/STYLISH; HECATE



Resum

A Arabidopsis thaliana, la familia de gens SHORT INTERNODES/STYLISH
(SHI/STY) es composa d’onze gens que codifiquen proteines de funcio redundant que
presenten un domini RING-like zinc finger de 43 aminoacids altament conservat. Els
mutants multiples shi/sty presenten defectes en el desenvolupament de la part apical
del gineceu, fenotip molt similar al dels mutants dels gens NGATHA (NGA), que

codifiquen factors de transcripcié amb un domini d'unié al DNA de tipus B3.

Estudis recents han demostrat que els factors de transcripcid6 NGA formen un
complex amb INDEHISCENT (IND), HECATE (HEC) i SPATULA (SPA) amb la finalitat
de dirigir el desenvolupament de I'estigma d’Arabidopsis thaliana. L'objectiu d'aquest
treball va ser identificar el possible rol dels gens SHI/STY en la formacié de I'estigma y
si ho fa formant part d’aquest complex transcripcional, mitjan¢ant la caracteritzacio de la

interaccio entre els gens SHI/STY i HEC.

Pel fet que no es van observar diferéncies significatives en el patré d'expressio
dels gens HEC i STY en els mutants de pérdua de funcié de STY i HEC, respectivament,
i al fet que la sobrexpressié o la pérdua de funcio6 de tots dos gens provocava canvis en
el desenvolupament de la part apical del gineceu, es va concloure que HEC i STY podien
actuar de manera conjunta en el desenvolupament de l'estil i de I'estigma. La capacitat
d'interaccié de STY amb les proteines del complex HEC, NGA i SPT, comprovat per
complementacié bimolecular de la fluorescéncia (BiFC), va proporcionar la idea que la
interacci6 de STY amb el complex HEC-NGA-IND-SPT podria ser essencial per a

especificar i desenvolupar l'estigma de A. thaliana.

Paraules clau: gineceu; estil; estigma; Arabidopsis thaliana; SHORT
INTERNODES/STYLISH; HECATE



Abstract

In Arabidopsis thaliana, the SHORT INTERNODES/STYLISH (SHI/STY) gene
family is composed of eleven genes encoding redundant function proteins with a highly
conserved 43 amino acid RING-like zinc finger domain. Multiple shi/sty mutants are
defective in the development of the apical part of the gynoecium, a phenotype very
similar to the mutants of NGATHA (NGA) genes, which encode transcription factors with
a B3-type DNA binding domain.

Recent studies have shown that NGA transcription factors form a complex with
INDEHISCENT (IND), HECATE (HEC) and SPATULA (SPA) to direct stigma
development in Arabidopsis thaliana. The aim of this work was to identify the possible
role of SHI/STY genes in stigma formation and whether it does so as part of this
transcriptional complex through characterising the interaction between SHI/STY and
HEC genes.

Since no significant differences in the expression pattern of HEC and STY genes
were observed in STY and HEC loss-of-function mutants, respectively, and
overexpression or loss-of-function of both genes caused changes in the development of
the apical part of the gynoecium, it was concluded that HEC and STY could act together
in the development of the style and stigma. The ability of STY to interact with HEC, NGA
and SPT complex proteins, tested by bimolecular fluorescence complementation (BiFC),
provided the idea that the interaction of STY with the HEC-NGA-IND-SPT complex might

be essential for specifying and developing the stigma of A. thaliana.

Keywords:  gynoecium; style; stigma;  Arabidopsis thaliana; SHORT
INTERNODES/STYLISH; HECATE



°C

ME m?2 s
pg/ml

1]}

MM
CaMV35S
cDNA
CDS

cm

CO;
Col-0
CRC
CRC

Ct
C-terminal
DNA
dNTPs
DOeoo
EDTA

F1

F2

FAE

g/l

gDNA

Listado de abreviaturas

Grados Celsius

Microeinstein por metro cuadrado por segundo al cuadrado
Microgramo por mililitro

Microlitro

Micromolar

Promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
Acido desoxirribonucleico complementario
Region codificante del gen

Centimetro

Di6xido de carbono

Ecotipo Columbia

Factores de transcripcion CRABS-CLAW
Genes CRABS-CLAW

Ciclo umbral

Carboxilo terminal

Acido desoxirribonucleico
Desoxinucldsidos trifosfato

Densidad optica a 600 nm

Acido etilendiaminotetraacético
Generacion filial 1

Generacion filial 2

Formaldehido-&cido acético-etanol

Gramo por litro

DNA gendmico



GFP
GUS
H.O
HCI
HEC
HEC
kb
KOH
kV

LB
mg/l
mg/ml
MgCl,
min
ml
mM
MRNA
MSS
NaCl
NaOH
NGA
NGA
nm
N-terminal
o/n

p/v

Proteina fluorescente verde
B-glucuronidasa

Agua

Acido clorhidrico

Factores de transcripcion HECATE
Genes HECATE

Kilobase

Hidréxido de potasio

Kilovoltios

Medio Luria-Bertani

Miligramo por litro

Miligramo por mililitro

Cloruro de magnesio

Minuto

Mililitro

Milimolar

Acido ribonucleico mensajero
Medio Murashige y Skoog con sacarosa
Cloruro de sodio

Hidréxido de sodio

Factores de transcripcion NGATHA
Genes NGATHA

Nandmetros

Amino terminal

Over night (toda la noche)

Peso por volumen



pb Pares de bases

PBS Tampon fosfato salino

PBST PBS con Tween

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PEG Polietilenglicol

rpm Revoluciones por minuto

RT-qgPCR PCR cuantitativa en tiempo real

S Segundo
SDS Dodecilsulfato sédico
SEM Microscopia electrénica de barrido

SHY/STY Factores de transcripcion SHORT INTERNODES/STYLISH

SHY/STY Genes SHORT INTERNODES/STYLISH

SPT Factores de transcripcion SPATULA
SPT Genes SPATULA

STY Factores de transcripcion STYLISH
STY Genes STYLISH

TBE Tampon Tris/Borato/EDTA

Tm Temperatura de fusion estimada
Tris Tris (hidroximetil) aminometano
tRNA Acido ribonucleico de transferencia
Tween Polisorbato

viv Volumen por volumen

WT Ecotipo silvestre



INDICE

i (01 4 oo [T ToToi o 1o H T PSP PPPOTOUSRPPRRTRPRINt 1
1.1. Desarrollo del gineceo en Arabidopsis thaliana.................ccccccevueeeecvieeeeeciieeeeciiee e 1
1.2, LOS ENES HECATE (HEQC)...uuuu ottt ectte et e e e eivee e s vae e e e ta e e s eatae e e e ntaae e ennnes 3
1.3. Los genes SHORT INTERNODES/STYLISH (SHI/STY) cuueeueeieeieeeeesiecreecie e ecve et 5
1.4. Otros genes implicados en el desarrollo del estilo y estigma de A. thaliana................ 9

B O o1 [= 1Y o TSR SP ST 12

T V- Y =Y IV 4 1< o Yo Lo LS URU 12
3.1, Material Bacterian0......ccoeeiiieieeieeee e s 12

3.1.1. (O] [ o - ot 1T g - [ o - LSRR 12
3.1.2. Medios de cultivo bacterianO........coocueieiiiiiieinieee e 12
3.1.3. Suplementos de los medios de cultivo bacterianos........cccceeeeeciieeieciieeecciieeen, 13
3.1.4. Condiciones de cultivo de microorganismos..........ccceeeeecvieeeecciieeeeciiee e e 13
3.1.5. (G [ Tol=T g T F=Te [o L OO PSP POU ORI 13
3.2, MAterial VEEETAI .ociiiieee et e e s e e e e eans 13
3.2.1. LiN@AS VEEETAIES ....evieiiciiiee e e e e e 13
3.2.2. Condiciones de cultivo en el invernadero.......c..ccoceeveeieeneenecnienceeeeeeeeen 14
3.2.3. MeEdios dE CUIIVO ..ottt 14
3.2.4. Suplementos del medio de cultivo de plantas ......cccccceeevecieeeieciiee e 15
3.2.5. Condiciones de CUILIVO iN VItrO .........ccecueeiueiiieniinieeececeese e 15
3.2.6. Cruce de Plantas.......cceeieiieee e e s 15
3.3. Métodos de biologia MOIECUIAT .....c..viiiiieiiee e 15
3.3.1. Aislamiento y purificacién de acidos NUCIEICOS.......ccuvveeeeciiieeeciiee et 15
3.3.1.1. Extraccion y purificacion de DNA genNOMICO .....cccccuveveeiciiieeecciieeecciiee e 15
3.3.1.2. Extraccion y purificacion de RNA total para la sintesis de cDNA ................ 16
3.3.1.3. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli y A. tumefaciens ....................... 16
3.3.2. MELOAOS AE PCR ...ttt ettt sttt ettt sb e bt st esaeeente e 17
3.3.2.1. PCR para genotipados .....cccuviiiiieee ettt e e 17
3.3.2.2. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR).......ccccueevveercrieeiieeciee e 19
3.3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa......ccceccuueeeeecieeeeiiieeeeesreeeeesieee e e 20
3.3.4. Purificacién de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa....................... 20
3.3.5. Digestion de DNA con enzimas de restricCion.......ccceeeecveeeecciieecccieee e 20
3.3.6.  Técnicas de CloNACION.........oiii ittt 20

3.3.6.1. Vectores plasmidicos utilizados .........cccceeeeciiiiiiiiiiiecciee e 20



3.3.6.2. CloNAJE GAtEWAY...eeiictieeeietieee ettt e ettt e et e e e ectte e e e e bte e e e ebae e e e eareeesesrteeeeenes 21
3.3.7. (L oTaTe 1ol o o I 1 I 1 PSPPI 22
3.3.8. Secuenciacién de DNA y secuencias obtenidas........ccccceveeveeeiiciieiinciiee e 27

3.3.9. Transformacion de células competentes de E coli y A tumefaciens por

LY [=Totd oY o ToT 1 [l (o ISR 27
3.4,  Metodologia de Plantas .....cccceeciiieiiiiiii e e e 28
3.4.1. Complementacion bimolecular de la fluorescencia (BIFC) .....cceeecvveecveecveeenneen. 28
3.4.2. Esterilizado de semillas ........cooeeiiiiiiiiiiieee e 29
3.4.3. Seleccion de semillas tranSgENICAS. ....uuviieciieeiecieee ettt e e e e 30
3.5. Deteccién de la actividad B-glucuronidasa (GUS) ......ccceeeveeiiieeiiieeciee e 30
3.5.1. L [aTeiTe o GV Y =1 oo [ Fo PP 30
3.5.2. TINCION GUS 1ENT0 ...eiiiiiiiee ettt et e s s e 30
3.6.  Analisis fenotipico de mutantes y lineas transgénicas........ccccecvveeeecvieeeeciieeeecieeeeenns 31
3.6.1. Fotografia a bajo aUMENTO.......coocciiiieceeeccee e e e e 31
3.6.2. L=Tolg 1o I e LI g ol o Y ole] o 1= PSP 31
3.6.2.1. Microscopia electréonica de barrido (SEM)......ccccveecveeeciieecieeciee e 31
4. ResSUltados Y diSCUSION ......oeiiiiiieicciiee ettt e e tee e e e tee e e et e e e e abae e e eabaeeeennees 32
4.1. Caracterizacidn de la interaccidn entre SHI/STY Y HEC .........cuveeeeeeecceeeieeeceeeecreeenne, 32
4.1.1. Hipdtesis 1: SHI/STY regula la expresion de los genes HEC.........c..ccovuveeeveeeenens 32
4.1.2. Hipotesis 2: HEC regula la expresion de los genes SHI/STY .....ocveveevceveceecreennen, 36
4.1.3. Hipotesis 3: HEC y SHI/STY actian de manera conjunta........ccceeeeeeeeeveeiveennen, 39
4.1.3.1. Caracterizacion fenotipica del mutante 35S:HEC3x35S:STY1 .......ccccuveeeenee 39
4.1.3.2. Caracterizacion fenotipica del mutante stylsty2heclhecs......................... 43
4.1.4. Comprobacién de la interaccion entre STY Y HEC .......ccuueeeeccieeeccciee e 48

4.2.  Evaluacién de la formacion de un complejo de mayor orden a partir del
NETEIOAIMEIO STY/HEC .ottt ettt e e e e e e e aereeeeseeee s ereeeeeessesasserteeeesssesenrereeees 51
LT Oe o [ol (U1 T o 1= T TP PP 55
T - 11 o [ToT = =Y i = TP RS URRR U SUR 55
R Y 1= o 1RO 59

7.1.  Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030.59



indice de figuras

Figura 1. Esquema del gineceo de Arabidopsis thaliana en estadio de antesis.........cccceevvcveeenns 1
Figura 2. Patron de expresion de la construccidn reportera de los genes HECATE .......ccccccvveeenns 4

Figura 3. Fenotipo de los mutantes de pérdida de funcién heclhec3 y heclhec2hec3 y de la
SODIEEXPIESION B HECS ...ttt ettt e e e e s ctte e e e e ae e e s et te e e s e sbae e e enabeeeeesraeesannseeeeensees 5

Figura 4. Patron de expresion de la construccidn reportera del gen STYI ....ooovcvveeivcieeeieciieennnns 6
Figura 5. Patrén de expresion de la construccion reportera pSTY2:STY2:GUS del gen STY2........ 7
Figura 6. Fenotipo del mutante de pérdida de funcién stylsty2 y de la sobreexpresion de STY19
Figura 7. Patron de expresion del gen NGA1 mediante hibridacion in situ...........cccceveeeennnee.. 10

Figura 8. Modelo propuesto para la actuacion de los factores de transcripcion implicados en la
formacion del estigma de A. thaliaNa ..........cooocuveiiieciiii e et sseee e 11

Figura 9. Cruces realizados para comprobar la hipdtesis de que los genes STY regulan a los genes
HEGC. .ottt ettt e e e et e e et e e te e e e te e e e abe e e teeeetbeeebeseaabeeebeeeataeeebeeeatteeanbeeeteeesareeentes 33

Figura 10. Patrén de expresion de HEC2::GUS en fondo silvestre, 355:STY1, stylsty2 y styl sty2
shilrp srs5 en inflorescencia y flor en estadio de antesis........ccouveveeeeeiiiiiiiieeee e 34

Figura 11. Patréon de expresién de HEC3::GUS en fondo silvestre, 35S:STY1 y stylsty2 en
inflorescencia y flor en estadio de antesis. ......cccuiiiiiiiiiiicce e 35

Figura 12. Cruces realizados para comprobar la hipétesis de que los genes HEC regulan a los
=2 TN Y 5 36

Figura 13. Patrén de expresion de STY1::GUS en fondo silvestre, 35S5:HEC3 y heclhec3 en
inflorescencia y flor en estadio de antesis. ......cccuiiiiiciiieicie e 37

Figura 14. Patrén de expresion de STY2::GUS en fondo silvestre, 35S:HEC3 y heclhec3 en
inflorescencia y flor en estadio de aNTESIS. ......cccuiiiieciiieeccee et 38

Figura 15. Cruces realizados para comprobar la hipdtesis de la accidon conjunta entre los genes

STY Y HEC .ottt ettt ettt ettt et e st e bt e e st et e s at e e s abeesabeeesabeessabeesabeesabaeesabaesnseean 39
Figura 16. Morfologia general de la planta resultante del cruce de la doble sobreexpresién de
STY Y HEC ettt ettt e e e e eaee e s et e e eseeaeseeeeeaeseeeeseeaeteseeeeeeaeeeeaeseeseeaeseneeans 40
Figura 17. Morfologia de la inflorescencia y de flor en antesis de la doble sobreexpresién de STY
Y HEC et e ettt ettt ettt e et e ettt et e et et et et et et e s et ee et eenereeneaees 41
Figura 18. Morfologia de la flor en antesis y detalle de la parte apical del gineceo de la doble
sobreexpresion de STY y HEC mediante microscopia electrénica de barrido..........ccccccuvveennneen. 42
Figura 19. Morfologia de los frutos de la doble sobreexpresion de STYy HEC .........cccceeeeunneen. 43
Figura 20. Morfologia de la roseta del cuadruple mutante stylsty2heclhecs3..............cccuu...... 44
Figura 21. Morfologia general del cuadruple mutante stylsty2heclhec3 .........cccccceeevueeeeennnnnn. 44

Figura 22. Morfologia de la inflorescencia y de flor en antesis del cuddruple mutante
RV K 5 V724 =Tl N o= o PRSP 45

Figura 23. Morfologia de la flor en antesis y detalle de la parte apical del gineceo del mutante
stylsty2heclhec3 mediante microscopia electrdnica de barrido.........cccoveeeeeciieiieciiieccciieeens 46



Figura 24. Morfologia de las anteras del mutante stylsty2heclhec3 mediante microscopia

€lectronica de DArTidO ........ei i e sar e 47
Figura 25. Morfologia de los frutos del cuadruple mutante stylsty2heclhec3 ............ccccuu..... 48
Figura 26. Estudio de la interaccidon proteina-proteina entre STYy HEC. .......cccccvveeeccvveeeecnnennn. 49
Figura 27. Estudio de la interaccidon proteina-proteina entre STY1 y STY2....coocvvveecciveeeccnnnnn. 50
Figura 28. Estudio de la interaccidon proteina-proteina entre STY Yy SPT.....vvvevciieievicieeeeiieeennn 51
Figura 29. Estudio de la interaccidon proteina-proteina entre STY y NGA. ......ccocovvvevviveeeencnnennn. 52

Figura 30. Patréon de expresion de NGA1 en flores en estadio de post-antesis de la doble
sobreexpresion de STY y HEC y el cuadruple mutante stylsty2heclhec3..........ccccoeeeverieeennnnen. 52

Figura 31. Patrén de expresion de NGA1 en flores en estadio de pre-antesis del cuddruple
MUEANTE SEYISEY2NECINEES ..ottt e e ettt e e et e e e e tte e e et e e e e easae e e sstaeeeesnsaeeeeanssneans 53

Figura 32. Niveles de expresion de los genes NGA1, NGA2, NGA3 y NGA4 en el cuadruple
MULANEE SEYISEYZRECINECS ...oeooveee ettt ettt e et e e et e e et e e e e e stae e e s easaeeessnsneeen 54



indice de tablas

Tabla 1. Estadios del desarrollo de la flor y el fruto de A. thaliana........ccccceevecieiiieiiec e, 2
Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo .......ccccovcviiiirciiie e 12
Tabla 3. Suplementos de los medios de cultivo bacterianos ........cccceeeeecciiieeee e, 13
Tabla 4. Lineas vegetales utilizadas en este trabajo ........ccccceveciiiiicciie e, 13
Tabla 5. Suplementos empleados en los medios de cultivo de plantas..........cccceeevciveeiicineeens 15
Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para el genotipado de los genes estudiados..................... 17

Tabla 7. Programas de PCR utilizados para el genotipado de cada uno de los genes estudiados.

..................................................................................................................................................... 18
Tabla 8. Oligonucleétidos utilizados para analizar la expresidn de los genes NGATHA mediante
L3 o | 2 PP PP PP PPPPPRE 19
Tabla 9. Vectores plasmidicos utilizados en este trabajo ........cccccevecieieieciiee e 20

Tabla 10. Oligonucledtidos y programa de PCR utilizados para la amplificacién del gen STY2..21
Tabla 11. Programa utilizado para procesar los tejidos utilizados en la hibridacién in situ ....... 23

Tabla 12. Oligonucleétidos y programa de PCR utilizados para preparar la sonda del gen NGA1.

Tabla 13. Condiciones utilizadas en la transformacién de células de E. coli y A. tumefaciens
g T=To [T g N (el = [=Yor o] o Yo ] - ol o o FHNS PR 28



1. Introduccidn
1.1. Desarrollo del gineceo en Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una planta angiosperma dicotiledénea de la familia de
las brasicaceas utilizada universalmente como modelo en los estudios de genética,
fisiologia y biologia molecular de plantas. Debido a que los aspectos biolégicos de esta
planta no difieren del resto de angiospermas, las conclusiones obtenidas en estos

estudios pueden ser extrapoladas a otras especies.

Las flores de A. thaliana, como las del resto de angiospermas, estan constituidas
por cuatro anillos concéntricos o verticilos. En el verticilo mas exterior, la flor de A.
thaliana presenta cuatro sépalos. En el siguiente se encuentran cuatro pétalos blancos
en posiciones alternas a los sépalos. Seguidamente, se sitlan cuatro estambres en
posicion medial y dos laterales. Finalmente, en el verticilo central se encuentra el 6rgano
reproductor femenino, el gineceo. Este estd compuesto por dos carpelos que se

encuentran unidos a lo largo del plano medial por un falso septum (Becker, 2020).

En el estadio de antesis, el gineceo de A. thaliana puede ser dividido en tres

regiones: estigma, estilo y ovario (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del gineceo de Arabidopsis thaliana en estadio de antesis. (a) Vista en plano

frontal. (b) Vista en plano transversal. (Tomado de: Becker, 2020)

El estigma esta formado por una sola capa de células papilares alargadas
(papilas estigmaticas). Tiene la funcién de capturar los granos de polen, permitiendo la
germinacion y los primeros pasos del crecimiento del tubo polinico (Herrera-Ubaldo y de
Folter, 2022). El estilo es un cilindro sdlido y corto que conecta el estigma con el ovario
y esté formado por células epidérmicas que presentan depdsitos de cera. El ovario esta

compuesto por dos valvas que se conectan por el replum en el exterior. En el interior



esta dividido por el septum en dos camaras o l6culos donde se sitian cuatro filas de
Ovulos de manera longitudinal (Simonini y Ostergaard, 2019).

A su vez, las valvas se encuentran formadas mediante varias capas de células.
La mas externa es el exocarpo, que esta formado por una capa de células intercaladas
con estomas inmaduros. Seguidamente se encuentra el mesocarpo, que esta formado
por tres capas de células del clorénquima. Finalmente, el endocarpo consta de una
epidermis interna con células grandes, isodiamétricas, lignificadas y de paredes
delgadas y una capa subepidérmica de células pequefas y alargadas (Ferrandiz et al.,
1999; Roeder y Yanofsky, 2006).

El tracto de transmision es un tejido enriquecido en una matriz extracelular de
polisacaridos que tiene la funcion de dirigir el crecimiento del tubo polinico hasta su
llegada al 6vulo (Simoniniy Ostergaard, 2019). El margen de la valva se encuentra entre
la valva y el replum y se puede diferenciar en una capa lignificada y una capa de
separacion. La capa de separacion esta compuesta por células isodiamétricas, que
secretan enzimas hidroliticas que permiten que se genere la dehiscencia del fruto
maduro con el objetivo de dispersar las semillas (Dong y Wang, 2015). El ginéforo se
encuentra en la base del ovario y tiene la funcion de conectar el gineceo con el resto de

la planta (Simonini y Ostergaard, 2019).
El desarrollo de la flor de A. thaliana se puede dividir en 20 estadios:

Tabla 1. Estadios del desarrollo de la flor y el fruto de A. thaliana (adaptado de Roeder y
Yanofsky, 2006)

Estadio Caracteristicas
1 El primordio floral es visible en el meristemo inflorescente
El primordio floral se agranda y empieza a separarse del meristemo inflorescente
Se forma el primordio de los sépalos
El primordio de los sépalos cubre parcialmente el meristemo floral
Se forman los primordios de pétalos y estambres. El meristemo floral se expande
para formar una plataforma donde se desarrollara el gineceo
Los sépalos cierran la flor y se empieza a formar el gineceo
Se forma el pedunculo de los estambres y el gineceo crece como un tubo hueco
Las anteras desarrollan l6culos. El gineceo crece y se ensancha
Los pétalos desarrollan un pedinculo basal. En el gineceo, se forma el septum
El primordio de los pétalos alcanza la altura de los estambres laterales. Formacion
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de los primordios de los 6vulos. Se empiezan a formar las papilas estigmaticas
11 Las papilas estigmaticas cubren el estigma. Se empieza a depositar cera en las

células del estilo. Se inicia la formacién de los integumentos

Los pétalos alcanzan la altura de los estambres mediales. El gineceo esta listo

12 para la fertilizacion y las valvas, margenes de la valva, replum y estilo comienzan a
diferenciarse morfolégicamente

13 Antesis. La flor se abre. Ocurre la polinizacién

2



Estadio Caracteristicas

14 Las anteras sobrepasan el estigma. Ocurre la fertilizacién
15 El gineceo se elonga y se extiende mas alla de las anteras. Lignificacion del xilema
16 Los sépalos, pétalos y estambres se secan y caen del fruto

El fruto elonga completamente. La capa lignificada del margen de la valva y el
endocarpo se lignifican
18 El fruto se amarillenta
El fruto se seca y se vuelve marrdn. Ocurre la dehiscencia del fruto por la
separacion de las valvas
20 Dispersion de las semillas

17

19

1.2. Los genes HECATE (HEC)

La familia génica HECATE (HEC) codifica tres factores de transcripcion hélice-
bucle-hélice (bHLH) esenciales en la formacién del estilo, estigma, septum y tracto de

transmision de Arabidopsis thaliana (Gremski et al., 2007; Schuster et al., 2015).

Las proteinas bHLH son una de las familias mas grandes de factores de
transcripcion de A. thaliana. El dominio bHLH consta de aproximadamente 60
aminoacidos altamente conservados en todos los organismos eucariotas y esta
compuesto por una regién basica y una region hélice-bucle-hélice. La region basica
permite la unién de la proteina a cajas E (CANNTG) o cajas G (CACGTG) del DNA,
mientras que el motivo HLH es requerido para la dimerizacién con el objetivo de regular

la expresion de sus genes diana (Hao et al., 2021).

Los factores de transcripcion HEC presentan un dominio bHLH similar al de los
factores INDEHISCENT (IND), considerando estas dos familias de factores de
transcripcibn como un subgrupo de las proteinas bHLH (Heim et al., 2003). En este
dominio, ambas familias no presentan el glutamato en posicién 13, caracteristico de los
dominios bHLH y que permiten la unién al DNA, sugiriendo que podria realizarse
mediante el uso de otros amino&cidos (Ellenberger et al., 1994; Ma et al., 1994).
Recientemente, se ha comprobado que el gen IND surgio a partir de una duplicacion del

gen HECS3 en la familia de las brasicaceas (Pabon-Mora et al., 2014).

La expresion de los genes HECATE se observa por primera vez en el replum y
en la zona apical del gineceo (a partir de la cual se desarrollara el estigma) en el estadio
8 del desarrollo de la flor de A. thaliana. Desde el estadio 10 al 13 (Figura 2), la expresion
se encuentra en el tracto de transmision y en el estigma en desarrollo. Se puede
observar en estos estadios que HEC1 y HEC2 se expresan en 6vulos y HEC3 en los

funiculos del 6vulo (Gremski et al., 2007).
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Figura 2. Patrén de expresion de la construccion reportera de los genes HECATE. (A) Patron de
expresion de pHEC1:HEC1:GUS en flor en antesis de Col-0. (B) Patrén de expresion de
pHEC2:HEC2:GUS en flor en antesis de Col-0. (C) Patrén de expresion de pHEC3:HEC3:GUS

en flor en antesis de Col-0. Escala: 200 um. (Tomado de: Ballester et al., 2021)

En el gineceo del mutante de pérdida de funcién hecl-1hec3-1 (Figura 3B) se
puede observar el alargamiento del estilo, papilas estigmaticas mas pequefias y
variables en numero, y el tracto de transmision reducido tanto en la zona del estilo como
en la del septum comparado con el fenotipo silvestre. Ademas, se pueden observar
defectos en el crecimiento del tubo polinico que provocan una disminucion de la fertilidad
(Gremski et al., 2007).

El triple mutante heclhec2hec3 (Figura 3C) presenta una elevada esterilidad
debido a efectos importantes en el desarrollo apical, con ausencia completa del tejido
estigmatico y gran alargamiento en la regién apical del estilo. Ademas, se observan
efectos severos en el septum y en el desarrollo del tracto de transmision. En
comparacion con el mutante hecl-1lhec3-1, este fenotipo implica que los genes HEC
son funcionalmente redundantes y juegan un papel importante en el desarrollo del tracto

de transmision, del estigma y del septum (Gremski et al., 2007; Schuster et al., 2015).

Estudios recientes han mostrado que los mutantes heclhec2 presentan una
reduccion de la capacidad de germinacion de la semilla en respuesta a luz roja y tienen
reducidos los niveles de clorofila y carotenoides en comparacién con el fenotipo silvestre
en oscuridad, luz roja y rojo lejano. Ademas, se ha comprobado que los factores de
transcripcion HEC1 y HEC2 pueden heterodimerizar con factores de interaccion del
fitocromo (PIF) y regular de manera negativa las proteinas PIF para promover la
fotomorfogénesis (Zhu et al., 2016; Kathare et al., 2020).

La sobreexpresion de los genes HEC1 y HEC3 (Figura 3D) ocasiona la pérdida

de la polaridad apical-basal del gineceo, papilas estigmaticas mas grandes, ovarios



reducidos, formacion ectopica de tejido carpeloide y ginoforos elongados. Este fenotipo
sugiere la alteracion en los niveles, el transporte y/o la percepcion de auxinas (Gremski
et al., 2007). Ademas, se ha descubierto que HEC1, HEC2 y HEC3 pueden activar
genes ARR de tipo A, reguladores negativos de la sefalizacién por citoquininas, para
restringir las respuestas a esta hormona durante el desarrollo del gineceo (Schuster et
al., 2015).
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Figura 3. Fenotipo de los mutantes de pérdida de funcién heclhec3 y heclhec2hec3 y de la
sobreexpresion de HEC3. (A) Flor en antesis de Col-0. (B) Flor en antesis del mutante heclhec3.
(C) Flor en antesis del mutante heclhec2hec3. (D) Flor del mutante 35S:HEC3. La flecha indica
tejido carpeloide. Escala: 100 um A-C. 400 um D (Tomado de: Gremski et al., 2007; Schuster et
al., 2015)

1.3. Los genes SHORT INTERNODES/STYLISH (SHI/STY)
La familia génica SHORT INTERNODES/STYLISH (SHI/STY) codifica factores

de transcripcion que se encuentran presentes Unicamente en plantas. Dentro de ellas,
se pueden encontrar en nimero variable en diferentes especies de plantas, como, por
ejemplo, 11 genes en Arabidopsis (SHI, STY1, STY2, LRP1, SRS3, SRS4, SRS5, SRS6,
SRS7, SRS8 y SRS11), 21 en soja y 6 en arroz. Estan involucrados en la formacién de
raices laterales, extension del tallo, morfogénesis de la hoja, produccion de nédulos
radiculares, tiempo de floracion y desarrollo del gineceo y estambres (Kuusk et al., 2002;
Fang et al., 2022).

En su estructura, los factores de transcripcion SHI/STY presentan dos regiones
altamente conservadas: un dominio RING en dedos de zinc y un dominio IGGH. El
dominio RING en dedos de zinc se encuentra en la regién N-terminal de la proteina y
consta de dos motivos proteicos pequefios que son capaces de coordinar una molécula
de zinc cada uno, permitiendo que la proteina se una a DNA, RNA y proteinas. Por su
parte, el dominio IGGH, caracteristico de esta familia, se encuentra en la zona C-
terminal de la proteina y esta compuesto por cuatro residuos de isoleucina-glicina-



glicina-histidina (IGGH). Ademas, estas proteinas presentan una o dos regiones ricas
en glicina y una sefial de localizacion nuclear. El resto de la secuencia es
completamente diferente en todos los miembros de la familia SHI/STY (Kuusk et al.,
2006; Eklund et al., 2010).

La expresion del gen STY1 (Figura 4A) se puede detectar por primera vez en la
aparicion del meristemo floral (estadio 1) y se observa en los primordios de los sépalos.
La expresion en el gineceo se empieza a detectar desde su aparicion (estadio 6). Mas
en detalle, en el gineceo la expresion de STY1 se observa en primordios de évulos en
su aparicion en el estadio 9. Con la elongacion del gineceo, la expresion de STY1 queda
restringida a la parte apical del gineceo, donde, en los estadios 11-12 (Figura 4B),
quedara recluida en una interfase entre el estilo y el estigma, para que, a partir del
estadio 13, se observe una disminucién en la expresion. Con el desarrollo de los évulos,
se puede denotar expresion de STY1 en la epidermis de los funiculos en desarrollo, al
tegumento externo y en la parte apical de la nucela. Ademas, a partir del estadio 10
aproximadamente, se puede observar la expresién de STY1 en la capa interna del
septum. También se observa expresion en pétalos, en el primordio de los estambres y

en el tapete de las anteras (Kuusk et al., 2002).

En referencia a las anteras, STY1 se expresa desde el establecimiento del
primordio de los estambres hasta el estadio 3-4. A partir del estadio 5 la expresiéon de
STY1 se observa en el extremo apical de la antera. En el estadio 9 se activa la expresion
en el tapetum de la antera y, durante los estadios 12 y 13, se puede observar en los

granos de polen (Estornell et al., 2018).

Figura 4. Patron de expresién de la construccion reportera del gen STY1. (A) Patrén de expresion
de pSTY1:STY1:GUS en inflorescencia de Col-0. (B) Patrén de expresion de pSTY1:STY1:GUS
en flor en estadio 12 de Col-0. (Tomado de: Kuusk et al., 2002)



La expresion de STY2 (Figura 5) se puede detectar por primera vez en la parte
apical del gineceo en el estadio 9. A partir del estadio 10, se puede observar una fuerte
expresion en el estilo y estigma. Después de la polinizacion, la expresion desaparece
del estigma, pero permanece en el estilo hasta la maduracion completa de la silicua
(Kuusk et al., 2002). Ademas, se puede detectar expresion de STY2 en las células
madre del polen y en las células del tapetum en los estadios 6 y 8, respectivamente, y
se encuentra activo en estas células hasta el estadio 11. Como STY1, la expresion de
STY2 se puede observar en el extremo apical de la antera desde el estadio 5 (Estornell
et al., 2018).
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Figura 5. Patron de expresion de la construccion reportera pSTY2:STY2:GUS del gen STY2.
(Tomado de: Kuusk et al., 2002)

En tejidos vegetativos, podemos encontrar expresion tanto de STY1 como de
STY2 en primordios foliares, estipulas, hidatodos de roseta, hojas caulinares y en
primordios de raices laterales. Ademas, la actividad de STY2 se puede detectar en

tricomas en desarrollo y pedicelos (Baylis et al., 2013).

El gen STY1 es el Gnico de la familia SHI/STY que presenta fenotipo en un
mutante sencillo. Su pérdida de funcion (mutante styl-1) genera una pequefia cavidad
en la zona medial del estilo, expansion de células estilares y presencia en la parte apical
del gineceo y crecimiento de las células estigméticas hacia todas las direcciones. Este
fenotipo se ve aumentado en los mutantes multiples shi/sty, debido a la gran
redundancia que existe entre ellos. En flores en estadio 13 (Figura 6B) del doble mutante
styl-1sty2-1, se puede observar una gran cavidad central, que se encuentra rodeada de
células estilares que crecen en 3-5 protuberancias cortas, quedando las papilas
estigmaticas dentro de la cavidad. Ademas, se observa una reduccién de los tejidos
estigmatico y estilar, ausencia de septum, alteracién del patron vascular y hojas de

roseta y caulinares mas serradas que las del fenotipo silvestre y de los mutantes



simples, caracteristica mas visible antes de que las hojas estén completamente
expandidas (Kuusk et al., 2002; Kuusk et al., 2006; Sohlberg et al., 2006).

El fenotipo observado en los mutantes multiples shi/sty es debido al fallo del
establecimiento de la polaridad apical-basal en el gineceo. Sohlberg et al. (2006)
observo que el patrén apical-basal de los mutantes stylsty? era muy sensible a la
inhibicion del transporte polar de auxinas. Ademas, demostro que STY1 podia activar la
transcripcion del gen de biosintesis de auxinas YUCCAA4. Eklund et al. (2010) confirmo
la interaccion de STY con el promotor de YUCCA4 y describio a la familia SHI/STY como
reguladores esenciales del desarrollo de hojas y flores mediado por auxinas. Ademas,
mostré que STY1 podia tener un rol en la formacion y mantenimiento del meristemo

apical del tallo regulando los niveles de auxinas en el embrién.

La expresién constitutiva de los genes STY1 y STY2 genera plantas de tamafio
considerablemente mas pequefio que las silvestres, hojas de roseta epinasticas y
estrechas y floracién tardia en condiciones de dia corto. En flores de plantas gravemente
afectadas se observa como los pétalos son mas cortos y estrechos que los del tipo
silvestre y la fertilidad se ve muy reducida debido a la pobre elongacion de los estambres

y el bajo desarrollo de las anteras (Kuusk et al., 2002).

El gineceo presenta un estilo corto y de forma roma y una expresion ectépica de
células estilares en las valvas (Figura 6C y 6D). Las células vecinas a éstas presentan
mezcladas caracteristicas de células estilares y de valva, sugiriendo que el cambio de
una célula a otra ocurre de manera gradual. Las silicuas completamente desarrolladas
son mas cortas que las de tipo silvestre y el tercio superior se encuentra comprimido y
ligeramente curvado, debido a la dificultad de expandirse de las células estilares
ectdpicas. La expresion ectépica de células estilares forma un continuo con las células
verdaderas presentes en el estilo e impide que se defina el margen de la valva y la zona
de dehiscencia en esta region, quedando las valvas parcialmente unidas al fruto

después de la dispersion de las semillas (Kuusk et al., 2002).
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Figura 6. Fenotipo del mutante de pérdida de funcidn stylsty2 y de la sobreexpresién de STY1.
(A) Flor en antesis de Col-0. (B) Flor en antesis del mutante stylsty2 (C) Flor en antesis del
mutante 35S:STY1. Se marca la zona de produccion de células estilares ectdpicas (D) Detalle
de la parte apical del gineceo del mutante 35S:STY1. La flecha indica expresion ectopica de

células estilares en la valva. Escala: 100 um. (Tomado de: Kuusk et al., 2002)

1.4. Otros genes implicados en el desarrollo del estilo y estigma de
A. thaliana

El desarrollo del estilo y estigma de A. thaliana esta controlado por multiples
genes funcionalmente redundantes debido a la gran importancia que tiene este tejido
para la reproduccion de la planta. Debido a ello, estos genes solo pueden ser estudiados
con mutantes multiples que generen un fenotipo severo en el desarrollo de la parte

apical del gineceo.

Ademaés de los genes HEC y SHI/STY, en el desarrollo del estilo y estigma de A.
thaliana también son importantes los genes NGATHA (NGA), INDEHISCENT (IND),
SPATULA (SPT) y CRABS-CLAW (CRC) entre otros.

Los genes NGA (NGA1, NGA2, NGA3 y NGA4) forman parte de un subgrupo de
genes de la familia RAV que codifican factores de transcripcion que contienen un
dominio B3 de union al DNA en posicion N-terminal y carecen del dominio de union a
DNA tipo AP2, caracteristico de la familia RAV. Actian de manera redundante y
dependiente de dosis para especificar el desarrollo del estilo. Los genes NGA 'y SHI/STY
tienen un patron de expresion muy similar, pero no presentan regulacion transcripcional
entre ellos. Ademas, los mutantes multiples de pérdida de funcion de los genes NGA no
presentan estigma, al igual que los mutantes multiples shi/sty, siendo este fenotipo

debido a la falta de activacion de los genes de enzimas biosintéticos de auxinas
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YUCCA2 y YUCCA4. Por lo tanto, NGA y STY podrian estar actuando de manera
cooperativa en el desarrollo del estilo de A. thaliana regulando la sintesis de auxinas en

la region apical del gineceo (Trigueros et al., 2009).

La expresion del gen NGAL (Figura 7) empieza a detectarse en la mitad adaxial
del primordio floral en el estadio 2. En el estadio 7 se puede observar expresion de
NGAL en los primordios del gineceo, estambres y pétalos. En el estadio 10, la expresion
se encuentra restringida al tejido placentario, estilo, estigma y 6vulos en desarrollo. En
el estadio 11, la expresion de NGA1 se puede detectar en 6vulos, pero es baja en el

estilo y estigma (Trigueros et al., 2009).
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Figura 7. Patron de expresion del gen NGA1 mediante hibridacion in situ. (A) Meristemo
inflorescente de Col-0. (B) Flor de Col-0 en estadio 7. (C) Flor de Col-0 en estadio 9. (D) Flor de
Col-0 en estadio 11. (Tomado de: Trigueros et al., 2009)

El gen IND codifica un factor de transcripcion de la familia bHLH, el cual realiza
un papel crucial en la dispersion de las semillas. Cuando el fruto madura, la expresion
de IND es necesaria para formar una capa de células lignificadas y una capa de
separacion en la zona de dehiscencia del fruto. Ademas, se ha observado que este
factor de transcripcion es responsable de la relocalizaciéon de los transportadores de
auxinas, permitiendo mantener un nivel minimo en esta zona que posibilite la

especificacion de estas capas (Liljegren et al., 2004; Girin et al., 2011).

El gen SPT codifica un factor de transcripcion de tipo bHLH implicado en la
formacion de la parte apical de la flor. La correcta participacion de esta proteina en el
desarrollo del gineceo depende de su interaccion con el factor de transcripcion CRC,
codificado por un gen de tipo YABBY, siendo ambos genes diana de AGAMOUS (AGA).
Aungue en los mutantes simples de estos genes se observan malformaciones parciales
en el gineceo, este fenotipo se agrava en el doble mutante crc spt, en el que los carpelos

permanecen sin fusionar y se reducen los tejidos estilar y estigméatico y el nimero de
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6vulos (Alvarez y Smyth, 1999). Girin et al. (2011) demostr6 que IND podia regular de
manera directa y positiva la expresién de SPT y actian de manera conjunta para regular

genes involucrados en el transporte de auxinas.

Navarrete (2011) mostré que los factores de transcripcion NGA y STY eran
capaces de interaccionar en presencia de CRC y funcionar de manera cooperativa, sin
regulacion transcripcional entre ellos, para, posteriormente, regular la biosintesis de

auxinas y especificar el desarrollo del estilo en A. thaliana.

Recientemente, Ballester et al. (2021) observé que el efecto de la sobreexpresion
de los genes NGA y HEC dependia de la presencia de los factores de transcripcion HEC
y NGA, respectivamente. En este estudio se propuso la formacién de un complejo HEC-
NGA-IND-SPT para la formacion del estigma de A. thaliana (Figura 8). Primeramente,
los factores de transcripcion HEC y NGA son capaces de interaccionar para formar un
heterodimero que activa la expresion del gen IND. Este factor de transcripcion se unird
al heterodimero HEC-NGA formando un complejo de orden mayor (HEC-NGA-IND).
Posteriormente, se incorporara SPT, formando un heterotetramero que podra regular
genes diana aguas abajo para determinar el desarrollo del estigma y la correcta

distribucion de auxinas.
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Figura 8. Modelo propuesto para la actuacion de los factores de transcripcion implicados en la

formacion del estigma de A. thaliana. (Tomado de: Ballester et al. 2021)

Debido a los estudios que demuestran que NGA es capaz de interaccionar con

STY y HEC y a la falta de estigma de los mutantes multiples shi/sty, se puede pensar
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que los genes STY podrian formar parte del complejo HEC-NGA-IND-SPT o actuar

aguas arriba o aguas abajo de él.

2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es identificar el posible rol de los genes
SHI/STY en la formacién del estigma y si lo hace formando parte del complejo
transcripcional NGA-HEC-IND-SPT para el desarrollo del estigma en Arabidopsis

thaliana.

Este objetivo se puede concretar en los siguientes:
« Caracterizar la interaccion entre los genes SHI/STY y HEC mediante
andlisis genéticos y moleculares
« Evaluar la formacién de un complejo de mayor orden a partir del
heterodimero STY/HEC

3. Material y métodos
En este apartado se describird el material biol6gico y la metodologia utilizada
para conseguir los objetivos propuestos.
3.1. Material bacteriano

3.1.1. Cepas bacterianas
En este trabajo fueron utilizadas las siguientes cepas bacterianas, que se

detallan en la siguiente tabla:

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo

Cepa Origen Uso
Supercharge EZ10
P g' Clontech Clonacién de vectores
(E. Coli)
Clonacién de vectores para la
C58 pMP90 . -
. Koncz y Schell (1989) transformacidn genética de
(A. tumefaciens)
plantas

3.1.2. Medios de cultivo bacteriano
Los cultivos bacterianos empleados en este trabajo se realizaron en medio Luria-

Bertani (LB) a pH 7.0, compuesto por triptona (1% p/v), extracto de levadura (0,5% p/v)
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y NaCl (1% p/v). El pH se ajusté con NaOH. El medio sélido se consigui6 con la adicion
de agar (1,5% p/v de concentracion final).

3.1.3. Suplementos de los medios de cultivo bacterianos

Los suplementos empleados en los medios de cultivos bacterianos se
encuentran recogidos en la Tabla 3:

Tabla 3. Suplementos de los medios de cultivo bacterianos

CONCENTRACION
ANTIBIOTICO STOCK DISOLVENTE E. coli A. tumefaciens
Kanamicina 100 mg/ml H20 50 pg/ml 50 pg/ml
Espectinomicina 100 mg/ml H.0 100 pg/ml -
Gentamicina 100 mg/ml H20 50 pg/ml -
Rifampicina 50 mg/ml Metanol 90% - 100 pg/ml

3.1.4. Condiciones de cultivo de microorganismos
Los cultivos liquidos de E. coli fueron incubados a 37 °C en agitacion durante
toda una noche (o/n, over night). El cultivo sélido en placa se incub6 a 37 °C o/n. Los
cultivos liquidos de A. tumefaciens se incubaron a 28 °C en agitacion durante dos dias.

El cultivo sélido se realiz6 en placay se incub6 a 28 °C durante dos dias.

3.1.5. Glicerinados

Para la conservacion de las cepas utilizadas durante un periodo largo de tiempo,
se realizaron glicerinados de las mismas, mediante la mezcla homogénea de 1 ml del
cultivo bacteriano y 1 ml de glicerol (50%, p/v) en viales Cryovial de Simport.

Posteriormente, fueron congelados en nitrégeno liquido y se guardaron a -80 °C.

3.2. Material vegetal

3.2.1. Lineas vegetales

Tabla 4. Lineas vegetales utilizadas en este trabajo

GENOTIPO REFERENCIA
Ecotipo silvestre Col-0 Redei, 1962
hecl-1hec3-1 Gremski et al, 2007
styl-1sty2-1 Kuusk et al, 2002
Lineas mutantes Obtenido anteriormente en
styl-1sty2-1hecl-1hec3-1 .
el laboratorio
sty1-1sty2-1shi-3lrp-1srs5-1 Kuusk et al, 2006
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GENOTIPO REFERENCIA
, 35S:HEC3 Ballester, 2016
Lineas sobreexpresoras
35S:5TY1 Kuusk et al, 2002
STY1p::GUS Kuusk et al, 2002
3 STY2p::GUS Kuusk et al, 2002
Lineas de GUS
HEC2p::GUS Gremski et al, 2007
HEC3p::GUS Gremski et al, 2007

3.2.2. Condiciones de cultivo en el invernadero
Las semillas de Arabidopsis thaliana fueron sembradas en bandejas con alveolos
de plastico de 6,5x6,5x6,5 cm con una mezcla de turba:perlita:vermiculita con proporcion
2:1:1. Esta mezcla fue esterilizada previamente a 80 °C durante 20 minutos y

humedecida con agua.

Una vez sembradas, las bandejas se cubrieron con film plastico y se mantuvieron
en oscuridad y a 4 °C durante tres dias para promover la germinacioén. Pasados estos
dias fueron llevadas a una cadmara de cultivo, donde se mantuvieron en condiciones de
dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad), con un rango de temperatura entre
21-23 °C y una humedad del 50%. La cdmara se ilumina mediante tubos fluorescentes
standard F58W/133-T8 (Sylvania), que proporcionan luz blanca fria, con una intensidad
de 150 yE m? s2,

Con la aparicion de las primeras hojas, se realizaron agujeros en el plastico y, al
cabo de 3-4 dias, se elimin6 por completo. Las bandejas fueron regadas con soluciéon

Hoagland n° 1, suplementada con oligoelementos (Hewitt and Eden, 1953).

Cuando las plantas habian completado su ciclo vital se embolsaron de manera
individual y se dejaron secando durante, al menos, 7 dias. Posteriormente se
mantuvieron secandose en una camara de cultivo a 37 °C y se almacenaron en una

camara con 10 °C de temperatura, oscuridad y una humedad del 25%.

Las plantas de Nicotiana benthamiana fueron cultivadas en condiciones de dia
largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) a 22 °C (dia) y 18 °C (noche) en macetas
de 12 cm de diametro con una mezcla de turba:perlita:vermiculita con proporcién 2:1:1,

idéntica a la utilizada para Arabidopsis thaliana.

3.2.3. Medios de cultivo
Para el cultivo de semillas en placas Petri se utilizé el medio Murashige y Skoog

con sacarosa (MSS) pH 5.9. La composicion del medio fue 2.2 g/L mediio Murashige y
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Skoog que incluye vitaminas, 20 g/L sacarosay 0.1 g/L MES. Se ajusto el pH con KOH

y se afladieron 6 g/l de agar bacteriolégico.

3.2.4. Suplementos del medio de cultivo de plantas
En la Tabla 5 se detallan los suplementos utilizados en los medios de cultivo de

plantas.

Tabla 5. Suplementos empleados en los medios de cultivo de plantas

CONCENTRACION
COMPUESTO STOCK DISOLVENTE A. thaliana
Higromicina 100 mg/ml H20 40 mg/L
Acido giberélico
34,17 mg/ml 70% EtOH 17,3 mg/L
(GA3)
Timentina 500 mg/ml H.0 300 mg/L

3.2.5. Condiciones de cultivo in vitro
El cultivo in vitro de semillas de A. thaliana en medio MSS sdlido se realiz6 en
un fitotrén con condiciones de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) y
temperatura constante de 25 °C. Este fitotrén esta iluminado mediante tubos
fluorescentes Grolux 36W (Sylvania) que proporcionan luz blanca fria, con una
intensidad de 90 yE m2 s2.

3.2.6. Cruce de plantas
Para realizar los cruces entre plantas de A. thaliana, las flores de la planta
utilizada como parental femenino deben encontrarse en un estadio anterior a la
autofecundacion. Estas fueron emasculadas y, posteriormente, se coloco el polen de
una flor del parental masculino sobre la superficie de su estigma. Transcurridas tres
semanas, donde el cruce crecid en la planta madre, éste fue recogido y secado a 37 °C

durante tres dias, para, posteriormente, guardarse a 10 °C.

3.3. Métodos de biologia molecular

3.3.1. Aislamiento y purificacién de acidos nucleicos

3.3.1.1. Extraccion y purificacion de DNA genomico
Para la extracciéon de DNA genomico se partio de 10g, aproximadamente una

hoja joven, de la planta a tratar, se deposito en un tubo eppendorf que contenia dos/tres
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perlas de vidrio y se congeld en nitrdgeno liquido. Posteriormente se tritur6 mediante el
homogenizador de muestras MM400 (Retsch) durante 45 segundos a una frecuencia de
30s™.

Con las muestras ya trituradas, se afiadié 400 uL de tampdn de extraccion (200
mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 7.5y 0.5% EDTA en H,0 Mili-Q)
a cada tubo eppendorfy se mezclé mediante vortex durante 5 segundos. Seguidamente,
las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm durante 4 minutos y se transfirieron 300 L
del sobrenadante a un tubo nuevo. Se afiadieron 300 uL de isopropanol a cada tubo, se
mezclé bien y se dejé a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se centrifugé a 13.000
rpm durante 5 minutos para recoger el DNA. Se eliminé el sobrenadante y se dej6 secar
el pellet durante aproximadamente una hora. Por Ultimo, el pellet fue resuspendido con
100 pL de H,O Mili-Q vy, si se procedia a realizar una PCR, se utilizaron 2 pyL por 25 uL

de reaccion.

3.3.1.2. Extraccion y purificacion de RNA total para la sintesis de cDNA
La extraccion de RNA total de las plantas se realizé con el kit E.Z.N.A.® total
DNA/RNA isolation kit (Omega Bio-Tek), siguiendo el protocolo descrito por la casa
comercial. A partir del RNA extraido, se sintetizdo el cDNA por transcripcion reversa
mediante la utilizacion de la SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen),

siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial.

3.3.1.3. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli y A. tumefaciens
Con el fin de comprobar la correcta transformacién de las células de E. coli
mediante una posterior digestiébn con enzimas de restriccion, se realizé el aislamiento
de DNA plasmidico. Para ello se utilizé el kit NZYMiniprep (NZYTech), siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante. Posteriormente, el DNA obtenido fue

cuantificado con el espectofotémetro NanoDrop™ 2000.

El aislamiento de DNA plasmidico a partir de células de A. tumefaciens se realizé
siguiendo el mismo procedimiento. Debido al bajo rendimiento y pureza del DNA
obtenido, se procedid a transformar células de E. coli, con el fin de extraer una mayor
concentracion de DNA plasmidico y poder realizar una digestibn con enzimas de

restriccion del plasmido.
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3.3.2. Métodos de PCR
3.3.2.1. PCR para genotipados

La amplificacién de las regiones gendmicas y el genotipado de los mutantes
utilizados en este trabajo se realiz6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Para ello se utiliz6 DNA gendmico extraido de las plantas a analizar como molde,
oligonucleétidos especificos para cada reaccion (Tabla 6), tampdn 5x Green GoTaq
(Promega), 25 mM MgCl, (Promega), 10 uM dNTPs (Promega) y DNA polimerasa
GoTaq (Promega). Ademas, se completd con agua Mili-Q hasta el volumen necesario
para llevar a cabo la reaccion. Los oligonucleétidos empleados como cebadores fueron

sintetizados por la empresa Integrated DNA Technologies.

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados para el genotipado de los genes estudiados

Mutante Banda | Oligonucledtido Secuencia
W SRSM 5" CAACTTCAATACACTACAAACCCAG 3
w1 EST3 5 TTCACGGTGGCGTTTAGGAACG 3'_
Mutante SRSM 5" CAACTTCAATACACTACAAACCCAG 3
Dspml 5 CTTATTTCAGTAAGAGTGTGGGGTTTTGG 3°
W BcDNAL 5 ATGATCAATTCGGAGAGCAGCAACAACACC 3
sy2 BcDNA2 5" ATGATCACCAGAGCAACAAAACAAAAGACA 3
utante SRS2:E 5 TGGGAGAAGCAACCGGCAACATCG 3
Dspml 5 CTTATTTCAGTAAGAGTGTGGGGTTTTGG 3°
W oKG156 5" ACCACAACAACACTTACCCTTTTC 3’
et oKG157 5" GTTCCACACCCTTTCATAACCACT 3’
utante oKG156 5" ACCACAACAACACTTACCCTTTTC 3’
GabiT 5’ CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC 3’
Wt HEC2 F (silv) 5' CTCACAAAACCTTAACTAGATGTCTGA 3'
hec2 HEC2 R 5" ATGCTTTCTGAATCCAACACCC 3'
utante |_HEC2F (mut) 5" CCGACACTCTTTAATTAACTGACACTC 3'
HEC2 R 5" ATGCTTTCTGAATCCAACACCC 3'
ILCX3 5’ TCCTAACAAACCCTTATTTCGTATCCA 3’
hocs wT ILC-X8 5 GTGCTATTTCGTGAAGAGACAAGAGA 3’
ec Mutante ILCX3 5’ TCCTAACAAACCCTTATTTCGTATCCA 3’
LBb3 5" AACCAGCGTGGACCGCTTGGTG 3’
355:end 5" ACAATCCCACTATCCTTCGCAAG 3’
355:5TV1 | Mutante EST3 5 TTCACGGTGGCGTTTAGGAACG 3'
355:end 5" ACAATCCCACTATCCTTCGCAAG 3’
355:HEC3 | Mutante oPBf4 5’ CTAGATTAATTCTCCTACTCCTCT 3/

Los programas utilizados para llevar a cabo las amplificaciones se encuentran
en la Tabla 7. Todas las reacciones fueron realizadas en un termaciclador SureCycler
8800 (Agilent Technologies).
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Tabla 7. Programas de PCR utilizados para el genotipado de cada uno de los genes estudiados.

MUTANTE PROGRAMA DE PCR CEBADORES BANDA WT BANDA MUTANTE
94 2C 2min
94 9C 15s
w1 3(2’ :g ifnsin 30x SEF;ST'\;' SRSM/EST3 SRSM/Dspml
830 pb 750 pb
72 2C 5min Dspml
15eC oo
94 °C 2min
94 2C 15s BcDNA1
sty2 58 2C 15s [40x BcDNA2 BcDNA1/BcDNA2 SRS2:E/Dspml
72 2C 2min SRS2:E 1700 pb 1200 pb
72 2C 5min Dspml
15eC oo
94 2C 3min
-65 ©
REE0 |
0KG157 0KG156/0KG157 0KG156/GabiT
hecl 56 2C 30s [40x
72 9C 2min oKGl.56 600 pb 750 pb
72 °C 5min GabiT
15eC oo
95 2C 2min
94 C 30s
552C 30s |30x HEC2 R HEC2 R./HECZ F HEC2 R/HEC2 F (mut)
hec2 . HEC2 F (silv) (silv)
722C 1min HEC2 F (mut) 900 pb 600 pb
72 °C 5min
152C oo
94 °C 3min
94 °C 20s ILC-X3
hec3 559C 30s |35x ILC-8 ILC-X3/ILC-X8 ILC-X3/LBb3
72 9C 1min LBb3 850 pb 550 pb
72 2C 5min
152C oo
94 2C 2min
94 9C 15s
355:STY1 55 °C 30s ' 30x 35S:end 35S:end/EST3 ILC-X3/EST3
72 9C 1.5min EST3 No banda 850 pb
72 °C 5min
152C oo
94 2C 3min
94 °C 30s
519C 30s |[35x 35S:end 35S:end/oPBf4 35S:end/oPBf4
355:HEC3 72°C 1min oPBf4 No banda 860 pb
72 °C 5min
49C oo

La amplificacion obtenida en la PCR fue analizada mediante la separacion

electroforética horizontal de las moléculas de DNA en gel de agarosa 1% (p/v).
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3.3.2.2. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qgPCR)

Con el objetivo de analizar la expresion de los genes NGATHA (NGA) en el
mutante stylsty2heclhec3, se llevé a cabo un experimento de PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-gPCR). Para ello, se utilizaron cebadores especificos para estos genes
(Tabla 8).

Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados para analizar la expresion de los genes NGATHA mediante
RT-gPCR

GEN NOMBRE SECUENCIA
oMNG48 CAGCTTTCCTTCGACCAATTACA
NGAL oMNG49 TGACGTTGCTGCTGATGATTATAAA
oMNG46 GGAGAGCACAAGTCGCTTCAA
NeAz oMNG47 GCCTTAACCGCTTCTCTCCTC
oMNG42 TGGAATGTGGCAATGACTATAATCA
NGA3 oMNG43 GTGGCACCAACCATGACTCTT
oMNG44 TCGTCTCCGGTTGTGATCAG
NGA4 oMNG45 TGGCGACCTCCAAAATGATT
UBC21F TGCGACTCAGGGAATCTTCTA
veQ UBC21R CATCATCCTTTCTTAGGCATAGC

Las mezclas de reaccion se realizaron en placas de 96 pocillos (Applied
Biosystems™) y consistieron en 2 yL de cDNA, 2 uL de SYBR® GREEN PCR Master
Mix (Applied Biosystems™) y 0,4 uL de cada uno de los oligonucleétidos (5 uM), con un
volumen final de 10 yL. La RT-gPCR se realiz6 en un termociclador Quant Studio 3
acoplado a un programa informatico especifico (Applied Biosystems). La amplificacién
se llevo a cabo, siguiendo el programa recomendado por el fabricante, mediante una
atemperacion de 20 s a 50 °C, una desnaturalizacion de 15 min a 95 °C y 40 ciclos de
desnaturalizacion 15 segundos a 95 °C, hibridacion 20 segundos a 60 °C y extension 30

segundos a 72 °C. Para cada cDNA se realizaron 3 réplicas técnicas.

Los datos obtenidos se analizaron mediante el método 222t (Applied
Biosystems™), en el cual se compara la diferencia de expresion entre un gen de interés
y un gen de referencia, siendo Ct el ciclo umbral donde se detecta la amplificacion del

gen por encima del nivel basal de fluorescencia:
ACt (muestra) = Ct(gen de interés) — Ct(gen de referencia)
AACt = ACt(muestra) — ACt(muestra referencia)

Este método asume que las eficiencias de amplificacion de ambos genes son iguales.
En este caso, el gen de referencia utilizado fue el de UBIQUITINA (UBQ).
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3.3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa
Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis horizontal de
agarosa 1-1,2 % (p/v) en tampon TBE 1x (89 mM de Tris; 89 mM de acido bérico; 2 mM
de EDTA). Ademas, los geles contenian 0.5 ug/ml de bromuro de etidio, caracteristica

gue permitiria la posterior visualizacion del DNA con luz ultravioleta.

3.3.4. Purificacién de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa
Los productos de PCR fueron separados mediante geles de agarosa. El
fragmento de interés fue cortado del gel y purificado mediante el kit Zymoclean Gel DNA

Recovery Kit (Zymo Research), siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial.

3.3.5. Digestién de DNA con enzimas de restriccion
Para comprobar la correcta transformacion de las colonias de E. coli se realizé
una digestion del DNA plasmidico mediante enzimas de restriccion. Cada enzima fue
utilizada a la temperatura ideal para que su actividad sea maxima y el tampdn adecuado,
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La reaccién se incubd durante 2 horas

y, posteriormente, se analizé en una electroforesis horizontal en gel de agarosa 1% (p/v).

3.3.6. Técnicas de clonacion

3.3.6.1. Vectores plasmidicos utilizados

Tabla 9. Vectores plasmidicos utilizados en este trabajo

VECTOR CARACTERISTICAS Uso
ntiene siti P1 P2 flan n I gen B Vi r donante en
PCRS/GW/TOPO Contiene sitios att . y a‘Ft a qut_ea_ do el gen ccdBy ecto ' fio ante e
resistencia a kanamicina clonacion Gateway
ntiene siti P1 P2 flan n I gen B Vi r donante en
pDONOR207 Contiene sitios att. ygtt a que_a_ do el gen ccdB y ecto',do ante e
resistencia a gentamicina clonacion Gateway
Contiene el fragmento C-terminal de la YFP en el Vector de expresion en
mpYFC43 extremo 5’ de sitios de clonacion attR1 y attR2 y clonacion Gateway para
resistencia a kanamicina BiFC
Contiene el fragmento N-terminal de la YFP en el Vector de expresion en
mpYFN43 extremo 5’ de sitios de clonacion attR1 y attR2 y clonacion Gateway para
resistencia a kanamicina BiFC
. . o Vector de expresion en
Contiene la etiqueta YFP en el extremo 5’ de sitios de L P
pEarleyGate104 o . . L clonacion Gateway para
clonacion attR1 y attR2 y resistencia a kanamicina Co-IP
Contiene la etiqueta HA en el extremo 5’ de sitios de Vector,de expresion en
pEarleyGate201 . . - . clonacion Gateway para
clonacion attR1 y attR2 y resistencia a kanamicina Co-IP
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VECTOR CARACTERISTICAS uso
Vector de expresion en

Contiene la etiqueta FLAG en el extremo 5’ de sitios de

EarleyGate202 . . . - clonacion Gateway para
P Y clonacion attR1 y attR2 y resistencia a kanamicina ! Co-IPW ypP
. . . Vector de expresion en
Cont la etiqueta M | ext 5’ de sitios d -
pEarleyGate203 ontiene fa euqueta Myc en el exiremo © sitios de clonacion Gateway para

clonacion attR1 y attR2 y resistencia a kanamicina

Co-IP

3.3.6.2. Clonaje Gateway
El sistema de clonacién utilizado para llevar a cabo todas las construcciones
utilizadas en este trabajo es la tecnologia Gateway. Esta esta basada en la utilizacion
de versiones modificadas de las recombinasas del bacteri6fago lamba. Consiste en dos
reacciones, BP (recombinacion entre sitios attB y attP) y LR (recombinacién entre sitios
attL y attR), con las que se puede producir multiples vectores de expresion a partir de
un solo vector dador del gen a estudio. Los clones transformados son seleccionados de

manera positiva mediante la resistencia a antibiéticos y el uso del gen ccdB.

Para realizar la clonacion del gen STY2 en el vector PCR8/GW/TOPO (vector de
entrada), primero se realizé6 una amplificacion de este gen a partir de cDNA de
inflorescencias de plantas wild-type ecotipo Columbia-0. La mezcla de la reaccién fue
10 ul de tampdn 5x HF Phusion Buffer (Promega), 1 yl de 10 mM dNTPs (Promega), 1,5
pl de 3% DMSO (Promega), 0,5 pl de 20 yM de cada oligonucleétido (Tabla 10), 0,5 ul
de DNA polimerasa Phusion (Promega), 5 ul de cDNA y H20 Mili-Q hasta 50 pl.

Tabla 10. Oligonucleétidos y programa de PCR utilizados para la amplificacion del gen STY2

GEN NOMBRE SECUENCIA
oDB_STY2_fwd 5 ATGGCTGGGATATTCTCATTAGGAGG 3’
oDB_STY2_revSTOP2 5 TCAAGATCTTGGTGGATTTTGATAG 3’
PROGRAMA DE PCR

98 2C 30s
TD (40-45 °C) 12X
98 2C 10s
539C 30s |40x
72 °C 30s
72 °C 5min
49C oo

STY2

Posteriormente se analizé el producto de PCR en una electroforesis horizontal
en gel de agarosa 0.8% (p/v) y se purifico el fragmento de DNA de interés (969 pb) con
el kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research). Posteriormente, se adicion6
la cola poly A al producto amplificado. Para ello se utilizé una dilucién 2/3 del producto
de PCR (20 pl producto PCR + 10 ul H20), 9,6 ul tampdn 5x GoTaq de Promega, 2,9 pl
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50 mM MgCl; de Promega, 3,2 ul dATPs 3mM de Thermo Fischer y 0,3 yl DNA
polimerasa GoTaq de Promega, completando con H,O Mili-Q hasta 48,16 pl, en una

reaccion que se incubd a 72 °C durante 20 minutos.

Seguidamente, se realizé una purificacion de la reaccién mediante el kit mi-PCR
purification kit de Metabion. Posteriormente, se realizo la ligacion del producto resultante
con el vector PCR8/GW/TOPO mediante el kit de clonacion pCR™8/GW/TOPO™ TA
de Invitrogen (3 pl purificado PCR, 1 pl dilute salt (1/4), 1 yl H.O y 1 ul vector
PCR8/GW/TOPO; 30 minutos a temperatura ambiente) y se electropord en células
Supercharge EZ10 de E. Coli (200 Q; 25 uF; 1.8 kV).

Las colonias transformadas fueron seleccionadas mediante placas Petri con
medio LB sélido con espectinomicina (100 ug/ml) y comprobadas mediante cultivo
liquido de las mismas, extraccion de DNA plasmidico y digestion con el enzima de

restriccion EcoRI. Ademas, la construccion se comprob6 mediante secuenciacion.

Una vez obtenido el vector de entrada, se llevé a cabo la reaccién LR con 1 yl
vector PCR8/GW/TOPO-STY2, 1 ul vector de expresion (Tabla 9), 1 yl LR clonasa 'y 3
pl de tampdn TE, durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se paré la
reaccion con 1 L de 2 pg/uL Proteinasa K durante 10 minutos a 37 °C y se electroporé
en células Supercharge EZ10 de E. Coli. Las células fueron cultivadas en medio LB
sélido con kanamicina y se comprobaron las transformadas mediante extraccion de DNA
plasmidico y digestion con enzimas de restriccion. Las construcciones correctas fueron
utilizadas para transformar A. tumefaciens por electroporacion (400 Q; 25 pF; 1.8 kV).
Este procedimiento fue realizado una vez por cada vector de expresion utilizado en este

trabajo.

Con el gen STY1 se llevaron a cabo reacciones LR con las mismas condiciones

para cada vector de expresion.

3.3.7. Hibridacion in situ
El protocolo en el que se ha basado la hibridacion in situ realizada en este

trabajo se encuentra descrito por Ferrandiz y Sessions (2008).

e Fijacion e imbibicion de las muestras
Las muestras fueron recogidas en viales de cristal de 20 ml con fijador FAE (50%
EtOH, 3.7% formaldehido, 5% acido acético glacial) fresco, se realiz6 vacio durante 15

minutos y se incubd durante 2 horas. Pasado este tiempo, las muestras se incubaron
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con etanol 70% durante 30 minutos y fueron procesadas en un procesador automatico

de tejidos TP1020 (Leica).

Tabla 11. Programa utilizado para procesar los tejidos utilizados en la hibridacion in situ

Jarra Solucién Tiempo
1 - -
2 EtOH 70% 1 hora
3 EtOH 90% 1 hora
4 EtOH 90% 1 hora
5 EtOH 95% + eosina 1 hora
6 EtOH 95% 1 hora
7 EtOH 100% 1 hora
8 Histoclear 1 hora
9 Histoclear 1 hora
10 Histoclear 1 hora 15 minutos
11 Parafina 1 hora en vacio
12 Parafina 3 hora en vacio

¢ Modelado de bloques y obtencién de los cortes
Los bloques fueron montados en una estacion de inclusion EG1150H (Leica).
Para ello, las muestras fueron colocadas de manera horizontal en moldes metalicos con
parafina fundida en su interior. Se deslizé el molde hacia una zona mas fria de la placa

se coloco la base de plastico, convenientemente rotulada en lapiz, y se dejo enfriar.

Para realizar los cortes se utilizé6 un microtomo RM2025 (Leica). Se cortaron
secciones de tejido de 7 ym. Con ayuda de una lupa binocular SMZ800 (Nikon) y un
microscopio 6ptico Eclipse E-600 (Nikon) se determiné la zona de interés. Las tiras
fueron estiradas en agua a 42-45 °C para eliminar las arrugas del tejido y se montaron
en portaobjetos, que se dejaron secar en vertical hasta no quedar agua retenida. El

tejido se fij6 al portaobjetos mediante incubacion en placa caliente a 45 °C.

e Preparacion de la sonda
Para realizar la sonda del gen NGA1, primero se realiz6 una PCR para amplificar
el gen a partir de cDNA de inflorescencias de plantas wild-type ecotipo Columbia-0. La
mezcla de la reaccién fue 10 pl de tampdn 5x HF Phusion Buffer (Promega), 1 pl de 10
mM dNTPs (Promega), 1,5 pl de 3% DMSO (Promega), 0,5 pyl de 20 yM de cada
oligonucledtido (Tabla 12), 0,5 yl de DNA polimerasa Phusion (Promega), 5 ul de cDNA
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y H20 Mili-Q hasta 50 pl. Posteriormente, se comprobé la correcta amplificacion con
una electroforesis horizontal de 1% agarosa (p/v). El producto de PCR fue purificado
mediante el kit mi-PCR purification kit de Metabion. Se realiz6 una cuantificacion del
DNA con el espectofotémetro NanoDrop™ 2000 y se realiz6 la dilucién pertinente a
volumen final de 13 ul con H2O Mili-Q para tener 150 ng de DNA, el cual seria utilizado

como molde para la reaccion de transcripcion.

Tabla 12. Oligonucleétidos y programa de PCR utilizados para preparar la sonda del gen NGAL.

GEN NOMBRE SECUENCIA
oDB_NGA1fwdis 5" GCCCTTAGCAGAAGAAGAAGG 3’

NGA1 5’CTTAATACGACTCACTATAGGGGTGATGATGACGTTGCTGCT
oDB_STY2_revt7 G

PROGRAMA DE PCR

98 2C 30s

98 °C 10s

62 °C 30s | 40x
72 °C 30s
72 2C 5min

49C oo

Posteriormente, se realizd la reaccion de transcripcion afiadiendo a un tubo
eppendorf 13 pyl de DNA molde, 2 pl de Transcription reaction buffer (10x), 2 ul de DIG-
labelling mix (10x, Roche), 1 ul de RNasin (inhibidor de RNasa) y 2 ul de ARN polimerasa
T7 (Roche). La reaccién se incubé a 37 °C durante 90 minutos en un termobloque.
Finalizado este periodo, se adicioné 1 ul de DNasal libre RNasa (Amersham) y se incub6
a 37 °C durante 15 minutos. La reaccion de transcripcion y la completa degradacion del

DNA se comprobo6 en una electroforesis en gel de agarosa 1.2%.

La precipitacion de la sonda se llevo a cabo con 1 pl de tRNA de levadura, 25 pl
de NH4OAc 7.5 M, 220 pl de EtOH 96% frio y 36.5 pl H,O Mili-Q estéril, incubandose a
-80 °C durante 1 hora. Seguidamente, se centrifugé 15 minutos a 13200 rpm a 4 °C de
temperatura. Transcurrido este tiempo, se descartd el sobrenadante y se adicion6 500
pl de EtOH 80% frio y se centrifugd a 13200 rpm durante 5 minutos, para,
posteriormente, descartar el sobrenadante y dejar reposar 5 minutos para eliminar el
exceso de etanol. Por ultimo, la sonda se resuspendié con 10 pl de H.O Mili-Q y se

guardd a -80 °C hasta el momento de su cuantificacion.
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e Cuantificacion de la sonda
Para la cuantificacion de la sonda se utilizé 1 pl de la sonda y se prepararon
diluciones seriadas (1/20, 1/250, 1/1000, 1/2500). A los 9 ul de sonda restantes se les
adicion6 91 ul de tampén de hibridacién y se almacené a -20 °C. Posteriormente, se
aplicé 1 pl de cada diluciéon a una membrana de nylon, en un proceso conocido como
Dot Blot, y, después de secarse, se realizé un “cross-link” con luz UV para fijar la sonda

a la membrana.

El revelado de la membrana se realizé en un tubo falcon de 15 ml. Primero se
mojé la membrana en tampdn TBS 1X durante 2 minutos. Seguidamente, se incubd en
“blocking/TBS” durante 10 minutos y con el anticuerpo Anti-DIG-Ab (1/3000) en TBS 1X
durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, la membrana se lavé con tampon de
deteccion sin sustrato durante 1 minutos y se revel6 con tampén de deteccion con
sustrato (150 yl de NBT (100 mg/ml) y 150 ul de BCIP (50 mg/ml) por cada 100 ml de
tampén; Roche Diagnostics) durante 12 minutos. La concentracion de sonda a utilizar
en el experimento serd aquella que se aproxime al penultimo punto de la tira control,
teniendo en cuenta que la sonda de la que partiamos ya ha sido diluida 1/10 antes de

preparar la solucion final.

e Prehibridacion
En primer lugar, se desparafinan los cortes mediante dos incubaciones de las
muestras con Histoclear 100% de 10 minutos cada uno. Seguidamente, se hidrata el
tejido en series de EtOH de 2 minutos cada una (2x 100%, 96%, 70%, 50%, 30%, 20%)
y dos lavados con H,O Mili-Q.

Posteriormente, se realiza la hidrdlisis acida del tejido tratando las muestras con
0.2 M HCI durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se lava el tejido con H.O Mili-Q
y dos veces con buffer SSC (5 minutos cada uno) y se incuba con proteinasa K (1ug/ml)
en el tampdn de la proteinasa K 1X durante 15 minutos a 37 °C. Transcurrido este
tiempo, se lavo con PBS 1X durante 2 minutos y se bloqued la proteinasa K con 2 mg/ml
de glicina (limpia, de alta pureza) en PBS 1X durante 2 minutos. Se realizaron dos
lavados de 2 minutos cada uno con PBS 1Xy se refijo el tejido con 4% formaldehido en
PBS 1X (30 ml de 37% formaldehido en 270 ml de PBS 1X) durante 10 minutos.
Posteriormente, se realizaron dos lavados de 5 minutos cada uno con PBS 1X y se
deshidraté el tejido con series de EtOH (2x H20 Mili-Q, 30%, 50%, 70%, 96% y 2x100%)
de 2 minutos cada una. Finalmente, se escurrieron los portaobjetos y se secaron en

campana durante 1 hora.
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e Hibridacién y lavados
La sonda fue diluida a la concentracion adecuada con tampén de hibridacion y
se desnaturaliz6 a 80 °C durante 2 minutos. Los portaobjetos se calentaron a 45 °C en
una placa caliente y se aplicé 150 pl de sonda en cada uno de ellos, cerrandose con un
cubreobjetos. Los portaobjetos se incubaron durante toda la noche en una caja humeda
sellada con film en un horno a la temperatura de incubacion (50-56 °C). Al dia siguiente
se separaron los cubreobjetos en solucion de lavado (2X SSC, 50% formamida) y se

realizaron dos lavados de 90 minutos a la temperatura de hibridacion.

e Inmunodeteccion

Las muestras se lavaron en TBS 1X durante 5 minutos y se pasaron a jarras
Coplin, donde se incubaron en blocking agent (0.5% Roche blocking en TBS) durante 1
hora. Se realiz6 un lavado de las muestras en 1% BSA/0.3% (v/v) Triton X-100/TBS
durante 30 minutos y se incubé con el anticuerpo Anti-DIG-Ab (dilucion 1:3000) (AP
conjugated anti-DIG, Fab fragment (Roche)) en 1% BSA/0.3% (v/v) Tritdbn X-100/TBS
durante 2 horas. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 20 minutos cada uno con
1% BSA/0.3% (v/v) Triton X-100/TBS y un lavado con tampdn de deteccidn sin sustrato
(Solucion A:Soluciéon B (1:1)) durante 5 minutos. Posteriormente, se incubaron las
muestras con tampon de deteccidn con sustrato (150 pyl de NBT (100 mg/ml) y 150 pl de
BCIP (50 mg/ml) por cada 100 ml de tampén; Roche Diagnostics). Las muestras se
incubaron en oscuridad desde una noche a varios dias, segun sea la intensidad de la

sefal.

e Observacion de los resultados
Una vez las muestras tenian la intensidad de sefial deseada, la reaccién se paré
mediante la adicién de agua. Posteriormente, se colocé un cubreobjetos y se observaron

las muestras en un microscopio Nikon Eclipse E-600.

e Soluciones utilizadas

3.7% FAE (preparar fresco) Tampon de hibridacién
50% EtOH 50 ml SSC 6X 3 ml
5% Acido Acético 5ml 3% SDS 1.5 ml
3.7% Formaldehido 10 ml 50% Formamida 5ml
H,0 dd 35 ml 100 pg/ml tRNA 0.1 ml
100 ml H,O dd 0.4 ml
10 ml
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SSC 20X Tampdn proteinasa K 5X
NacCl 1753 ¢ (autoclavado)
Na citrato 88.2¢g Tris0.5M 60.55 g
H.0 dd 800 ml EDTA0.25M 93.06 g
Ajustar a 1L Ajustar a pH 8 y llevar a 1L
PBS 20X
TBS 10X
(autoclavado)
(autoclavado)
- NaCl 160 g
Tris (pH7.5)1 M 121.1¢g
KCl 4g
NaCl4 M 2336¢g
- NayHPO4 28.8¢g
Ajustar a 1L
KH,POq4 48¢g
H,O dd 700 ml

AjustarapH 7.4y llevara 1L

Tampodn de deteccidén 10X
(autoclavado)

Tampodn de deteccién A 10X Tampon de deteccidén B 10X
Tris (pH9.5) 1 M 121.1¢g MgCl, ‘ 101.6 g MgCl2.6H,0
NaCl1 M 58.4¢g Ajustar a 1L
Ajustar a 1L

3.3.8. Secuenciacién de DNA y secuencias obtenidas
Las construcciones utilizadas en este trabajo fueron secuenciadas en el servicio
de secuenciacion de DNA y analisis de la expresion génica del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas (UPV-CSIC) mediante secuenciacion Sanger mediante
el secuenciador capilar ABI 3130XL. Las secuencias proporcionadas fueron analizadas

mediante el software de andlisis de secuencias Benchling (https://benchling.com).

3.3.9. Transformacién de células competentes de E coli y A tumefaciens
por electroporacion

Las construcciones obtenidas con la tecnologia Gateway fueron utilizadas para
transformar células competentes de E. coli, con el objetivo de amplificarlas y
comprobarlas. Asimismo, con el objetivo de transformar genéticamente plantas, se

transformaron células competentes de la cepa C58 pMP90 de A. tumefaciens.

Primeramente, se descongeld una alicuota de células competentes de la cepa

Supercharge EZ10, se afiadio 1 ul de la construccion y se homogeniz6. La mezcla se
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introdujo en una cubeta de 0.1 cm de separacion entre electrodos (BioRad), previamente
enfriada en hielo, y se someti6 a un pulso de corriente eléctrica, mediante el

electroporador ECM399 (BTX). En la Tabla 13 se describen las condiciones utilizadas.

Tabla 13. Condiciones utilizadas en la transformacién de células de E. coli y A. tumefaciens

mediante electroporacion.

CELULAS o) uF kv
Supercharge EZ10 (E.
) 200 25 1.8
coli)
C58 pMP90
. 400 25 1.8
(A. tumefaciens)

Una vez realizado el pulso, se afiadié a la cubeta 1 ml de medio LB liquido y se
recuperaron las células transformadas, las cuales fueron incubadas a 37 °C durante 1
hora en caso de E. coli o a 28 °C durante 3 horas en caso de A. tumefaciens.
Posteriormente, se plaquearon 50 pl y el resto en placas de LB sélido con el antibiético
correspondiente y se incuban durante toda la noche a 37 °C en caso de E. coli o a 28

°C durante 2 dias en el caso de A. tumefaciens.

3.4. Metodologia de plantas

3.4.1. Complementacién bimolecular de la fluorescencia (BIFC)

Con el fin de comprobar las posibles interacciones entre las proteinas
estudiadas, se realiz6 el ensayo de complementacion bimolecular de la fluorescencia
(BIFC) con expresion transitoria en hojas de N. benthamiana. Para ello, se utilizaron las
cepas de A. tumefaciens que tenian los genes STY, HEC, SPT y CRC clonados a las

mitades N-terminal y C-terminal de la proteina YFP.

Cuatro dias antes de la infiltracion, las cepas de A. tumefaciens fueron
refrescadas mediante triple estria en placas Petri con medio LB suplementado con

kanamicina (50 pg/ml) y rifampicina (100 pug/ml) y se incubaron a 28 °C durante 3 dias.

Un dia antes de la infiltracion, una colonia de A. tumefaciens crecida en la placa
fue inoculada en 50 ml de medio LB liquido con kanamicina (50 pg/ml) y rifampicina (100

pg/ml) y se incubd en agitacion a 28 °C durante 24 horas.

A la mafiana siguiente, estos cultivos se transvasaron a tubos falcon de 50 ml y
se centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los pellets

obtenidos fueron resuspendidos con 10 ml de solucién de infiltracién (1M MgCl,, 0.1 M
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MES pH 5.6, 100 mM acetosiringona y H,O Mili-Q) y se dejaron recuperar
horizontalmente durante 1.5 horas en oscuridad y agitacibn suave (28 rpm).
Posteriormente, se realiz6 una dilucion 1:20 de los cultivos con solucién de infiltracién y
se midio la ODeoo. Los cultivos fueron diluidos a una OD de 0.4 en un volumen final de
20 ml con solucién de infiltracion. Posteriormente, éstos fueron incubados de manera

horizontal en oscuridad y agitacion suave (28 rpm) durante 1.5 horas.

Por ultimo, se prepararon las mezclas de cultivos correspondientes (5 ml cultivo
A; 5 ml cultivo B; 1 ml p19) y se procedio a infiltrar el envés de hojas jévenes y sanas de
N. benthamiana con la ayuda de jeringuillas de 5 ml, realizando 3 réplicas bioldgicas.
Pasados tres dias, se tomaron secciones de las hojas infiltradas y se analizaron

mediante el microscopio confocal AxioObserver 780 (Zeiss).

3.4.2. Esterilizado de semillas
El esterilizado de semillas de A. thaliana se realizé con el objetivo de eliminar los
posibles microorganismos contaminantes que contienen éstas, para asegurar Su
correcta germinacion y crecimiento en una placa de medio MSS con acido giberélico
(GA3).

Las semillas fueron esterilizadas por el método de los alcoholes. Para llevarlo a
cabo, primero pesamos de 30 a 50 mg de semillas y las colocamos en un tubo
eppendorf. Seguidamente, aplicamos 900 pl de solucién de esterilizado (EtOH 70%,
0.005% Tritdbn X-100) y se incubd durante 3 minutos con agitacién continua. Pasado
este tiempo, la solucion de esterilizado fue eliminada y se aplicé 900 pl de EtOH 96%,
incubandose 1 minuto con agitacion continua. Posteriormente, las semillas se
depositaron en un papel estéril, doblado previamente generando una concavidad en el
centro, y se dejé secar el alcohol. Una vez secas, con la ayuda de pinzas y una punta
estéril, las semillas se repartieron de manera uniforme por una placa Petri de 15 cm de
tamafio con medio MSS con giberelinas. Todo el procedimiento fue llevado a cabo en

cabina de flujo y bajo condiciones de esterilidad.

Las placas Petrifueron selladas con Micropore™ y se incubaron en oscuridad y
4 °C de temperatura durante 3 dias. Por ultimo, pasados estos dias, fueron llevadas a
la camara de cultivo in vitro de plantas, la cual posee una temperatura de 25 °C (ver

apartado 3.2.5. Condiciones de cultivo in vitro).
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3.4.3. Seleccién de semillas transgénicas
Para seleccionar transformantes primarios (T1) con la construccion 35S:HECS,
las semillas fueron esterilizadas y sembradas en placas Petri con medio MSS
suplementado con higromicina (40 mg/L). Pasadas dos semanas desde su siembra, los
transformantes se seleccionaron por la coloracion verde de sus hojas y la mayor
elongacion de su raiz y se traspasaron a alveolos de plastico para ser cultivados en el

invernadero.

3.5. Deteccion de la actividad B-glucuronidasa (GUS)

3.5.1. Tinciébn GUS rapido
Con el objetivo de conocer las plantas que presentaban actividad -
glucuronidasa en los genes de interés para realizar el posterior cruce, se recogieron
muestras de flores de cada planta a estudiar en placas de 96 pocillos (Thermo Scientific)
y se aplicé la solucién de coloracion (100 mM NaH2PO4, 100 mM NazHPO,, Tritén 10%,
100 mM Ferro, 100 mM Ferri, 0.5 M EDTA, 100 mM X-Gluc y H-0O Mili-Q) hasta cubrir la
muestra. Se incubé durante toda la noche a 37 °C durante toda la noche.

A la mafiana siguiente se aclar6 el tejido con series de EtOH (20%, 35%, 50% y
70%, durante 30 minutos cada paso) para eliminar la clorofila y se observo la sefial en

una lupa binocular SZ60 (Olympus).

3.5.2. Tincién GUS lento
La tincion de GUS lento fue realizada con el objetivo de comprobar el patrén de

expresion de los genes STY y HEC en los diferentes cruces realizados.

Para realizarla, primeramente, se recogieron inflorescencias de las plantas a
estudiar y se prefijaron con acetona fria al 90% a temperatura ambiente durante 20
minutos. Las muestras fueron lavadas con tampo6n de lavado (100 mM NaH.PO., 100
mM NaxHPO,, Tritdbn 10%, 100 mM Ferro, 100 mM Ferri y H,O Mili-Q) durante 5 minutos
en hielo y, seguidamente, se afiadi6 la solucién de tincién (100 mM NaH.PQO4, 100 mM
NaHPO,, Triton 10%, 100 mM Ferro, 100 mM Ferri, 100 mM X-Gluc y H.0O Mili-Q),
proporcionando vacio durante 20 minutos. Las muestras se incubaron a 37 °C en

oscuridad durante toda la noche.

A la mafana siguiente, se realizaron series de EtOH (20%, 30% y 50%) a
temperatura ambiente durante 30 minutos cada uno para decolorar el tejido. Se realizé
una fijacién con FAE (50% EtOH, 3.7% formaldehido, 5% acido acético glacial y H.O
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Mili-Q) durante 1 hora y se cambi6 por EtOH 70%, el cual se puede almacenar a 4 °C

desde 1 dia o hasta el momento de su visualizacién.

En el dia elegido para la visualizacién de las muestras, se continué con el
aclaramiento del tejido mediante series de EtOH (70%, 80%, 90% y 2x 100%), siendo
de 30 minutos cada paso. Posteriormente, los tejidos fueron aclarados con hidrato de
cloral (72 g hidrato de cloral, 11 ml glicerol 100% y hasta 100 ml con H>O destilada) a
temperatura ambiente durante toda la noche. A la mafana siguiente, las inflorescencias
completas fueron observadas en un macroscopio DMS 1000 con iluminacién diascépica

(Leica).

La visualizacion de las flores por separado se realiz6, mediante el montaje de las
muestras con un portaobjetos y un cubreobjetos, en un microscopio Nikon Eclipse E-
600 acoplado a una cédmara fotogréafica digital Nikon Digital-Sight (DS-Fil) y un
ordenador con el software NIS-Elements F3.0.

3.6. Analisis fenotipico de mutantes y lineas transgénicas

3.6.1. Fotografia a bajo aumento
Las fotografias a bajo aumento, como son las de roseta o de planta entera, se
tomaron mediante una camara digital Leica. Ademds, se utilizé una lupa binocular
MacroFluo MZ16F (Leica) para realizar las fotos de inflorescencias y flores, tanto de los
parentales como de los cruces y el macroscopio DMS 1000 con iluminacién diascopica
acoplado a un ordenador con el software LAS X (Leica), para conseguir las fotos de los

frutos y de las inflorescencias de la tincion de GUS.

3.6.2. Técnicas de microscopia

3.6.2.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para llevar a cabo el andlisis de flores por microscopia electrénica de barrido
(SEM), primero se realizo la recogida y fijacion de las muestras en FAE (50% EtOH,
3.7% formaldehido, 5% acido acético glacial y H.O Mili-Q), realizando vacio en tres
pulsos de 10 minutos cada uno, y, después de cambiar la solucién por una fresca, se
dej6 durante toda la noche. Al dia siguiente, las muestras fueron lavadas y se

mantuvieron en etanol 70% a 4°C hasta el dia de su andlisis.

El dia antes de la observacion, las muestras fueron incubadas con etanol 80%
durante 30 minutos, etanol 90% durante 30 minutos y tres veces con etanol 100%,

siendo la dltima justo antes de ir al Servicio de Microscopia Electrénica de la Universitat
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Politecnica de Valencia. Alli se realizd el punto critico de las muestras, es decir, el
cambio de etanol 100% a CO- con la preservacion estructural del tejido. Esto fue llevado
a cabo en un secador de punto critico CPD300 (Leica). Al finalizar el proceso, las
muestras fueron pegadas en una cinta adhesiva de carbén activo y convenientemente
diseccionadas. Estas fueron sombreadas con particulas de oro (espesor de 4,7 A/s) en
un recubridor SCD 005 (Bal-Tec), mediante dos pulsos de 45 segundos en dos

inclinaciones diferentes.

El dia siguiente, las muestras fueron observadas en un microscopio electrénico
de barrido de emision de campo (FESEM) modelo ULTRA 55 (Zeiss).

4. Resultados y discusion

4.1. Caracterizacion de la interaccion entre SHI/STY y HEC
Con el objetivo de identificar la naturaleza de la interaccién entre SHI/STY y HEC,
se estudiaron tres hip6tesis posibles que podrian explicar las coincidencias fenotipicas
observadas entre los mutantes correspondientes: (1) que SHI/STY regulen
transcripcionalmente a HEC; (2) que HEC regule transcripcionalmente a SHI/STY; (3)
gue HEC y SHI/STY actlan de manera conjunta, quizas a través de la formacion de

complejos transcripcionales.

Para comprobar qué hipétesis era correcta, se realizaron cruces entre lineas de
sobreexpresion de un gen y el doble mutante del otro grupo. Ademas, se analiz6 la
expresion de los genes mediante el cruce de lineas reporteras de un gen con mutantes
de sobreexpresion y pérdida de funcién del otro grupo. Durante el principio de este
Trabajo Final de Master se observaron problemas de germinacién en las semillas
utilizadas, que habian sido generadas previamente y almacenadas durante tiempos
largos, por lo que en algunos casos tuvimos que utilizar lineas que presentaban
fenotipos mas débiles de los descritos en la bibliografia y que fueron las Unicas

disponibles.

Los cruces con las lineas de sobreexpresion se caracterizaron en la primera
generacion filial (F1), pero en el cruce con el doble mutante la observacion fenotipica se

realizo en la segunda generacion filial (F2).

4.1.1. Hipotesis 1. SHI/STY regula la expresion de los genes HEC
La primera opcién posible es que SHI/STY regule la expresion de los genes HEC.

Sl esto fuera asi, la sobrexpresion de STY1 deberia alterar los patrones de expresion
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de los genes HEC, vy, si esta alteracion fuera la causa de al menos parte de las
alteraciones fenotipicas observadas en las lineas 35S:STY1, las mutaciones hec en este
fondo deberian atenuar su fenotipo. Por otro lado, si la interaccién de HEC y SHI/STY
se limitara a que los genes HEC estuvieran aguas abajo de SHI/STY, la sobreexpresién
de HEC deberia producir los mismos efectos independientemente de la presencia o0 no

de los genes SHI/STY. Siguiendo esta l6gica, se realizaron los siguientes cruzamientos:

* 35S:HEC3 x stylsty2

STY EEE)  HEC + HEC2:GUS x 355:STY1
* HEC2:.GUS x stylsty2
* HEC3::GUS x 358:5TY1
* HEC3::GUS x stylsty2

Figura 9. Cruces realizados para comprobar la hipotesis de que los genes STY regulan a los

genes HEC.

La caracterizacion fenotipica del cruce 35S:HEC3xstylsty2 no se pudo llevar a
cabo por problemas en la germinacion de la primera generacion filial (F1) debido al oidio.
Actualmente, se han obtenido las semillas de la segunda generacion filial (F2) de este
cruce. Cabe esperar que, si esta hip6tesis fuera cierta, este cruce tendria el fenotipo de

sobreexpresion de HECS.

La expresion de los genes HEC2 y HEC3 se comprobd mediante el cruce de
lineas reporteras de HEC2 y HEC3 con los mutantes de sobreexpresion y de pérdida de
funcién de los genes SHI/STY. Cabe esperar que, si SHI/STY es capaz de regular la
expresion de los genes HEC, el patron de expresion de HEC sera diferente en los

diferentes mutantes.

En la Figura 10 se puede observar los resultados de la tincion GUS en el fenotipo
silvestre, en el mutante de sobreexpresiéon 35S:STY1 y en los mutantes de pérdida de
funcion stylsty? y styl sty2 shi Irp srs5. Si el factor de transcripcién STY1 es capaz de
regular la expresion de HEC2, en los mutantes se deberia observar una desregulacion
de ésta. Sin embargo, no se observa diferencia de localizacion de la expresion de HEC2
entre los diferentes mutantes respecto del fenotipo silvestre, ya que se observa sefial
en el tracto de transmision, el estigma y los 6vulos, patron silvestre de la expresion de
este gen similar al publicado por Gremski et al. (2007) y Ballester et al. (2021) (Figura
2).
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HEC2::GUS x 35S:STY1 HEC2:GUS x WT HEC2::GUS x sty1sty2 HEC2:GUS x
sty1 sty2 shilrp srs5

H T i oy . 2 1 3
HEC2::GUS x 35S:STY1 HEC2::GUS x WT HEC2::GUS x sty1sty2 HEC2::GUS x
sty1 sty2 shilrp srs5

Figura 10. Patrén de expresion de HEC2::GUS en fondo silvestre, 35S:STY1, stylsty2 y styl
sty2 shi Irp srs5 en inflorescencia y flor en estadio de antesis. Escala: 1 mm en inflorescencias;

100 um en flores en antesis.

En el quintuple mutante sty sty2 shi Irp srs5 se puede notar una disminucién de
la expresiéon de HEC2 respecto de los otros fenotipos, posiblemente debido a los
defectos severos que presenta este mutante en el estigma, tracto de transmision y
septum. Otra posible explicaciéon seria que los genes SHI/STY contribuyan al

mantenimiento de los niveles de expresion de los genes HEC.

La Figura 11 muestra el patrén de expresiéon de HEC3 en los mutantes de
sobreexpresion 35S:STY1, en el que se observa un fenotipo débil, y de pérdida de
funcion stylsty2. El patrén de expresion en los fondos 35S:STY1 y stylsty2 no cambia
respecto al observado en el fondo silvestre. La expresion sigue observandose en el
estilo y los funiculos de los 6vulos, siendo el mismo patron de expresion que los
publicados por Gremski et al. (2007) y Ballester et al. (2021) (Figura 1).
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HEC3::GUS x 35S:STY1

\ ’
HEC3::GUS x 35S:STY1 HEC3::GUS x WT HECS3::GUS x stytsty2

Figura 11. Patron de expresion de HEC3::GUS en fondo silvestre, 35S:STY1 y stylsty2 en
inflorescencia y flor en estadio de antesis. Escala: 1 mm en inflorescencias; 100 um en flores en
antesis.

A pesar de no observar un cambio en la localizacion de la expresion de HEC3,
si se puede denotar un cambio en su nivel en los tres fenotipos. Puede ser que STY1
no cambie el patrén de expresion, pero si el nivel de expresion de HEC3. Este hecho se
deberia comprobar con una PCR cuantitativa a tiempo real dirigida a observar el nivel

de expresion de HECS3 en los tres fenotipos.

El patron de ambos genes HEC es similar tanto en los fondos de sobreexpresion
y de pérdida de funcion de los genes SHI/STY, lo cual implica que los fenotipos de los
mutantes de sobreexpresion y de pérdida de funcion de SHI/STY no son debidos a una
expresion ectépica o a un déficit de expresion de HEC, respectivamente, aunque no
podriamos descartar un efecto cuantitativo. De todos modos, debido al débil fenotipo de
la linea de sobreexpresion de STY1 utilizada en este experimento, para saber si los
datos obtenidos son significativos, se deberia realizar el mismo analisis con una linea
de fenotipo mas fuerte. Por lo tanto, la hip6tesis de que SHI/STY regula a HEC puede

ser cuestionada y no parece la mas probable.
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4.1.2. Hipdtesis 2: HEC regula la expresion de los genes SHI/STY

La segunda hipétesis es que HEC regule la expresion de los genes SHI/STY.
Para que esta premisa sea correcta, la sobreexpresiéon de HEC3 deberia alterar el
patrén de expresion de los genes STY vy, si este hecho fuera el causante de parte de las
alteraciones fenotipicas observadas en las lineas 35S:HEC3, las mutaciones sty en este
fondo deberian atenuar su fenotipo. Ademas, si HEC regula a SHI/STY, la
sobreexpresion de los genes SHI/STY deberia producir los mismos efectos sin depender
de la presencia o ausencia de los genes HEC. Con el fin de comprobar esta hipotesis,

se realizaron los siguientes cruzamientos:

« 35S:STY1 x heclhec3

STY1::GUS x heclhec3
HEC EEE)  STY
* STY1::GUS x 35S:HEC3

STY2::GUS x heclhec3
* STY2::GUS x 35S:HEC3

Figura 12. Cruces realizados para comprobar la hipétesis de que los genes HEC regulan a los

genes STY.

La caracterizacion fenotipica del cruce 35S:STY1xheclhec3 no se pudo llevar a
cabo por problemas en la germinacion de las semillas de la primera generacion filial
(F1). El cruce se volvié a realizar y, actualmente, se encuentra hecho el cruce de la
segunda generacion filial (F2) en la planta F1. Cabe esperar que, si esta hipotesis fuera

cierta, este cruce tendria el fenotipo de sobreexpresion de STY1.

El patron de expresion del gen STY1 se comprob6é mediante el uso de lineas
reporteras en los fondos genéticos de sobreexpresion constitutiva de HEC3 y de pérdida
de funcion de HEC1 y HEC3 (Figura 13). En ambos fondos se observa un patrén de
expresion de STY1 que no presenta ninguna diferencia significativa con el del fondo
silvestre, ya que la expresion se detecta en todos los fondos en el estigma, el estilo, el
ovario (funiculos, tegumento externo, 6vulos y septum) y las anteras, patron similar al
descrito por Kuusk et al. (2002) y Estornell et al. (2018). El nivel de expresion también
parece similar en los tres fenotipos, aunque se aprecia que es mayor en el estigmay el

estilo que en el resto del gineceo.
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STY1::GUS x 35S:HEC3 STY1::GUS x WT

M
STY1::GUS x 35S:HEC3 STY1::GUS x WT STY1::GUS x hect1hec3

Figura 13. Patron de expresion de STY1::GUS en fondo silvestre, 35S:HEC3 y heclhec3 en
inflorescencia y flor en estadio de antesis. Escala: 1 mm en inflorescencias; 100 um en flores en

antesis.

El patrén de expresion de STY2 en los fondos mutantes se puede observar en la
Figura 14. En los estadios tempranos se puede notar una fuerte expresion en el estilo y
en el estigma. En el estadio de antesis, al producirse la polinizacién, la expresion
desaparece del estigma y se encuentra solo en el estilo y en la parte apical de las
anteras, patrén similar al descrito por Kuusk et al. (2002) y Estornell et al. (2018). No se

observan diferencias significativas en el nivel de expresion en los diferentes fenotipos.

El patron descrito es similar en los tres fenotipos, pero en el fondo de
sobreexpresion de HEC3 se observa expresion ectopica de STY2 en el replum y en los
sépalos. Este hecho deberia ser comprobado con un experimento de hibridacion in situ

con una sonda dirigida a STY2.
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STY2::GUS x 35S:HEC3 STY2::GUS x WT STY2::GUS x hect1hec3

Figura 14. Patron de expresion de STY2::GUS en fondo silvestre, 35S:HEC3 y heclhec3 en
inflorescencia y flor en estadio de antesis. Escala: 1 mm en inflorescencias; 100 um en flores en

antesis.

Como se puede observar en las Figuras 14 y 15, la linea de sobreexpresion de
HECS3 utilizada presenta un fenotipo muy débil, debido a la baja tasa de germinacion de
las semillas 35S:HEC3 por su largo tiempo de almacenaje. Por este motivo, los
resultados obtenidos en este fondo genético podrian no ser extrapolables, y seria
conveniente volver a realizar el experimento con lineas de sobreexpresion de HEC con

un fenotipo mas fuerte.

En este experimento se ha obtenido un patrén de expresion de ambos genes
STY similar en los fondos de sobreexpresion y pérdida de funcion de los genes HEC y
en el fondo silvestre. La expresion ectopica de STY2 observada en el fondo mutante
35S:HEC3 parece no ser la responsable del fenotipo del mutante 35S:HEC3, ya que la
localizacién de esta expresidn no parece explicar las alteraciones mostradas por
Gremski et al. (2007) en la parte apical del gineceo, como, por ejemplo, la diferencia de
longitud de las papilas estigmaticas. Esta expresion ectopica deberia ser comprobada

mediante hibridacion in situ.

Si se compara el patrén de expresion de cada gen STY en fondos mutantes de
pérdida de funcién heclhec3 con el obtenido en el genotipo silvestre, se observa que

son muy similares y, por lo tanto, el fenotipo heclhec3 parece no ser debido a
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alteraciones en la expresion de STY. Por consiguiente, la hipétesis de que HEC regule
a SHI/STY puede ser cuestionada y no parece que sea la mas probable.

4.1.3. Hipétesis 3: HEC y SHI/STY actian de manera conjunta
La tercera hipétesis comprende la actuacion conjunta entre SHI/STY y HEC para
dirigir el desarrollo del estilo y del estigma. Para comprobar esta hipotesis se realizo el
cruce de la doble sobreexpresion HEC3y STY1 y su posterior caracterizacion fenotipica.
Ademdas, se realiz6 la caracterizacibn fenotipica del cuédruple mutante

stylsty2heclhec3, generado anteriormente en el laboratorio.

* 35S:HEC3 x 358:5TY1
STY B HEC
* stylsty2 heclhec3

Figura 15. Cruces realizados para comprobar la hipétesis de la accién conjunta entre los genes
STY y HEC.

4.1.3.1. Caracterizacion fenotipica del mutante 35S:HEC3x35S:STY1

Primero se observé la arquitectura general de las plantas (Figura 16). Se puede
observar como la roseta del parental 35S:STY1 y la de la doble sobreexpresién
35S:HEC3x35S:STY1 son mas reducidas que las del parental 35S:HEC3 y de la planta
silvestre (Col-0). Ademas, la roseta de 35S:HEC3 presenta epinastia y tiene hojas
alargadas, caracteristicas que no se ven reflejadas en la doble sobreexpresion. En
cuanto al tamafio, se puede denotar que la doble sobreexpresion de STY1 y HEC3
genera una planta mas pequefia en comparacion con los parentales y la planta silvestre.

Este fenotipo puede ser denominado como sinérgico.
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35S:HEC3 x 35S:STY1 35S:HEC3 358:STY1 Col-0

Figura 16. Morfologia general de la planta resultante del cruce de la doble sobreexpresion de
STY y HEC. Fotografia a bajo aumento de: 35S:HEC3x35S:STY1, 35S:HECS3, 35S:STY1y Col-
0 (silvestre). Escala: 1 cm

Como ambos genes son capaces de actuar en el estadio de antesis, se
analizaron las inflorescencias y flores en antesis de la doble sobreexpresion de STY1y
HEC3 y de los parentales en la lupa binocular (Figura 17). El parental 35S:HEC3
utilizado presenta un engrosamiento del estilo, un aumento de las papilas estigmaticas
y una pequefia elongacion del ginéforo. En el parental 35S:STY1 se puede observar el
acortamiento del estilo y la expresién ectdpica de células estilares en la valva. La doble
sobreexpresion de STY1 y HEC3 genera un engrosamiento del estilo y un incremento
de las papilas estigmaticas respecto de los mutantes simples. Ademas, en este fenotipo
se suprime la expresion ectopica de células estilares en la valva que se observa en el
mutante simple 35S:STY1. Esta observacion estd respaldada por el fenotipo de los
mutantes simples de sobreexpresion de los genes STY1 y HEC3 (Figuras 3y 6) en la
parte apical del gineceo, ya que mientras en el mutante 35S:STY1 se encuentran
afectados el estilo y el estigma, en el mutante 35S:HEC3 solo se observan afecciones
fenotipicas en el estigma. Al sobreexpresar de forma conjunta STY1 y HEC3, estos
podrian interaccionar y actuar en la especificacion del estigma, disminuyendo la accion

de STY1 en la especificacion del estilo.
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35S:HEC3 x 35S:STY1 35S:HEC3 35S:STY1 Col-0
35S:HEC3 x 35S:STY1 35S:HEC3 35S:STY1 Col-0

Figura 17. Morfologia de la inflorescencia y de flor en antesis de la doble sobreexpresion de STY
y HEC. Fotografia a bajo aumento en lupa binocular de: 35S:HEC3x35S:STY1, 35S:HECS,
35S:STY1y Col-0 (silvestre). Escala: 1 mm

El fenotipo de la doble sobreexpresion observado en la lupa binocular se
confirm6 mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) de flores en antesis del

cruce y de ambos parentales (Figura 18).
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35S:HEC3 x 35S:STY1 35S:HEC3 35S:STY1 Col-0

Figura 18. Morfologia de la flor en antesis y detalle de la parte apical del gineceo de la doble
sobreexpresion de STY y HEC mediante microscopia electrénica de barrido. Fotografia de:
35S:HEC3x35S:STY1, 35S:HEC3, 35S:STY1 y Col-0 (silvestre). Escala: 100 pm

Los frutos de la doble sobreexpresién fueron analizados mediante toma de fotos
en el macroscopio (Figura 19). Los frutos silvestres presentan una forma alargada y
aplanada, mientras que los frutos de 35S:STY1 son més cortos y tienen una morfologia
mas plana y ensanchada. Ademas, estos presentan un estilo corto y se puede observar
un engrosamiento en la parte apical de la valva debido a las células estilares expresadas
de manera ectopica. Los frutos de 35S:HEC3 son més alargados y estrechos que los
silvestres. Los frutos de la doble sobreexpresion STY1 y HEC3 son mas pequefios y
curvados que los parentales, generandose un efecto sinérgico. En la parte apical del
fruto se puede observar un engrosamiento del estilo y un aumento del tamafio del
estigma respecto de los parentales y los frutos silvestres. Ademas, el estilo de estos
frutos no presenta expresion ectopica de células estilares en las valvas, caracteristica
de los frutos del parental 35S:STY.
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35S:HEC3 x 35S:STY1

.

35S:HEC3 x 35S:STY1 35S:HEC3 36S:STY1 Col-0

Figura 19. Morfologia de los frutos de la doble sobreexpresion de STY y HEC. Fotografia a bajo
aumento en macroscopio de: 35S:HEC3x35S:STY1, 35S:HEC3, 35S:STY1 y Col-0 (silvestre).

Escala: 1 mm

Los datos obtenidos en la caracterizacion fenotipica del mutante doble de
sobreexpresion STY1 y HEC3 apoyan la hipétesis de la actuacion conjunta entre
SHI/STY y HEC, debido al evidente efecto sinérgico observado en el gineceo al
sobreexpresar ambos genes, ya que el cruce 35S:HEC3x35S:STY1 presenta un
fenotipo fuerte, aunque los parentales sean lineas de fenotipo débil. Seria interesante
repetir este cruce con lineas de fenotipo severo, para asi poder observar mayores

afecciones fenotipicas debido a ambas sobreexpresiones.

4.1.3.2. Caracterizacion fenotipica del mutante stylsty2heclhec3

Dentro de la hipotesis de la accidon conjunta entre SHI/STY y HEC también se
analizo el fenotipo del cuadruple mutante stylsty?2heclhec3. Primero se observé la
roseta (Figura 20). Todas las rosetas presentan un tamafio similar, siendo un poco mas
grande la del cuadruple mutante. En la roseta de heclhec3 se puede observar su forma
redonda, mientras que las hojas de roseta de stylsty?2 son mas serradas, patron
caracteristico de este mutante (Kuusk et al, 2002). La roseta del mutante
stylsty?heclhec3 presenta hojas redondeadas y serradas, combinando los dos
fenotipos parentales. Este fenotipo puede ser debido a que SHI/STY y HEC no actdan
conjuntamente en la roseta, es decir, tienen funciones diferentes, y que los caracteres

de serrado de la hoja y redondez estan controlados de manera diferente.
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sty1sty2 hec1hec3 sty1sty2 hec1hec3 Col-0

Figura 20. Morfologia de la roseta del cuadruple mutante stylsty2heclhec3. Fotografia a bajo

aumento de: stylsty?2heclhec3, stylsty, heclhec3y Col-0 (silvestre).

La arquitectura general de la planta también fue estudiada (Figura 21), pero no
se encontraron diferencias significativas en el tamafio de la planta cuadruple mutante

stylsty2heclhec3.

sty1sty2 hec1hec3 hec1hec3 Col-0

Figura 21. Morfologia general del cuadruple mutante stylsty2heclhec3. Fotografia a bajo

aumento de: stylsty?heclhec3, stylsty, heclhec3y Col-0 (silvestre).

Por el hecho de que los genes SHI/STY y HEC se expresan en el estadio de
antesis, se analizaron en la lupa binocular inflorescencias y flores en antesis del
cuadruple mutante stylsty2heclhec3, de los parentales stylsty2 y heclhec3 y del

ecotipo silvestre (Figura 22).
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sty1sty2 hec1hec3 sty1sty2 hec1hec3 Col-0

sty1sty2 hec1hec3 sty1sty2 hec1hec3 Col-0

Figura 22. Morfologia de la inflorescencia y de flor en antesis del cuadruple mutante
stylsty2heclhec3. Fotografia en lupa binocular de: stylsty2heclhec3, stylsty, heclhec3 y Col-
0 (silvestre). Escala: 1 mm

En la parte apical del gineceo del mutante heclhec3 se puede observar el
alargamiento del estilo y las papilas estigmaticas son mas pequefias respecto del
ecotipo silvestre. Por otro lado, el mutante stylsty2 presenta un estilo corto con dos
protuberancias que generan una cavidad central donde se encuentran las papilas
estigmaticas. Sin embargo, en el cuadruple mutante stylsty2heclhec3 se puede
observar una parte apical muy afectada en la que se encuentran dos protuberancias y
parece que no se desarrolla el estilo ni el estigma.

La Figura 23 muestra los fenotipos de flores en antesis del cuadruple mutante
stylsty?2heclhec3, de los parentales stylsty?2 y heclhec3 y del ecotipo silvestre
analizados en el microscopio electrénico de barrido. Los fenotipos observados en los
parentales se corresponden con los descritos anteriormente. Se puede notar que las
dos protuberancias de la parte apical del mutante stylsty2heclhec3 provienen del
replum, pero se observa un cambio en el patrén celular en el que se encuentran células
con depositos de cera similares a las estilares. Por lo tanto, en el cuadruple mutante
stylsty2heclhec3 si que se especifican y se desarrollan células estilares, pero no se
puede completar la estructura cilindrica y el gineceo queda abierto por su parte apical.

Este fenotipo podria ser debido a defectos en la polaridad apical-basal del gineceo,
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debido al papel de juegan ambos genes en la biosintesis y el transporte de auxinas
(Gremski et al., 2007; Eklund et al., 2010). Ademas, en este mutante no se observan
papilas estigméticas. Los diferentes fenotipos observados implican que se necesita la

expresion de los genes SHI/STY y HEC y su actuacién conjunta para dirigir el desarrollo

del estilo y del estigma.

sty1sty2

sty1sty2 hec1hec3 sty1sty2 Col-0

Figura 23. Morfologia de la flor en antesis y detalle de la parte apical del gineceo del mutante
stylsty?2heclhec3 mediante microscopia electrénica de barrido. Fotografia de:
stylsty2heclhec3, stylsty2, heclhec3y Col-0 (silvestre). Escala: 100 pm

El cuadruple mutante stylsty2heclhec3 también presenta defectos en las
anteras. En el estadio de antesis se observa una menor dehiscencia de las anteras del

cuadruple mutante respecto de los parentales y del ecotipo silvestre (Figura 24).
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sty1sty2 hec1hec3 sty1sty2 hec1hec3 Col-0

Figura 24. Morfologia de las anteras del mutante stylsty2heclhec3 mediante microscopia
electrénica de barrido. Fotografia de: stylsty2heclhec3, stylsty2, heclhec3 y Col-0 (silvestre).
Escala: 20 um

En algunas especies de solanaceas, como Brunfelsia australis, Nicotiana
obtusifolia y Solanum lycopersicum, se ha descrito que el gen ortélogo de HEC3 se
expresa en las anteras, indicando un posible rol en la dehiscencia de las anteras de esta
familia, posiblemente relacionado con la del gen IND, pardlogo especifico de las
brasicaceas (Ortiz-Ramirez et al., 2018). En mis practicas de grado, se realizé la
caracterizacion fenotipica del cuadruple mutante heclhec2hec3ind en A. thaliana,
donde se observo que la dehiscencia de las anteras se producia correctamente. Por lo
tanto, la menor dehiscencia de las anteras en el cuadruple mutante stylsty2heclhec3
podria ser debida a la pérdida de funcion de los genes STY (Puertes-Espadas, 2021).

Los frutos del cuadruple mutante stylsty2heclhec3, de los parentales stylsty2
y heclhec3 y del ecotipo silvestre también fueron analizados (Figura 25). Se observan
los mismos fenotipos en la parte apical que en la flor en antesis. Se aprecia una
reduccién del tamafio de los frutos del mutante heclhec3 con respecto a los de stylsty2
y los silvestres, mientras que los frutos del cuadruple mutante stylsty2heclhec3
presentan un tamafio mas reducido que los de heclhec3, generandose un fenotipo
sinérgico respecto de los parentales. Cabe destacar que las silicuas del mutante
cuadruple no son capaces de formar semillas y, por lo consiguiente, no se pueden

utilizar de parental femenino en un cruce.
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Col-0

sty1sty2 hec1hec3

sty1sty2 hec1hec3 sty1sty2 hec1hec3 Col-0

Figura 25. Morfologia de los frutos del cuadruple mutante stylsty2heclhec3. Fotografia a bajo
aumento en macroscopio de: stylsty2heclhec3, stylsty2, heclhec3 y Col-0 (silvestre). Escala:

1mm

Los datos obtenidos tanto en la caracterizacion fenotipica de la doble
sobreexpresion de HEC3 y STY1 como en la del mutante cuadruple stylsty2heclhec3
apoyan la hip6tesis de que SHI/STY y HEC actlian de manera conjunta en la formacion

y desarrollo del estilo y el estigma de Arabidopsis thaliana.

4.1.4. Comprobacién de la interaccion entre STY y HEC

Como los resultados obtenidos en los diferentes cruces realizados parecian
apoyar la hipétesis de que SHI/STY y HEC actian de manera conjunta sin haber
regulacion transcripcional entre ellos, un escenario probable es que lo hicieran formando
un complejo transcripcional. Para ello, se decidié6 comprobar esta posible interaccion
mediante complementacion bimolecular de la fluorescencia (BiFC). Esta se basa en la
fusion de una mitad de una proteina fluorescente a una de las proteinas diana y la otra
mitad a la segunda proteina diana. Una vez clonadas, las construcciones se agroinfiltran
en Nicotiana benthamiana, para 3 dias después ser observado el resultado en el
microscopio confocal. Por si solas, las mitades de la proteina fluorescente no son
capaces de dar fluorescencia, pero si las proteinas diana interaccionan, la proteina

fluorescente se puede reconstituir y se puede observar fluorescencia en el microscopio.
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En este experimento se utiliz6 como control positivo la interaccion ya conocida
YFPC-FUL/YFPN-SOC y como control negativo la interaccion YFPN-AGA/YFPC-SOC.
Asimismo, se agroinfiltraron como control negativo todas las fusiones con YFPN

utilizadas para comprobar que no tenian autofluorescencia.

El primer experimento fue realizado con el objetivo de conocer si los factores de
transcripciéon STY1 y STY2 eran capaces de interaccionar con HEC1 y HECS3. En la
Figura 26 se puede observar sefial de YFP en nlcleos de las interacciones YFP-
STY1/YFP®-HEC1, YFPN-STY2/YFP®-HEC1, YFPM-STY1/YFP®-HEC3 vy YFPM-
STY1/YFPC-HEC3. Este hecho indica que los factores de transcripcion STY1 y STY2
son capaces de interaccionar con HEC1 y HECS3, apoyando la hipétesis de que SHI/STY

y HEC interaccionan para dirigir el desarrollo del estilo y del estigma.

SUPERPOSICION YFP SUPERPOSICION

L&

pYFPC-SOC pYFPC-AGA
+ +
pYFPN-FUL pYFPC-SOC
pYFPC-HEC1 pYFPC-HECT
+ +
pYFPN-STY1 pYFPN-STY2
pYFPC-HEC3 pYFPC-HEC3
+ +
pYFPN-STY1 pYFPN-STY2

Figura 26. Estudio de la interaccion proteina-proteina entre STY y HEC.

Se realiz6 otro experimento de BIiFC para averiguar si los factores de
transcripcion STY1 y STY2 eran capaces de homodimerizar y heterodimerizar (Figura
27). Vemos como se observa sefial YFP en nlcleos de la interaccion entre ambos
factores, indicando que son capaces de heterodimerizar, y en la interaccion de STY1
con él mismo, que implica que es capaz de homodimerizar. Sin embargo, no se observa
sefial YFP en la interaccion YFPN-STY2/YFPC-STY2, indicando que no es capaz de

formar homodimeros.
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SUPERPOSICION

SUPERPOSICION

- S

pYFPC-SOC pYFPN-AGA
+ +
pYFPN-FUL pYFPC-SOC
pYFPC-STY1 pYFPC-STY?2
+ +
pYFPN-STY1 pYFPN-STY1
pYFPC-STY2
+
pYFPN-STY2

Figura 27. Estudio de la interaccion proteina-proteina entre STY1y STY2.

Ballester (2016) comprobé que HEC1 y HEC3 eran capaces de formar tanto

homodimeros como heterodimeros entre ellos.

La veracidad de estas interacciones se deberia comprobar mediante una co-
inmunoprecipitacion (COIP) o un ensayo de doble hibrido en levaduras. En este Trabajo
Final de Master se generaron las clonaciones de STY1y STY2 con las etiquetas FLAG,
HA, MYC e YFP, con el objetivo de realizar una COIP con otras construcciones de los
genes HEC con las mismas etiquetas previamente realizadas en el laboratorio. Esta

comprobacion no ha sido posible realizarla por problemas de tiempo.

Una vez comprobada la interaccion entre STY y HEC, debido a las
observaciones de Eklund et al. (2010) y Gremski et al. (2007) en las que STY y HEC,
respectivamente, son capaces de alterar la biosintesis y el transporte de auxinas, se
podria realizar un ensayo de luciferasa con el objetivo de observar si el heterodimero
STY/HEC es capaz de regular la transcripcion de genes relacionados con la biosintesis
y transporte de auxinas, como, por ejemplo, AUX1, PIN, YUCCA2, YUCCA4 y YUCCAS.
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4.2. Evaluacion de la formacién de un complejo de mayor orden a
partir del heterodimero STY/HEC

Como hemos visto en la caracterizacion fenotipica y de expresién de los cruces
y en los experimentos de BiFC, los factores de transcripcion STY y HEC son capaces
de interaccionar y formar un heterodimero con el fin de dirigir el desarrollo del estilo y
del estigma. Este dato junto con la interaccion de STY con NGA descrita por Navarrete
(2011) y el descubrimiento del heterotetramero HEC-NGA-IND-SPT descrito por
Ballester et al. (2021), nos llevé a preguntarnos si se podria formar un complejo de

mayor orden a partir del heterodimero STY-HEC.

Con el fin de comprobar si STY era capaz de formar un heterodimero con el
factor de transcripcion SPT, factor importante en la formacion de la parte apical del
gineceo, se realizé un experimento de BiFC (Figura 28). Se puede observar sefial de la
proteina fluorescente YFP en todas las interacciones probadas: YFPN-STY1/YFPC-SPT
y YFPN-STY1/YFPC-SPT. De este modo, tanto STY1 como STY2 pueden formar
heterodimeros con SPT. El hecho de que STY pueda formar heterodimeros con HEC y
SPT, hace pensar que podria formar parte del heterotetramero NGA-HEC-IND-SPT.

YFP SUPERPOSICION

pYFPS-SOC pYFPN-AGA
+ +
pYFPN-FUL pYFPC-SOC
pYFPC-SPT pYFPC-SPT
+ +
pYFPN-STY1 pYFPN-STY2

Figura 28. Estudio de la interaccion proteina-proteina entre STY y SPT.

Otro experimento de BiFC fue realizado para comprobar la interaccién entre STY
y NGA (Figura 29). Se puede observar sefial de la proteina fluorescente YFP en todas
las interacciones probadas: YFPN-STY1/YFP®-NGA1, YFPN-STY2/YFP®-NGA1, YFP"-
STY1/YFP®-NGA3 y YFPN-STY1/YFP®-NGA3. De este modo, STY1 y STY2 son
capaces de formar heterodimeros con NGA1 y NGA3. La interaccién de STY tanto con
HEC con NGA por separado hace pensar que STY podria encontrarse en el primer paso
(interaccion NGA-HEC) del modelo propuesto por Ballester (2021). La veracidad de

estas interacciones deberia ser corroborada con una COIP o un ensayo de doble hibrido
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en levaduras. Las construcciones de la COIP han sido generadas en este Trabajo Final
de Master, pero no se ha podido realizar el experimento por falta de tiempo.

YFP SUPERPOSICION

pYFPC-SOC pYFPN-AGA
+ +
pYFPN-FUL pYFPC-SOC
pYFPC-NGA1 pYFPC-NGA3
+ +
pYFPN-STY1 pYFPN-STY1
pYFPC-NGA1 pYFPC-NGA3
+ +
pYFPN-STY?2 pYFPN-STY?2

Figura 29. Estudio de la interaccion proteina-proteina entre STY y NGA.

El patron de expresion del gen NGA1 fue analizado en flores en post-antesis
(estadios 14-15) del mutante de doble sobreexpresién 35S:HEC3x35S:STY1 y en el
mutante cuadruple de pérdida de funcion stylsty2heclhec3 mediante un experimento
de hibridacién in situ (Figura 30).
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Figura 30. Patron de expresién de NGAL en flores en estadio de post-antesis de la doble

sobreexpresion de STY y HEC y el cuadruple mutante stylsty2heclhec3. Escala: 100 um

La expresion de NGAL en el ecotipo silvestre se puede observar en el estilo, el
estigma y en el tracto de transmision. En el mutante de doble sobreexpresion
35S:HEC3x35S:STY1, la expresion de NGAL1 también se encuentra en el estilo, el
estigma y el tracto de transmision, pero se observa expresion ectépica en las valvas del

gineceo. En el cuddruple mutante stylsty2heclhec3 se puede ubicar la expresion de
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NGAL1 en el estilo, el estigma y el tracto de transmision, pero no se observan diferencias

en la localizacion de la expresion respecto del ecotipo silvestre.

Al no observar diferencias del patrén de expresion de NGAL en el cuadruple
mutante stylsty2heclhec3 en flores post antesis, se decidié comprobar su expresion en
flores en estadio 11 (Figura 31). El patrén de expresion de NGAL en el ecotipo silvestre
(Figura 31A) se observa en el estilo, en los 6vulos y en el tracto de transmision. La
expresion en el cuddruple mutante presenta la misma localizacién que la del ecotipo
silvestre (Figura 31B y 31C).
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Figura 31. Patron de expresion de NGA1 en flores en estadio de pre-antesis del cuadruple
mutante stylsty2heclhec3. (A) Col-0. (B)(C): stylsty2heclhec3. Escala: 100 pm

Ademas, para evaluar el patron de expresion de NGA3 se realizd el cruce
NGA3::GUS heclhec3 x stylsty2heclhec3, pero no se pudieron obtener silicuas
maduras del cruce, posiblemente debido a la baja dehiscencia de las anteras del
cuadruple mutante stylsty2heclhec3 al ser utilizado como parental masculino. Debido

a la falta de estigma, este mutante tampoco podria ser utilizado como parental femenino.

Con el fin de comprobar si existe una desregulacion del nivel de los genes NGA
en el mutante cuadruple stylsty2heclhec3, se realiz6 una RT-gPCR dirigida a los genes
NGAL, NGA2, NGA3 y NGA4.
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Figura 32. Niveles de expresion de los genes NGA1, NGA2, NGA3 y NGA4 en el cuadruple
mutante stylsty?heclhec3. Se compararon los niveles de expresion en flores Col-0 (WT) y
stylsty2heclhec3 mediante RT-gPCR de los genes NGAL, NGA2, NGA3 y NGAA4. Las barras de

error indican el error estandar de las tres réplicas técnicas. * p<0,05

Como se puede observar en la Figura 32, existe una disminucion significativa del
nivel de expresion de NGA2 y NGA4 en el mutante stylsty2heclhec3 respecto del
ecotipo silvestre, implicando una regulacién a la baja de los genes NGA en el mutante
stylsty2heclhec3. La disminucion de los niveles de NGA en este mutante podria
contribuir al fenotipo severo que se puede observar en la parte apical de su gineceo.
Aungue los datos obtenidos por Navarrete (2011) no muestran regulacion directa entre
STY y NGA, en los aportados por Ballester (2021) si que se observa una disminucion
de la expresion de los genes HEC en el fondo mutante nga, sugiriendo una posible
regulacion transcripcional de HEC por parte de NGA. Por lo tanto, la disminucion de la
expresion de los genes NGA en el fondo stylsty2heclhec3 podria ser debido a la
ausencia de transcripcion de los genes STY o por un efecto indirecto debido a la
desregulacion de otro gen que se encuentre involucrado de manera directa en la
regulacion de NGA.
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. Conclusiones

Los genes STYLISH (STY) y HECATE (HEC) presentan relacién funcional.

El patrén de expresion de los genes HEC y STY no varia significativamente en
fondos con expresion alterada de STY o HEC, respectivamente.

La doble sobreexpresion de los genes STY y HEC causa un aumento de las
papilas estigméticas, mientras que la pérdida de funcién de los genes STY y
HEC implica que éstas no se formen.

Los genes STY y HEC actian de manera conjunta en el desarrollo del estilo y
del estigma de Arabidopsis thaliana.

Los factores de transcripcién STY son capaces de formar heterodimeros con las
proteinas involucradas en el complejo HEC-NGA-IND-SPT, fundamental en la
formacion del estigma de A. thaliana.

La interaccion de STY con el complejo HEC-NGA-IND-SPT podria ser esencial

para especificar y desarrollar el estigma de A. thaliana.
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7. Anexos

7.1. Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
de la agenda 2030

Relacion del TFM “Estudio del papel de los factores de transcripcién SHI/STY en la formacién del
estigma de Arabidopsis thaliana” con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Agenda 2030.

Grado de relacidn del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No
Procede

ODS 1. Finde la pobreza. X

ODS2. Hambre cero. X

ODS 3. Salud y bienestar. X

ODS4. Educacion de calidad. X
ODS 5. lgualdad de género. X
ODS 6. Agua limpiay saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X

ODS 10. Reduccién de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccién y consumo responsables. X

ODS 13. Accion por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X

ODS 16. Pagz, justicia e instituciones sdlidas. X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

El conocimiento del papel de los genes SHI/STY en el desarrollo del gineceo es
esencial, debido a que estos se encargan de formar el estigma de A. thaliana. Entender
con profundidad el mecanismo de accién de todos los genes encargados del desarrollo
de la parte apical del gineceo permitiria desarrollar diferentes estrategias
biotecnoldgicas que favorezcan la polinizacion y la producciéon de semillas en un entorno
cada vez mas amenazado por el cambio climético y por el hambre en el mundo.
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