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RESUMEN

El meristemo apical del tallo (SAM, de “shoot apical meristem” en inglés) contiene una poblacidn de
células madre pluripotentes que son el origen de hojas, flores y tallos. Los patrones de division y
diferenciaciéon celular deben estar finamente regulados en el SAM para adaptar el desarrollo de la
inflorescencia de la planta a las condiciones ambientales. A pesar de su importancia estratégica, apenas
se ha estudiado el impacto del estrés abidtico, en general, y de la salinidad, en particular, en la actividad
del SAM. La salinidad es uno de los tipos de estrés mas devastadores para los cultivos. Aproximadamente
un 10% de las tierras agricolas a nivel mundial estan afectadas por la salinidad, lo que compromete
seriamente la seguridad alimentaria

El objetivo principal de este TFM ha sido optimizar las condiciones experimentales para estudiar la
actividad del SAM de la planta modelo Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) bajo condiciones de estrés
salino. De este modo, se analizaron bajo estrés una serie de parametros indicativos del funcionamiento
del SAM, como son la elongacién del tallo de la inflorescencia o la produccién de flores y frutos. La sal
restringié la actividad del SAM y, por tanto, el desarrollo de la inflorescencia. El andlisis de lineas testigo
fluorescentes indicé que esta restriccion podria ser consecuencia de un descenso en los niveles de
expresion de reguladores clave de la funcidon meristematica como CLV3, WUS y STM. Por otra parte, se
optimizaron también las condiciones experimentales para llevar a cabo estudios de variacién natural con
los que identificar nuevos reguladores positivos del desarrollo reproductivo en condiciones de salinidad.

Palabras Clave: Meristemo Apical del tallo (SAM), Arabidopsis, estrés salino.



Abstract

The shoot apical meristem (SAM) contains a population of pluripotent stem cells that is the origin of
leaves, flowers, and stems. Cell division and differentiation patterns must be finely regulated in the SAM
to adapt plant inflorescence development to environmental conditions. Despite its strategic importance,
the impact of abiotic stress in general, and salinity in particular, on SAM activity has barely been studied.
Salinity is one of the most devastating types of stress for crops. Approximately 10% of agricultural land
worldwide is affected by salinity, which seriously compromises food security.

The main objective of this TFM was to optimize the experimental conditions to study the SAM activity of
the model plant Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) under salt stress conditions. In this way, a number of
parameters indicative of SAM activity was analyzed under stress, such as the elongation of the
inflorescence stem or the production of flowers and fruits. Salt restricted SAM activity and thus also
inflorescence development. The analysis of fluorescent control lines indicated that this restriction could
be the result of a decrease in the expression levels of key regulators of meristematic function such as
CLV3, WUS and STM. Furthermore, the experimental conditions were optimized for conducting natural
variation studies to identify new positive regulators of reproductive development under saline conditions.

Keywords: Shoot apical meristem, Arabidopsis, salt stress
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1. INTRODUCCION

1.1. SALINIDAD

Levitt (1980) define al estrés como los cambios en las condiciones del medio ambiente con un impacto
negativo en el crecimiento y el desarrollo de las plantas. Estos cambios provocan en las plantas respuestas
complejas, influyen en la supervivencia y la productividad de los cultivos y, por tanto, constituyen un
problema fundamental para la agricultura. La productividad de cereales clave como maiz, trigo y arroz,
que representan alrededor del 50 % del alimento de la poblacién mundial, se ha visto seriamente afectada
por la mala gestién de las tierras de cultivo y los efectos del cambio climatico. Si bien se ha logrado
aumentar su produccion a costa de incrementar el uso de fertilizantes, se espera que para el afio 2050 la
produccion llegue a 3300 millones de toneladas, este aumento se postula insuficiente para garantizar la
seguridad alimentaria de los 10000 millones de habitantes que se espera seamos (FAO,

20210i.0rg/10.4060/cb7654es; FAO, 2024 doi.org/10.4060/cd0022es).

A la fecha, mas de 1100 millones de hectdreas (ha) de la superficie terrestre estan afectadas por la
salinidad (60% salinas, 26% sédicas y 14% salino-sédicas) (FAO,ITPS,2021.
https://openknowledge.fao.org/handle/20.500.14283/cb7247en). De estas, aproximadamente 160
millones de ha son tierras de cultivo, cifra que aumenta anualmente a razén de 1.5 millones de ha como
resultado de un manejo inadecuado de la irrigacion, la aplicacion de fertilizantes y la intrusidon de agua
salina  procedente del mar a rios o aguas subterrdneas (FAO ITPS, 2021

https://openknowledge.fao.org/handle/20.500.14283/cb4809¢en).

Niveles altos de sal modifican las propiedades fisicoquimicas del suelo. La accidn de las sales solubles y la
alta cantidad de iones de Na+ debilitan el vinculo entre las particulas del suelo, provocando su
compactacién que, por un lado, reduce la circulacién de agua y, por otro lado, evita la aireacion. Tanto la
falta de agua como las condiciones hipdxicas afectan negativamente al crecimiento de las plantas (Munns
& Tester, 2008). Es posible lavar la sal acumulada en la zona de las raices por medio de una irrigacion
extensiva. Sin embargo, en suelos fuertemente texturizados y poco permeables, el lavado no ayuda
debido a las pobres caracteristicas de infiltracion que presentan los mismos (Singh & Chatrath, 2001).
Otro problema causado por la acumulacidn de las sales de Na+ disueltas en el agua de riego es la
formacion sobre la superficie del suelo de una corteza o costra arcillosa que impide la germinacién de las

semillas y dificulta la absorcidn de agua y nutrientes de las plantulas (Mata-Fernandez et al., 2014).

La salinidad afecta cada aspecto de la fisiologia y el metabolismo de la planta. Conlleva otros tipos de
estrés secundarios, como el estrés osmatico, hidrico, idnico y oxidativo (Chaundhry et al., 2022). El estrés
osmatico tiene lugar cuando la cantidad de sales disminuye el potencial hidrico del suelo, lo que a su vez
disminuye el contenido relativo de agua en la planta. El estrés oxidativo es consecuencia del aumento en
los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS, de “reactive oxygen species” en inglés). El estrés salino
también rompe la homeostasis idnica de las plantas al provocar un exceso téxico de Na* en el citoplasma

y una deficiencia de iones como el K*, lo que afecta al metabolismo celular. Algunos sistemas enzimaticos,



como la glicdlisis o el ciclo de Krebs, son especialmente sensibles a la salinidad, provocando una menor
disponibilidad de energia y adquisicion de nutrientes, inhibiendo o disminuyendo el crecimiento de la

planta y la germinacién de las semillas (Alcaraz-Ariza, 2012).
1.1.1. Percepcion y sefializacion del estrés salino

Las plantas perciben el estrés salino a nivel de érgano y tejido. La raiz es el primer érgano en detectar el
aumento en la concentracion de sales en el suelo, y envia sefiales a los tejidos superiores (tallos y hojas)
a través del floema y xilema. La sefializacidn en las raices incluye la activacion de la via hormonal de dcido
abscisico (ABA) y la produccién de sefiales secundarias como las especies reactivas del oxigeno (ROS, de
“reactive oxygen species” en inglés) (Li et al., 2022; Manhaes et al., 2020; Udvardi et al., 2007). Los tejidos
superiores (tallos, hojas y meristemos) reciben estas sefiales, y activan la respuesta al estrés salino, que
implica cambios en la regulacidn génica, la activacidn de diferentes vias de sefializacién hormonal (ABA,
citoquininas, etileno, auxinas, giberelinas, brasinoesteroides, etc.), la produccién de compuestos

osmoprotectores y, en general, la inhibicién del crecimiento y el desarrollo (Munns & Tester., 2008)

A nivel celular, no se sabe bien como se percibe el exceso de sal, o si las plantas tienen un receptor o
sensor de sal, aunque hay evidencias de que el exceso de Na+ es rapidamente percibido por las células de
la raiz de las plantas. Cuando las plantas estan expuestas a altas concentraciones de sal, se interrumpe la
homeostasis idnica celular y el estrés asociado es percibido por sensores de membrana que desencadenan
una serie de respuestas fisioldgicas y bioquimicas. Una de las respuestas inmediatas es la liberacion de
Ca2+ vacuolar. Las altas concentraciones de sal también conducen a la acumulacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) que aumenta rapidamente su concentracidn en el citoplasma. Niveles altos de Ca2+y
ROS desencadenan diferentes vias de sefializacion y respuestas celulares, por ejemplo, la ruta SOS para
expulsar iones Na+ de las células. Las proteinas SOS2 y SOS3 son claves en este proceso (Ali et al., 2023).
Otra via que también es activada es la ABA-SnRK2. La percepcion de ABA por los receptores
PYR/PYL/RCAR, provoca un cambio conformacional en los mismos e inhiben las proteinas fosfatasas tipo
2C, que les permite interactuar con las quinasas SnRK2 que son actores clave de la cascada de sefializacion

que regula varios genes sensibles al estrés y procesos fisioldgicos (Chaudhry et al., 2023)

Diferentes trabajos indican que la pared celular también juega un papel relevante en la percepcion y
respuesta al estrés por sal. El estrés salino puede dafiar la pared celular o alterar su composicion, lo que
podria desencadenar mecanismos protectores del estrés. Otros orgdnulos y compartimentos celulares
(nucleo, cloroplastos y mitocondrias) también juegan papeles significativos en la percepcidn y respuesta

al estrés salino.
1.2 RESPUESTAS FRENTE AL ESTRES SALINO

Las plantas tienen mecanismos para adaptarse y sobrevivir a niveles altos de sal en el suelo, aunque las

respuestas al estrés son distintas segun la intensidad y duracién del mismo.



1.2.1. Respuestas fisioldgicas

El estrés osmatico asociado a la salinidad afecta negativamente a la capacidad de las raices de absorber
agua. Esto limita el suministro de agua al resto de érganos y, en consecuencia, se reduce la turgencia
celular, afectando al desarrollo de las hojas y, por tanto, a la tasa fotosintética. La pérdida de turgencia
celular puede resultar en deshidratacion y la muerte de aquellas plantas incapaces de lidiar con el estrés.
En respuesta, las plantas limitan el intercambio gaseoso y reducen la pérdida de agua mediante el cierre

de los estomas, el cido abscisico (ABA) producido en las raices es responsable de este cierre.

Niveles altos de sal dafan la clorofila y provocan el reemplazo de la carga de K+ por Na+ en los
cloroplastos. De este modo, se modifica la actividad del fotosistema Il (PSIl), reduciendo la eficiencia
fotoquimica y por tanto la tasa fotosintética. Ademas, la produccidon de ROS aumenta notablemente en
los cloroplastos y las mitocondrias. En respuesta, la planta pone en marcha diferentes mecanismos
enzimaticos de detoxificacidn. Estos incluyen la superéxido dismutasa que cataliza la transformacion del
radical superdxido (O;7) a H,0; y O; en el citosol. La ascorbato peroxidasa es el principal actor en la
detoxificacién del peréxido de hidrégeno en los cloroplastos, las mitocondrias, el citosol y el peroxisoma
de la planta durante el estrés. Utiliza acido ascérbico como donante de electrones para la reduccién de

H,0; a H,0. La catalasa también reduce H,0, a H,0.
1.2.2. Respuestas celulares

Una primera respuesta de la planta al estrés salino es la inhibicion general del crecimiento, reflejado en
la reduccién de la altura de la inflorescencia y del tamafio de hojas, flores y raices. Ademas, los tallos
suelen engrosarsey se acelera la floracién. Las hojas adquieren un tono verde intenso, pasando a amarillo,
indicativo de que ha comenzado la senescencia. Un exceso de sal también puede ocasionar necrosis en
las hojas, la cual empieza por la punta y avanza hacia la base. A nivel celular hay una disminuciéon en el
tamafio de las células y una reduccién en la frecuencia y en el nimero de células en divisién (Zhu et al.,
2016; Wang et al., 2013). La pared celular puede volverse mas gruesa debido a cambios en la composicion
de celulosa, hemicelulosa y pectina limitando el crecimiento de forma irreversible (Colin et al., 2023). Las
vacuolas aumentan de tamafio al secuestrar en su interior iones Na+ y Cl- para mantener la homeostasis

idnica del citosol y evitar el dafio de otros organulos (Mata-Fernandez et al., 2014).
1.2.1. Respuestas moleculares

Diferentes familias de factores transcripcionales (FT) orquestan las respuestas moleculares de las plantas
frente a estrés salino. Los FT bZIP tipo ABA-Responsive Element Binding (ABRE/ABF) participan en la
regulacion de la expresidn génica asociada con sequia y salinidad y, de hecho, constituyen los principales
factores de sefializacién dependientes del dcido abscisico (ABA). Por ejemplo, AtbZIP17 activa la tolerancia
a salinidad en Arabidopsis al regular positivamente la expresién de genes de respuesta a estrés, como

genes relacionados con la sefializacion por JA, SAy ABA (Liu et al., 2008).



La familia MYB en plantas es numerosa, participan como activadores o represores transcripcionales en la
regulacidon de procesos celulares esenciales, como son el metabolismo o la diferenciacién celular. La
sobreexpresion de AtMYB30 en Arabidopsis mejora la resistencia al estrés salino a través de la via de

sefializacion del ABA (Chen et al., 2023).

La familia NAC es una de las mds grandes en plantas y juegan un papel fundamental en el crecimiento y
desarrollo, al estar involucrados en la respuesta a diferentes tipos de estrés abidtico, promoviendo su
tolerancia (Chavez & Valenzuela, 2023). En concreto, la expresion de NAC5 se induce en respuesta al
estrés salino para promover la produccién de prolina, azlcares y proteinas LEA (de “Late Embryogenesis

Abundant” en inglés) que mitigan los efectos del estrés oxidativo en Arabidopsis (Ma et al., 2021).

La familia de FTs WRKY estd implicada en la regulacién de varios procesos bioldgicos y de las respuestas
frente a estrés bidtico y abidtico (Garrido, 2021). En Arabidopsis, las proteinas WRKY estan involucradas
en la ruta de sefializacién mediada por ABA y en diversas respuestas a estrés. La sobrexpresion de
AtWRKY2 presenta un fenotipo de insensibilidad a ABA y un incremento en la tolerancia a estrés salino

(Gutierrez-Hernandez, 2018).

En respuesta a estrés salino, también se producen cambios a nivel epigenético como cambios en la
metilacién, acetilacién y ubiquitinacién de las histonas que influyen en la expresidn de genes de defensa.
La metilacién del DNA puede silenciar genes no esenciales durante el estrés, permitiendo que la planta
concentre sus energias en la supervivencia. Por medio de la memoria epigenética, las plantas pueden
recordar exposiciones previas al estrés, lo que les permite responder de manera mas eficiente ante un
nuevo evento. Por tanto, la comprensidon de estos mecanismos epigenéticos es importante para el

desarrollo de cultivos mas tolerantes al estrés.
1.3. RESPUESTAS DEL MERISTEMO APICAL DEL TALLO (SAM) FRENTE AL ESTRES SALINO
1.3.1. Funcién y actividad de SAM

En las plantas superiores, el meristemo apical del tallo (SAM, de “shoot apical meristem” en inglés) alberga
la poblacion apical de células madre pluripotentes que es el origen de todos los érganos aéreos de la

planta, como hojas, flores, tallos y ramas (Shi & Vernoux, 2022).

En Arabidopsis el SAM tiene una estructura compleja, lo forman dos capas de células que presentan
divisiones celulares anticlinales, la primera (L1) da lugar a la epidermis y la segunda (L2) a los tejidos
internosy la linea germinal. Por debajo de estas capas aparece una tercera capa de células (L3), con planos

de divisidn aleatorios, que da origen a los tejidos internos del tallo y a la vasculatura (Pfeiffer et al., 2024).

El SAM tiene tres zonas funcionales bien diferenciadas. La zona central (CZ) contiene la poblacién apical
de células madre. Estas se dividen lenta y asimétricamente para, por una parte, mantener estable el
tamafio del nicho de células madre y, por otra, proporcionar nuevas células para la organogénesis. La CZ
estd rodeada por la zona periférica (PZ) donde la progenie de las células madre se divide mas rapidamente

y se diferencia progresivamente hasta formar parte de los 6rganos laterales (primordios de hoja o flor). El
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centro organizador (OC) es una region que se encuentra por debajo de la poblacion apical de células
madre y es el encargado de mantener el reservorio de estas células. En una regién mas profunda del
meristemo, se localiza la zona de costilla (RZ), o meristemo medular, que dard lugar a los tejidos del tallo

y a la vasculatura (figura 1) (Gaillochet et al.,2015; Pfeiffer et al., 2024).
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Figura 1. Representacion de las zonas del meristemo apical del tallo (SAM). Zona Central (CZ), Zona Periférica (PZ), Zona Costilla (RZ),
Centro Organizador (OC) y las capas celulares (L1-L3). Modificado de Zhang et al., 2023.

1.4. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DEL SAM
1.4.1. Sistema WUSCHEL (WUS) / CLAVATA (CLV3)

WUSCHEL (WUS) es un factor de transcripciéon con homeodominio que promueve el estado indiferenciado
de la poblacién apical de células madre. El gen WUS se expresa en el centro organizador (OC). La proteina
WUS migra a capas celulares superiores donde activa la expresion de CLAVATA (CLV3), un péptido de
sefializacidn extracelular que restringe la proliferacion de las células madre en el SAM. CLV3 interactia
con los receptores CLV1 y CLV2 en capas celulares inferiores. Esta interaccidn activa una cascada de
sefializacidon que inhibe la expresion de WUS en el OC, estableciendo, de este modo, un ciclo de
retroalimentacidn negativo que asegura un balance dindmico entre la proliferacién de células madre y su

diferenciacion (Gaillochet et al., 2015).
1.4.2. Genes KNOX (STM Y BP)

Esta familia de genes codifica factores de transcripcion que regulan la identidad y el mantenimiento de
las células del meristemo. Los genes KNOX estan encargados de mantener el estado indiferenciado de las
células del meristemo. Para ello, tanto STM como BP controlan la expresién de genes implicados en la
biosintesis y sefializacién de hormonas como las citoquininas (CK) y el acido giberélico (GA). De este modo,
los genes KNOX mantienen un balance alto entre los niveles de CKs y GAs que favorece la funcién
meristematica (Jasinski et al., 2005). Ademads, STM interactia con WUS para inducir la expresion de CLV3

(Su et al., 2020).



1.4.3. Regulacidon hormonal (GAs y CKs)

Las giberelinas (GAs) desempefian un papel esencial en el crecimiento de la planta, regulando procesos
como la germinacién de las semillas, la floracidn, la elongacién del tallo y la maduracién del polen entre
otros. Las proteinas KNOX controlan los niveles de GAs en el SAM mediante la represion transcripcional
de los genes GA200x, que codifican enzimas relacionadas con la biosintesis de GAs, y la activacién de los
genes GA2ox, que codifican enzimas que inactivan a las GAs (Jasinski et al; 2005). Bajo condiciones de
estrés, los niveles de GAs disminuyen y, en consecuencia, aumenta la estabilidad de las proteinas DELLA,
gue son reguladores negativos de la via de sefializaciéon. Las DELLA actian como represores del
crecimiento y en el SAM reducen el numero de divisiones celulares y la produccién de érganos laterales

(Serrano-Mislata et al., 2017).

Las citoquininas (CKs) tienen un papel clave en el mantenimiento de la poblacién de células madre y la
proliferacion celular en el SAM, actuando como reguladores positivos de la funcién meristematica. De
hecho, la falta de percepcion de las CKs puede ocasionar la interrupcién del crecimiento vegetativo. WUS
inhibe la transcripcién de los genes ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR7 (ARR7) y ARR15 que codifican
arepresores de la sefializacién de CK (Jasinski et al., 2005). De este modo, WUS influye de manera positiva
en la actividad del SAM. Asimismo, la sefializacion por CK aumenta los niveles de WUS, estableciendo un
lazo de retroalimentacion positivo (Jasinski et al., 2005). Bajo estrés salino, la via de sefializacién por
citoquininas juega un papel esencial para mantener el equilibrio entre el crecimiento y la adaptacion al

estrés (Ha et al., 2010)

Figura 2. Esquema de la regulacion de la actividad del SAM por los genes WUS, CLV3, STM, BP, y las vias de sefializacién hormonal
de GAs y CKs. Las flechas indican interaccion positiva y la linea roma indica interaccion negativa.

1.5. RESPUESTAS GENERALES DE LAS CELULAS DEL SAM FRENTE A ESTRES ABIOTICO

Hasta la fecha el estudio de las respuestas defensivas del SAM no ha sido tan extenso como con otras
partes de la planta de mas facil acceso, como raices y hojas. Las células del SAM son muy sensibles a
diversas condiciones ambientales, por ejemplo, el frio detiene la divisién y diferenciacién celular en el

SAM, provocando el aborto del mismo (condicién conocida como ceguera), sin afectar al desarrollo de



otros drganos de la inflorescencia (Pfeiffer et al., 2017). Asimismo, las células del SAM son hipersensibles
a drogas (como la zeocina o la bleomicina) y factores ambientales (como la exposicién a rayos UV) que

producen roturas en el DNA (Fulcher & Sablowski, 2011).

WUS y STM son puntos generales de entrada de la informacién ambiental en las células del SAM. WUS
integra informacidn del estatus energético de la planta y su nivel de expresién depende de sefiales
ambientales como la luz y la disponibilidad de nutrientes (Pfeiffer et al., 2017). La actividad de WUS es
importante para proteger al SAM de ciertos tipos de estrés, como la exposicidon a radiacién UV o las
infecciones virales (Zeng et al., 2024). Por otra parte, varios trabajos muestran como la actividad de los
genes KNOX favorece la resistencia a determinados tipos de estrés, como la sequia o el estrés salino (Lee

etal., 2016).
1.6. RESPUESTAS ESPECIFICAS DE LAS CELULAS DEL SAM FRENTE A ESTRES SALINO

Diferentes estudios revelan la importancia de entender como responden las células del SAM frente al
estrés salino. Una respuesta es la reduccién de la divisién celular, la cual es capaz de recuperarse si el
estrés es eliminado (Burssens et al., 2000; Jun et al., 2019). En general, promover la divisién de las células
meristematicas favorece la tolerancia al estrés salino. La expresidn de varios reguladores del ciclo celular
es inducida por el tratamiento con sal (Cha et al., 2022). En linea con estas observaciones, los mutantes
clv3-2, con una proliferacién masiva de células madre indiferenciadas, muestran un aumento en la tasa

de supervivencia a concentraciones de sal toxicas (Jun et al., 2019; Cha et al., 2022).

El trabajo de Ogawa et al.,, 2011 también destaca la relacién entre el mantenimiento de la actividad
meristematica y la tolerancia a estrés por sal. La proteina RSS1 de arroz controla la transicién entre las
fases G1-S del ciclo celular. En condiciones de estrés salino, la actividad de RSS1 es crucial para mantener
las divisiones celulares en tejidos proliferativos, como el SAM. De este modo, los mutantes rss1 contienen

un SAM mucho mas pequefio y desarrollan inflorescencias enanas bajo estrés por sal.

Los genes KNOX han sido relacionados con el mantenimiento de la actividad del SAM vy la tolerancia a
estrés por sal. Respecto a plantulas silvestres, los mutantes bp mostraron raices e hipocotilos mas cortos
y una menor tasa de supervivencia a concentraciones elevadas de sal y el fenotipo contrario se observd
en plantulas que sobreexpresan BP. La proteina BP se une al promotor y activa la expresion de XTH7, un
gen implicado en la estabilizacidon del contenido de xiloglucano de la pared celular. De este modo, la
dindmica ultraestructural de la pared celular parece jugar un papel clave en la resistencia al estrés salino
(Cai et al., 2023). STM, el otro miembro de la familia KNOX implicado en la regulacién de la actividad
meristematica, forma condensados nucleares en el SAM de pldntulas bajo estrés salino. La formacién de
estos condensados requiere de un dominio tipo prion en el extremo N-t de STM que lo diferencia
estructuralmente de otros KNOX. La eliminacidn de este dominio disminuye el tamafio del SAM y reduce

la tasa de supervivencia de plantulas de Arabidopsis bajo estrés salino (Cao et al. 2023).



1.7. ENSAYOS DE VARIACION NATURAL (GWAS) PARA IDENTIFICAR NUEVOS REGULADORES DE LA
RESPUESTA A ESTRES.

Un ensayo de variacion natural (GWAS, de “genome-wide association studies” en inglés) es una
herramienta poderosa para identificar variantes genéticas asociadas con rasgos especificos en una
poblacién de individuos, mediante correlaciones entre variaciones genéticas (generalmente
polimorfismos de un solo nucleétido, o SNP) y rasgos fenotipicos, como altura, susceptibilidad a
enfermedades u otras caracteristicas. Se utilizan modelos estadisticos para asegurar que las asociaciones

encontradas no se deban al azar o a la estructura poblacional.

Este tipo de andlisis ha permitido identificar nuevos reguladores del tiempo de floracién (Méndez-Vigo et
al., 2011), del desarrollo de la vasculatura en Arabidopsis (Milhinhos et al., 2019) y también de la
tolerancia a estrés por sal (Baxter et al., 2010; Katori et al., 2010). En particular, el trabajo de Baxter et al.,
2010 analizé la acumulacién de Na+ en hoja en 349 ecotipos europeos de Arabidopsis. De este modo,
observaron que uno de los factores principales que controlan la variacion natural en la acumulacién de
Na+ en hoja era la presencia de un alelo débil del gen AtHKT1;1, que codifica un transportador de Na+.
Ecotipos con este alelo acumulan mas sodio y se distribuyen en regiones cercanas al mar y/o con suelos
muy salinos lo que apoya el papel de AtHKT1,;1 en la adaptacién a la salinidad. Por otra parte, el trabajo
de Katori et al., 2010 analizé la tolerancia a sal de 350 ecotipos de Arabidopsis. Este trabajo confirma que
existe variacién natural en la respuesta a la salinidad. Ecotipos como Bu-5 y Bur-0 fueron mucho mas
tolerantes al estrés (dias de supervivencia en 500 mM NaCl) que Col, un ecotipo susceptible al mismo. El
grado de tolerancia dependia en gran medida de un periodo de aclimatacién previo, es decir, de la
exposicién transitoria a una concentracién no letal de sal. Mientras que la tolerancia a sal sin aclimatacion
(SA) es un rasgo poligénico, la tolerancia con aclimatacidn previa esta regulada por una Unica regién
gendmica en el cromosoma 5, donde se ubican genes como SOS2, que codifica una proteina quinasa

relacionada con la regulacion de la homeostasis intracelular de los iones Na+ y K+ (Katori et al., 2010).



2. OBJETIVOS

*Optimizar el abordaje experimental para estudiar la actividad del meristemo apical del tallo (SAM) de la

planta modelo Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) bajo condiciones de estrés salino.

*Caracterizar los patrones de expresion de los principales reguladores de la actividad del SAM en

condiciones de estrés salino.

*Estudiar el impacto del estrés salino en la actividad del SAM en diferentes mutantes y fondos genéticos

de Arabidopsis.

*Optimizar ensayos de variacion natural (GWAs) con el objetivo futuro de identificar nuevos genes

reguladores del desarrollo reproductivo de Arabidopsis bajo estrés salino.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana, del ecotipo Landsberg erecta (Ler) y Columbia (Col). Los
mutantes dellakO (Serrano-Mislata et al., 2017) y bp-1 (Venglat et al., 2002) estan en fondo Ler, mientras
que el mutante er-105 esta en fondo Col (Tori et al., 1996). Las lineas reporteras CLV3p:GFP (Reddy &
Meyerowitz, 2005), WUSp:GFP (NASC, N23897) y STMp:STMVENUS (Heisler et al., 2005) estan todas en

fondo Ler.

Para los ensayos de variacién natural en la respuesta a estrés por sal durante el desarrollo reproductivo,
se utilizaron los siguientes ecotipos naturales de la Peninsula Ibérica (Méndez-Vigo et al., 2011) : AceO,
All0, AmuO0, Aru0, Barl, Bea0, Bra0, Bus0, Cap1, Cas0, Cat0, Cem0, Cha0, Cmo3, Cot, Darl, Fun0O, Glol,
Hue3, Leg0, Lro0, Moe0, Moj0, Mon5, Mos1, Mur0, PadO, Ped0, PeeO, Pie0, Piq0, Pra6, Pro0, Pun0, Rds0,
Reg0, Rel0, Rib1, Sam0, San10, Sen0, SomO0, Stp0, TamO0, TdcO, Torl, TrsO, Urd1, Usa0, Vad0, Vas0, Vaz0,
Vdt0, Ver5, Vid1, Vim0, Vifi0, VozO0.

3.2. CONDICIONES DE CRECIMIENTO

3.2.1. Andlisis de la actividad del SAM en diferentes fondos genéticos

En primer lugar, las semillas se esterilizaron mediante congelacion a -80°C por 24 horas para eliminar la

posible presencia de thrips y otros insectos. A continuacién, se estratificaron en un tubo con 4 ml de agar

al 0,1% durante 5-7 dias a 4°C en oscuridad. Las semillas se sembraron sobre discos de sustrato Jiffy-7 de

41 mm (unas 5 semillas por disco) previamente hidratados con solucién nutritiva (Tabla 1) hasta obtener
un peso de 30 gr. Los discos con las semillas se trasladaron a la cdmara de cultivo modelo Percival SE-

41AR2SW con las condiciones descritas abajo. Tras la germinacidn, se dejé una Unica plantula por Jiffy.

Los ensayos se realizaron en condiciones controladas de fotoperiodo (16h luz / 8h oscuridad), intensidad

luminica (100 pm m2 s1) y temperatura (22 0 24°C segun el ensayo).

Cada dos dias, se pesaron los Jiffys, se afladié el agua de grifo necesaria para restaurar los 30 gr de peso
total, lo que equivale a aproximadamente el 60% de la capacidad de campo, condiciones de riego
suficiente. A partir de la floracién, se suplementd el riego con diferentes concentraciones de sal (NaCl): 0

(control), 50, 100, 150 y 200 mM.
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Tabla 1. Solucién nutritiva.

COMPUESTO FORMULA CONCENTRACION mg/L
Quelato de hierro gFe (quelato) 34,95
Sulfato de zinc ZnS04-7H20 9,76
Sulfato de manganeso | MnSOsH.0 28,95
Sulfato de cobre Cu2SO4 2,23
Acido bérico H3BO; 32,55
Molibdato aménico (NH4)6M07024*4H20 1,51
Nitrato calcico Ca(NO3)2:4H20 885
Nitrato potasico KNO3 381
Fosfato potasico KH2PO4 102
Sulfato magnésico MgS04-7H20 367,5

pH 6,5; CE 1,6 mS.
3.2.2. Andlisis de variacién natural en el desarrollo reproductivo

Para el estudio de variacion natural (GWAs), macetas de 120 mm de didmetro se llenaron con 120 gr de
sustrato para Arabidopsis (50% turba rubia kekkila, 25% perlita, 25% vermiculita) y se regaron a saturacion
con solucién nutritiva. Se prepararon 3 macetas por ecotipo, en cada una se sembraron 10 semillas
aproximadamente (previamente esterilizadas a -802C como se indica en el apartado anterior). Tras la
siembra, las semillas se estratificaron a 42C, en oscuridad durante una semana (ensayo preliminar) o se

vernalizaron durante 2 meses (ensayo 1). A continuacidn, las macetas se trasladaron a cabinas de cultivo

con condiciones controladas de dia largo (16h luz / 8h oscuridad) y temperatura (22°C). Durante todo el

ensayo se mantuvo un riego suficiente, aproximadamente 2 | de agua del grifo a la semana para cada
bandeja con 12 macetas. Tras la germinacién, se dejaron 5 plantas por maceta. A partir del dia de la
floracién (cuando el botdn floral era visible en la mayoria de las plantas), se separaron por tratamiento
las macetas correspondientes a un mismo ecotipo. Una se continué regando con agua del grifo (control)

y las otras dos con agua suplementada con 150 o 300 mM de sal.
3.3. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DEL SAM

Para estudiar la actividad del SAM se consideraron dos parametros: la tasa de produccién de érganos

laterales (flores) y la tasa de elongacién de la inflorescencia.

El dia de floracidn se considerd, cuando el botén floral fue evidente a simple vista. La actividad del SAM
se determind contando periédicamente el nimero total de flores maduras vy silicuas producidas en la
inflorescencia principal (conteo acumulativo). El periodo de actividad del meristemo se consideré desde

el dia en que se observé la primera flor abierta hasta el dia en que se observé la ultima. (figura 3).

En el estudio de variaciéon natural con ayuda de lupa Olympus SZ60, ademas de las flores abiertas

(maduras) y los frutos, se contd el numero de yemas florales no abiertas en el apice de la inflorescencia.

El segundo parametro para determinar la actividad del SAM fue medir con una regla la longitud del tallo
de la inflorescencia principal a partir del dia de floracién, y cada 2 dias hasta el final del desarrollo (figura

3).
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3.4. CUANTIFICACION DEL AREA DE ROSETA

Para el andlisis GWAS, se tomaron fotografias de las rosetas el dia de la floracién como indicador del grado
de desarrollo vegetativo en el momento de iniciar el estrés. El drea de roseta se calculd con el programa
Fiji, utilizando la herramienta ROl manager para seleccionar la region de interés y obteniendo su valor de

area segln una medida previamente determinada, por ejemplo, el didmetro de una moneda (figura 3).

Area de Roseta

Microscopia Confocal

Longitud del tallo

ROl Manager

fila Antocianinas
Hoja B
molida

A

Lectura
Espectrofotémetro

SAM

Figura 3. Representacidon esquemdtica de los diferentes parametros analizados para estudiar la actividad en el SAM en condiciones
de estrés salino (modificado de Zeng et al., 2024).

3.5. CUANTIFICACION DE CLOROFILAS.
La cantidad de clorofilas se cuantificé en hojas adultas de roseta. Las hojas se recogieron en tubos de
plastico de 2 ml con 4 micro-esferas de vidrio, se congelaron inmediatamente en N; liquido. Las muestras

se conservaron congeladas a -80°C hasta su procesamiento (figura 3).

Todo el proceso de extraccién de clorofilas se realizé en frio (4°C). Las muestras se pulverizaron en un
molino de oscilacién horizontal Retsch MM400 durante 1 minuto a 30 Hz. Se afiadieron 700 pL de acetona
fria al 80% por muestra. La extraccidn se llevd a cabo en oscuridad, a 4 °C y en agitacién suave durante 30

minutos. A continuacion, los tubos se centrifugaron 14 minutos a 14000 rpm. 400 uL de los sobrenadantes
obtenidos se transfirieron a tubos nuevos. Se determinaron los valores de absorbancia a 663 nm para la
clorofila ay 645 nm para la clorofila b en un espectrofotémetro Jenway 7205. Como blanco, se utilizaron

400 pL de acetona. Para calcular la clorofila total se empled la siguiente formula (Porra et al., 1989).

Clorofila (a + b) =[8,02(A663) + 20,20(A645)]V/100W

Donde V = Volumen del extracto, W = Peso fresco de la hoja
Unidades expresadas en mg de clorofilas por g de peso fresco
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3.6. CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS.

A partir del mismo tipo de material utilizado para cuantificar clorofilas, también se determind la cantidad
de antocianinas. Para ello, tras moler las muestras, se afiadié a cada una 400 puL de metanol acidificado
con 1% de HCl frio. La extraccion se llevé a cabo en oscuridad, a 42C y en agitacion suave durante toda la
noche. Al dia siguiente, para separar las clorofilas se afiadieron por muestra 400 pL de H,0 destilada y 400
pL de cloroformo, ambos frios. Tras homogeneizar bien con vértex, se centrifugaron los tubos a 14000
rpm por 2 minutos a temperatura ambiente. 400 uL de los sobrenadantes obtenidos se transfirieron a
nuevos tubos. Se leyé la absorbancia a 535 nm y 650 nm en un espectrofotémetro Jenway 7205. Como
blanco se utilizaron 400 pL de metanol. El contenido de antocianinas se calculd con la siguiente formula
(Neff & Chory 1998).

Antocianinas = (A535 - A650) / mg de peso fresco.

Unidades arbitrarias (ua) por mg de peso fresco

La absorbancia para antocianinas se lee a 535 nm, que es donde el croméforo Flavylium presenta un pico
maximo de lectura; y la segunda lectura se toma a una longitud de onda de 650 nm, para medir clorofilas
que puedan interferir con la medicidn de las antocianinas. De este modo, se corrige la absorcidn por la
clorofila, obteniéndose una medida mas precisa de la concentracién de antocianinas (Giusti & Wrolstad,

2001; Wrolstad et al., 2004).

El Flavylium es un ion positivo que se forma a partir de la unién de un anillo benzopirano con un anillo
pirano. Esta estructura es lo que da a las antocianinas el color rojo, purpura o azul dependiendo de los

sustituyentes en el anillo y del pH.

3.7. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LINEAS TESTIGO FLUORESCENTES EN EL APICE DE LA
INFLORESCENCIA MEDIANTE MICROSCOPIA CONFOCAL

En primer lugar, se eliminaron con unas pinzas los frutos y las flores grandes del dpice de la inflorescencia.
A continuacién, se cortd el mismo, con unos 5 mm del tallo, se colocé en una placa con agaral 1,5 % y se
cubrié con agua. Bajo la lupa y con ayuda de pinzas o agujas de insulina, se eliminaron las yemas florales
hasta que el SAM quedd descubierto. El dpice se tifié con el colorante FM4-64 (tifie membranas celulares),
con una concentracion de 50 pug/ml, durante 10 minutos en oscuridad. Posteriormente se enjuago el apice

con agua destilada y se procedio a su observacién en el microscopio confocal.

Las imagenes se obtuvieron con el microscopio confocal Stellaris Leica SP8 utilizando un objetivo HC
FLUOTAR L VISIR 25x/0.95 de inmersidn-agua. Se obtuvieron secciones dpticas de todo el dominio del
SAM cada 0,5 um. Los pardmetros de adquisicidon de imagenes se mantuvieron constantes para cada linea
testigo analizada (Tabla 2), de forma que los resultados fueran comparables entre los diferentes tiempos
analizados y entre condiciones control o de estrés salino. Se analizaron al menos 2 meristemos por linea

testigo, tratamiento y tiempo de recogida.
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Tabla 2. Parametros Confocal

Excitacion Emision
FM4-64 485 nm 690-789 nm
GFP 485 nm 503-519 nm
VENUS 505 nm 516-543 nm
Pardmetros
Smart Gain Smart Intensity Smart Wavelength Pinhole Zoom
CLv3 50,1 40,24% 485 nm 1,00 AU 2,00
Wus 50,1 84,21% 485 nm 1,00 AU 2,00
STM 50,1 505 nm 1,00 AU 2,00

Las imdgenes se procesaron con el programa Fiji. Para calcular el area del meristemo, primero se calibré

la escala en 50 um con la herramienta “Scale bar”. A continuacidn, se obtuvo laimagen del SAM utilizando

la herramienta “Stacks™= “Z Proyect™ = “"Max Intensity”. Finalmente, se delimité el area y calculd el

tamafio del SAM con la herramienta "Stacks™ y “Poligon sections™ (figura 4).

Figura 4. Proyeccion de intensidad maxima en 3D. Obtenida a partir de secciones dpticas para calcular el drea del meristemo

utilizando el programa Fiji.
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4. RESULTADOS
4.1. IMPACTO DE LA SALINIDAD EN EL DESARROLLO DE LA INFLORESCENCIA DE ARABIDOPSIS
4.1.1 Optimizacidn de la concentracién de sal para llevar a cabo los ensayos

En un primer ensayo, regamos periédicamente plantas de Arabidopsis, de los ecotipos Ler y Col, con 50 y
100 mM NaCl tras la floracién, tal y como se describe en la seccién correspondiente de materiales y
métodos. El efecto de la sal comenzd a observarse a las dos semanas después de la floracién. El tamafio
de las hojas de roseta disminuyd y adquirieron una tonalidad mas oscura. También se redujo

notablemente la altura de la inflorescencia en ambos ecotipos (figura 5A).

Respecto a la produccién de flores, las concentraciones de sal ensayadas no tuvieron mucho efecto en las
plantas de Col, observandose una ligera reduccién en el periodo que el meristemo se mantuvo activo
(figura 5B y D), aunque el niumero total de flores producidas no varié (figura 5B y C). En Ler, tampoco se
observaron grandes cambios al regar las plantas con 50 mM de sal, aunque si se detecté una ligera
disminucidn, estadisticamente significativa, tanto en la produccién de flores como en los dias de actividad

del SAM en las plantas regadas con 100 mM NacCl (figura 5B-D).
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Figura 5. (A) Imdgenes representativas de la inflorescencia de plantas del ecotipo Ler, regadas con 0 (control, izquierda) y 100 mM
sal (derecha) 10 dias después de la floracién. Se puede observar como la sal redujo el crecimiento de la inflorescencia de la planta.
(B) Numero acumulado de flores y frutos en la inflorescencia principal de plantas de los ecotipos Ler y Col regadas con 0, 50 y 100
mM de sal después de la floracidn. La grafica representa el promedio y la desviacion estandar de 16 plantas por ecotipo y
tratamiento. sem = semanas. (C) Nimero total de flores en la inflorescencia principal por ecotipo y por tratamiento. (D) Dias de
actividad del meristemo de la inflorescencia principal por ecotipo y por tratamiento. En (C-D) los puntos representan observaciones
independientes (n=16) y las lineas horizontales negras indican la mediana. Las letras indican grupos estadisticos obtenidos mediante
ANOVA unidireccional (p < 0.05).
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En el siguiente ensayo aumentamos la concentracién de sal en el riego a 150 y 200 mM. De nuevo, las
plantas de Col mostraron mayor tolerancia y la actividad del SAM apenas se vio afectada, tanto respecto
al numero total de flores producidas como respecto al nimero de dias durante los cuales el meristemo
permanecio activo (figura 6). Sin embargo, la altura de la inflorescencia se vio notablemente reducida
(figura 7). En Ler, suplementar el riego con 150 mM de NaCl si tuvo un efecto significativo en la actividad
del SAM y este efecto aun fue mas notable en las plantas regadas con 200 mM de NaCl. Ademas de
restringir el crecimiento de la inflorescencia (figura 7), la sal redujo sensiblemente el nimero de flores

producidas en la inflorescencia principal, asi como el nimero de dias en que el SAM permanecid activo

(figura 6).
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Figura 6. (A) Numero acumulado de flores y frutos en la inflorescencia principal de plantas de los ecotipos Ler y Col regadas con 0,
150 y 200 mM de sal después de la floracién. La grafica representa el promedio y la desviacién estandar de 16 plantas por
tratamiento. sem = semanas. (B) Numero total de flores en la inflorescencia principal por ecotipo y por tratamiento. (C) Dias de
actividad del meristemo de la inflorescencia principal por ecotipo y por tratamiento. En (B-C) los puntos representan observaciones
independientes (n=16) y las lineas horizontales negras indican la mediana. Las letras indican grupos estadisticos obtenidos mediante
ANOVA unidireccional (p < 0.05).

El SAM proporciona las células necesarias tanto para el desarrollo de los tejidos del tallo como para la
formacion de nuevos drganos laterales (flores). Sin embargo, nosotros hemos observado que la
elongacién del tallo es mas susceptible a la salinidad. Esta observacién podria indicar que la distribucion
de células procedentes del SAM se ve afectada por el estrés (se destinarian mas células a la producciéon
de drganos laterales) y/o que la sal interfiere en estadios posteriores del desarrollo del tallo como, por

ejemplo, en la elongacidn de los entrenudos. Por otra parte, hemos observado que las plantas del ecotipo
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Ler son mas sensibles al tratamiento con sal respecto a Col. Este mayor efecto en Ler es contrario a lo
publicado en Lee et al., 2022. En este trabajo, se muestra que las plantulas de Arabidopsis de Ler crecen
mejor que Col en medio suplementado con diferentes concentraciones de NaCl y 5 mM de nitrato.
Nuestro resultado puede ser contrario quiza debido a que no hemos suplementado con nitrato el medio,
es decir, el nitrato podria aumentar la susceptibilidad de las plantas a la salinidad. Otra razén podria ser
que lo observado durante el desarrollo vegetativo no tiene por qué ser igual durante el desarrollo

reproductivo que, en general, es mas sensible al estrés abidtico.

Por lo tanto, seleccionamos regar las plantas con 200 mM de sal para futuros ensayos, debido al impacto

claro en el desarrollo reproductivo de la planta sin ocasionarle la muerte.

Control Sal Control Sal Control  Sal Control Sal
2 semanas 3 semanas 2 semanas 3 semanas

Ler Col

Figura 7. Imagenes representativas de la inflorescencia de plantas del ecotipo Ler y Col, regadas con 0 (izquierda) y 200 mM sal
(derecha), a las 2 y 3 semanas después de la floracion. El efecto de la sal se manifestd en una reduccidn de la altura de la planta, de

la superficie foliar y del nimero de flores y frutos.

4.1.2. Efecto de la mutacién erecta en la actividad del SAM bajo estrés salino

En el ensayo previo detectamos que las plantas del ecotipo Ler eran mas sensibles al riego con sal que Col.
En el siguiente ensayo nos preguntamos si esta diferencia pudiera estar relacionada con la presencia de
la mutacién erecta, ya que en trabajos previos han relacionado al gen ERECTA con la tolerancia a
diferentes tipos de estrés abidtico (Shanmugam et al., 2020; Nanda et al., 2019). Para evaluar esta idea,

afiadimos al analisis al mutante er-105, con la mutacion en erecta en un fondo genético Col.
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La actividad del SAM del mutante er-105 se vio afectada desde el inicio de los tratamientos. Una semana
después de la floracion, la tasa de produccién de flores disminuyd drasticamente respecto a la de las
plantas control (figura 8A). También se redujo muy notablemente la elongacidn de la inflorescencia (figura
9 - 11). Por tanto, la actividad del SAM de er-105 parece ser hipersensible al estrés salino. La diferencia en
la respuesta entre Ler y Col, y entre Col y er-105 lleva a pensar que ERECTA estaria relacionado con el
mantenimiento y la actividad meristematica en condiciones de estrés salino. El fuerte impacto que la
salinidad tiene en el desarrollo de los mutantes er-105 estd de acuerdo con lo mostrado en trabajos

previos (Mandel et al., 2014).
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Figura 8. (A) Nimero acumulado de flores y frutos en la inflorescencia principal de plantas de los ecotipos Ler, Col y er-105 regadas
con 0y 200 mM de sal después de la floracién. En (A) la grafica representa el promedio y la desviacion estandar de 16 plantas por
tratamiento. sem = semanas. (B) Numero total de flores en la inflorescencia principal por ecotipo y por tratamiento. (C) Dias de
actividad del meristemo de la inflorescencia principal por ecotipo y por tratamiento. En (C-D) los puntos representan observaciones
independientes (n=16) y las lineas horizontales negras indican la mediana. Las letras indican grupos estadisticos obtenidos mediante
ANOVA unidireccional (p < 0.05).
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Figura 9. Altura de la inflorescencia principal de las plantas de los ecotipos Ler, Col y er-105. La grafica representa el promedio y la
desviacidn estdndar de 16 plantas por tratamiento. sem = semanas.
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Control Sal Control Sal Control Sal
Ler Col er-105

2 semanas

Figura 10. (A) Imagenes representativas de la inflorescencia de plantas del ecotipo Ler, Col y er-105, regadas con 0 (izquierda) y 200
mM sal (derecha), a las 2 semanas después de la floracidn. La inflorescencia de los mutantes er-105 apenas elongé de la roseta en
las plantas tratadas con sal.

Control Sal Control Sal Control Sal

Ler Col er-105
3 semanas

Figura 11. (B) Imdgenes representativas de la inflorescencia de plantas del ecotipo Ler, Col y er-105, regadas con 0 (izquierda) y 200
mM sal (derecha), a las 3 semanas después de la floracion.
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También se cuantificé el contenido de clorofilas (indicador de crecimiento, capacidad fotosintética, etc.)
y antocianinas (indicador de la respuesta a estrés) en hojas de roseta como métodos sencillos para evaluar
posibles diferencias en el grado de estrés experimentado por las plantas durante el ensayo. Los niveles de
clorofilas no presentaron cambios significativos entre ecotipos o como resultado del tratamiento (figura
12). Curiosamente, los niveles de clorofila bajaron notablemente en todos los casos a las dos semanas

después de la floracién, una observacion para la que no tenemos una explicacién facil.

Contenido de Clorofilas

mg clorofila/g de peso fresco
mg clorofila/g de peso fresco
Y

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
semanas semanas
Ler Col er-105 Ler Col er-105
Control Sal

Figura 12. Cuantificacion de clorofilas (mg de clorofilas/g de peso fresco) en hojas de roseta de plantas de los ecotipos Ler, Col y er-
105, a las 3 semanas después de la floracidn. Control, riego con agua del grifo. Sal, riego con agua del grifo suplementada con 200
mM de sal. Las gréficas representan el promedio y la desviacion estandar de 5 muestras por ecotipo y tratamiento.

Los niveles de antocianinas fueron muy bajos, practicamente indetectables, en todos los ecotipos en
condiciones control. En las plantas regadas con sal, solo se detectd un aumento significativo en los niveles
de antocianinas en las hojas de los mutantes er-105 a las 3 semanas después de la floracion. Los niveles
mas altos de antocianinas en er-105 apoyarian una mayor susceptibilidad de estas plantas al estrés salino,

lo que esta de acuerdo con otros trabajos previos (Nanda et al., 2020) (figura 13).

Contenido de Antocianinas

ua por mg peso fresco
o
ua por mg peso fresco

o - - o o . Bl

semanas semanas

Ler Col er-105 Ler Col er-105

Control Sal

Figura 13. Cuantificacion de antocianinas (ua* por mg de peso fresco) en hojas de roseta de plantas de los ecotipos Ler, Col y er-105,
a las 3 semanas después de la floracidn. Control, riego con agua del grifo. Sal, riego con agua del grifo suplementada con 200 mM
de sal. Las graficas representan el promedio y la desviacidn estandar de 5 muestras por tratamiento. *ua=unidades arbitrarias.
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En resumen, nuestro analisis estd de acuerdo con trabajos previos que muestran que los mutantes er-105
son hipersensibles a diferentes tipos de estrés abidtico, como salinidad o calor (Shen et al., 2015; Nanda
etal., 2020; Shanmugam et al., 2020). Con el objetivo de entender mejor el papel de erecta en la tolerancia
al estrés por sal durante el desarrollo reproductivo, en futuros ensayos se incluiran plantas que

sobreexpresen ERECTA, asi como el ecotipo Landsberg (sin la mutacion erecta) de Arabidopsis.

4.1.3. Efecto de aumentar la temperatura en la actividad del SAM bajo estrés salino.

Nuestra siguiente pregunta fue: é¢Se puede aumentar la absorcién de sal por la planta al subir la
temperatura y de esta forma aumentar la transpiracién? Esto podria aumentar el impacto de la salinidad

en el desarrollo reproductivo.

En este ensayo, el desarrollo de la inflorescencia de plantas er-105 y Col fue mas similar (figura 14), es
decir, el impacto de la mutacién erecta fue menor que a 22 °C (figura 9). De hecho, la mayor reduccién
en la actividad del SAM bajo estrés salino se observé en Ler, tanto considerando la produccidn total de
flores como el periodo de actividad del meristemo. Respecto a la altura de la inflorescencia, esta se redujo
de forma similar en los 3 ecotipos en comparacion con las plantas control (figura 14B). Los niveles de
clorofilas, determinados a las 2 semanas tras la floracién, disminuyeron significativamente en Lery er-105
y apenas cambiaron en Col tras el tratamiento con

sal, lo que podria estar relacionado con su mayor

tolerancia al estrés (mayor crecimiento y produccién de frutos).

A45 0 mM Ler B 45 0 mM Ler
@ —200 mM Ler — —200 mM Ler
S 4w 0mM Col € 40 0 mM Col
g - —200 mM Col CA —200 mM Col
s —0 mM er-105 o8 35 0 mM er-105
8 w0 200 mM er-105 E 30 —200 mMer-105
3 2
-';“ 25 g 25
g 20 E 20
o 15 8 15
o 10 i ] —t
10
1] J e A e w—
E s 2 s =
z , <o
1sem 2sem 3sem 4sem 5sem 1sem 2 sem 3 sem 4sem
50
- o 50
<] £ 05
S o o
S a 2 2
& 40 2 4% ]
> ool H a =
0 S R : -
8 £ c c o
g : : 3 g
2 30 oes ) | g 3 o mwe g .
£ . hror '.':' . -‘% .o . ™ {n
"} . o0 . £ p FTT moem . o
o 20 S 20 —_— . =
° ¢ 3 . w 2 “ wu e o e 5 %
K=l 5 b Whe S - 2
= vone o Ly wmae . | S
2 10 —FL . @ 10 - O u
Q o -] . oo
£ ) £ l
3 8
Z o0 o o
SalmM 0 200 200 0 200 0O 200 0 200 O 200 0O 200 0 200 O 200
Ler Col er-105 Ler Col er-105 Ler Col er-105

Figura 14. A) Nimero acumulado de flores y frutos en la inflorescencia principal de plantas de los ecotipos Ler, Col y er-105 regadas
con 0y 200 mM de sal después de la floracion. (B) Altura de la inflorescencia principal de las plantas de los ecotipos Ler, Col y er-
105. En (A-B) las graficas representan el promedio y la desviacién estandar de 16 plantas por tratamiento. sem = semanas. (C)
Ndmero total de flores por ecotipo y por tratamiento. (D) Dias de actividad del meristemo por ecotipo y por tratamiento. En (C-D)
los puntos representan observaciones independientes (n=16) y las lineas horizontales negras indican la mediana. Las letras indican
grupos estadisticos obtenidos mediante ANOVA unidireccional (p < 0.05) ANOVA. (E) Cuantificacion de clorofila (mg clorofila/g de
peso fresco) en hojas de roseta de plantas de los ecotipos Ler, Col y er-105 a las 2 semanas de la floracion. La grafica representa el
promedio y la desviacion estandar de 5 muestras por ecotipo y tratamiento.
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En general, subir la temperatura 22°C ( 22 a 24 °C) tuvo un impacto negativo notable en el desarrollo de

la inflorescencia de las plantas bajo estrés salino, observandose apices secos y frutos abortados que
pueden alterar la interpretacidon de los resultados obtenidos. Por tanto, no consideramos de interés

utilizar esta temperatura en nuestros ensayos.

4.2 ANALISIS CELULAR DE LA ACTIVIDAD DEL SAM EN CONDICIONES DE ESTRES SALINO

4.2.1. Descripcion de los ensayos

Se analizé el desarrollo de la inflorescencia y la actividad en el dpice de lineas testigo fluorescentes para
los principales reguladores de la actividad del SAM: el pequefio péptido sefializador CLV3 [CLV3p:GFP(-
ER)] y los factores transcripcionales WUS [WUSp:GFP(-ER)] y STM (STMp:STM-VENUS). Con el objetivo de
monitorizar el grado de estrés en estas lineas, se cuantificaron clorofilas y antocianinas alas 1, 2y 3

semanas tras la floracidn. El ensayo se llevé a cabo en condiciones de 0 y 200 mM de sal en riego, bajo

fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad a 22°C.

En primer lugar, se analizé el desarrollo de la inflorescencia en condiciones control y salinidad, observando
que las tres lineas mostraron fenotipos muy similares entre si y respecto a las plantas silvestres Ler, como
cabia esperar. El numero de flores y el periodo de actividad del meristemo también fueron similares entre
las lineas testigo y Ler, tanto en condiciones control como de estrés salino (figura 15). La inflorescencia

principal también mantuvo patrones de crecimiento similar en todos los casos (figura 16).
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Figura 15. (A) Numero acumulado de flores y frutos en la inflorescencia principal de plantas de las lineas testigo CLV3p:GFP(-ER),
WUSp:GFP(-ER) y STMp:STM-VENUS regadas con 0 y 200 mM de sal después de la floracion. (B) Numero total de flores en la
inflorescencia principal por linea y por tratamiento. (C) Dias de actividad del meristemo de la inflorescencia principal por linea y por
tratamiento. En (B-C) los puntos representan observaciones independientes (n=16) y las lineas horizontales negras indican la
mediana. Las letras indican grupos estadisticos obtenidos mediante ANOVA unidireccional (p < 0.05).
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Figura 16. (A) Altura de la inflorescencia principal de las plantas de las lineas testigo CLV3p:GFP(-ER), WUSp:GFP(-ER) y STMp:STM-
VENUS. regadas con 0y 200 mM de sal después de la floracién. En (A) la grafica representa el promedio y la desviacidn estdndar de
16 plantas por tratamiento. sem = semanas. (B) Altura de la inflorescencia principal de las lineas testigo CLV3p:GFP(-ER), WUSp:GFP(-
ER) y STMp:STM-VENUS por tratamiento. En (B) los puntos representan observaciones independientes (n=16) y las lineas
horizontales negras indican la mediana. Las letras indican grupos estadisticos obtenidos mediante ANOVA unidireccional (p < 0.05).

A continuacion, analizamos el contenido de clorofilas en las lineas testigo y observamos un patrén similar
en todos los casos, en condiciones control y en sal, obteniéndose, en general, lecturas mas bajas en la

segunda semana tras la floracidn, al igual que habiamos observado en ensayos previos (figura 17).
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Figura 17. Cuantificacion de clorofilas (mg de clorofila/g de peso fresco) en hojas de roseta de plantas de las lineas testigo CLV-p:GFP(-
ER), WUSp:GFP(-ER) y STMp:STM-VENUS a las 1, 2 y 3 semanas después de la floracion. Control, riego con agua del grifo. Sal, riego
con agua del grifo suplementada con 200 mM de sal. La grafica representa el promedio y la desviacidén estandar de 5 muestras por
tratamiento.

Respecto a antocianinas, los valores fueron muy bajos, practicamente indetectables en las plantas
tratadas con sal a la 1y 2 semana tras la floracién. Si se observé un incremento notable a las 3 semanas
en todas las lineas y de forma similar al parental silvestre Ler, lo que se relacionaria con un aumento en la

intensidad del estrés (figura 18).
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En resumen, el comportamiento de las lineas testigo fue muy similar al del parental silvestre en todos los
parametros de crecimiento y estrés analizados. Por tanto, estas lineas son una herramienta valiosa para
analizar los posibles cambios en los patrones de expresién de CLV3, WUS y STM en plantas del ecotipo Ler

sometidas a estrés salino.

Contenido de Antocianinas
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Figura 18. Cuantificacion de antocianinas (ua* por mg de peso fresco) en hojas de roseta de plantas de las lineas testigo CLV3p:GFP(-
ER), WUSp:GFP(-ER) y STMp:STM-VENUS, a la 1, 2 y 3 semanas después de la floracién. Control, riego con agua del grifo. Sal, riego
con agua del grifo suplementada con 200 mM de sal. Las gréficas representan el promedio y la desviacion estandar de 5 muestras
por ecotipo y tratamiento. *ua=unidades arbitrarias.

4.2.2 Andlisis del tamafio del SAM en condiciones de estrés salino

Para estimar posibles variaciones en el tamafio del SAM como resultado de la exposicion a estrés, se
recogieron apices inflorescentes a la 1, 2 y 3 semanas tras la floracién, es decir desde el inicio del
tratamiento. Las areas se obtuvieron con el programa de analisis de imagen Fiji a partir de imagenes

obtenidas mediante microscopia confocal.

En condiciones control, el SAM disminuyd su tamafio progresivamente tras la floracidn, pasando de 6013
um? en la primera semana a 1361 um? en la tercera semana (reduccién del 77%). Este efecto ya habia sido
descrito previamente: el meristemo va disminuyendo su tamafio conforme la planta va envejeciendo
(Balanza et al., 2018). Una posibilidad seria que el SAM vaya perdiendo células durante el desarrollo de la
planta, es decir, que el balance entre las células que se incorporan a érganos laterales y las producidas
por las células madre sea negativo. En condiciones de salinidad, el SAM era mas pequefio (4351 um?)
respecto al control una semana tras la floracién. Durante las siguientes dos semanas su tamafio también
se redujo progresivamente, pero en menor medida que en las plantas control, y se mantuvo mas o menos
constante entre la segunda (2858 um?) y la tercera semana (2414 um?). Como resultado, el SAM de las
plantas bajo estrés salino era mas grande que el de las plantas control a las 3 semanas después de la
floracién (figura 19). En resumen, nuestro andlisis indica que hay una relacién entre la actividad del SAM

(produccién de flores) y su tamafio. De este modo, SAMs mas activos (en condiciones control) disminuyen
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progresivamente de tamafio mas rapido que en condiciones de salinidad, donde la producciéon de flores

esta restringida.
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Figura 19. (A) Area del SAM en pm? de plantas regadas con agua del grifo (izquierda) o agua del grifo suplementada con 200 mM de
sal (derecha), durante 1, 2 y 3 semanas tras la floracién. Los puntos representan observaciones independientes (n=16) y las lineas
horizontales la mediana. Las letras representan grupos estadisticos obtenidos mediante ANOVA unidireccional (p < 0.05). (B)
Imagenes representativas del SAM de plantas regadas con agua del grifo (control) o agua del grifo suplementada con 200 mM NaCl
(sal) durante 1, 2 y 3 semanas tras la floracion. Los trazos amarillos delimitan el SAM. Barras de escala, 50 um.

4.2.3. Andlisis mediante lineas testigo fluorescentes de la red reguladora CLV3-WUS-STM

Como se ha descrito en la introduccidn, la red genética establecida por CLV3, un pequeiio péptido
sefializador y los factores transcripcionales WUS y STM tiene un papel central en la regulacién de la
actividad del SAM. Ademas, varios trabajos previos muestran como WUS y STM son puntos de entrada de

informacion ambiental en las células del SAM (Pfeiffer et al., 2017).

Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal muestran que el dominio de expresion de
CLV3p:GFP(-ER) se redujo progresivamente después de la floracién en las plantas control, en linea con la
disminucién en el drea del SAM observada. En las plantas regadas con sal, el dominio de expresion de
CLV3p:GFP(-ER) era sensiblemente mas pequefio respecto a las plantas control una semana después de
la floracién. Sin embargo, este dominio ya no se redujo mas a las 2 y 3 semanas, en contraste con lo

observado en los apices control. Es decir, la variacion en los dominios de expresién de CLV3p:GFP(-ER), y
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por tanto en el tamafio de la poblacién apical de células madre, reflejaba los cambios en el tamafio del

SAM, tanto en condiciones control como en sal (figura 20).

A CLV3p:GFP (ER)

Control Sal

2 Semana 1 Semana

3 Semana

Figura 20. Imagenes representativas de la actividad de las linea testigo CLV3p:GFP(-ER), a las 1, 2 y 3 semanas después de la floracion
en el apice de la inflorescencia principal de plantas regadas con agua del grifo (control) y agua del grifo suplementada con 200 mM
de NaCl (sal). Barras de escala, 50 um.

La actividad de la linea testigo WUSp:GFP(-ER) también se correlacioné con los cambios observados en el
tamafio del SAM. Como se ha descrito (Balanza et al., 2018), el area de expresidn en las plantas control

disminuyd con el tiempo, siendo practicamente indetectable en el centro del SAM a la tercera semana
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tras la floracion. Bajo condiciones de salinidad, el dominio de expresion era menor respecto al control una
semana tras la floracion. Sin embargo, y de forma similar a lo observado en el testigo para CLV3, la
reduccion progresiva del area de expresion a las 2 y 3 semanas tras la floracion fue menor respecto a las
plantas control. Por lo tanto, después de 3 semanas de la floracidn, los niveles y el dominio de expresion

de WUSp:GFP(-ER) fueron mds altos en salinidad que en condiciones control (figura 21)-

B WUSp:GFP (-ER)

Control Sal

2 Semana 1 Semana

3 Semana

Figura 21. Imagenes representativas de la actividad de las lineas testigo WUSp:GFP(-ER), alas 1, 2 y 3 semanas después de la floracion
en el dpice de la inflorescencia de plantas regadas con agua del grifo (control) y aguan del grifo suplementada con 200 mM de NacCl
(sal). Barras de escala, 50 pm.
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La linea testigo STMp:STM-VENUS mostré un comportamiento completamente diferente. En condiciones
control, sus niveles de actividad se mantuvieron constantes tras la floracion, mientras que en condiciones
salinas se observé una disminucion muy drdstica de su actividad, siendo practicamente indetectable en el
apice a partir de la segunda semana después de la floracidn (figura 22). Es de destacar que estos cambios
se observaron tanto en el SAM como en los meristemos florales, lo que sugiere una respuesta comun

frente al estrés.

C STMp:STM-VENUS

Control

2 Semana 1 Semana

3 Semana

Figura 22. Imagenes representativas de la actividad de las lineas testigo STMp:STM-VENUS), a las 1, 2 y 3 semanas después de la
floracion en el apice de la inflorescencia de plantas regadas con agua del grifo (control) y aguan del grifo suplementada con 200 mM
de NacCl (sal). Barras de escala, 50 um.
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4.3 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DEL SAM de MUTANTES dellaKO y bp EN CONDICIONES DE ESTRES
SALINO

Una vez puestos a punto los ensayos de salinidad, nos parecié interesante estudiar cdmo se comporta el
SAM de los mutantes dellaKO y bp frente al estrés salino. dellaKO es un mutante de perdida de funcién
en las 5 proteinas DELLA de Arabidopsis (Achard et al., 2006; Achard et al., 2008) que, como se ha
comentado en la introduccién son reguladoras de las respuestas defensivas de la planta. En condiciones
control, los mutantes dellakO presentan un SAM mas grande que produce mas flores que el silvestre
(Serrano-Mislata et al., 2017). Por otra parte, se ha descrito que los mutantes de pérdida de funcién en
bp, un gen KNOX, muestran mayor susceptibilidad al estrés (Cai et al., 2023) y que, en general, la actividad
de los genes KNOX favorece la tolerancia a sal (Cai et al., 2023; Cao et al., 2023). Pero, ¢de qué forma se

ve la actividad del SAM alterada por el estrés?

En un primer ensayo, se regaron las plantas con concentraciones bajas de sal (50 y 100 mM de NaCl), que

apenas tenian impacto en la actividad del SAM de plantas silvestres (figura 5).

En el mutante dellaKO, observamos que con 50 mM de sal hubo una ligera reduccién en el nimero total
de flores producidas respecto a las plantas control, pero no significativa. Esta reduccidn si fue significativa
en las plantas regadas con 100 mM de sal, estando la produccién de flores en el rango de las producidas
por las plantas silvestres Ler sin estrés. Del mismo modo, el periodo de actividad del meristemo de las

plantas dellaKO se redujo significativamente en las plantas regadas con 100 mM NaCl (figura 23).
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Figura 23. (A) Nimero acumulado de flores y frutos en la inflorescencia principal de plantas mutantes dellakO regadas con 0, 50 y
100 mM de sal después de la floracidn. (B) Numero total de flores en la inflorescencia principal por linea y por tratamiento. (C) Dias
de actividad del meristemo de la inflorescencia principal por linea y por tratamiento. En (B-C) los puntos representan observaciones
independientes (n=16) y las lineas horizontales negras indican la mediana. Las letras indican grupos estadisticos obtenidos mediante
ANOVA unidireccional (p < 0.05).
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El comportamiento del mutante bp-1 fue completamente diferente: ni el nimero de total de flores
producidas ni el periodo de actividad del SAM se vieron afectados por el riego con sal. En condiciones
control, bp-1 produjo menos flores que el parental silvestre, lo que esta de acuerdo con el papel de los

genes KNOX en promover la funcidon meristematica (figura 24).
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Figura 24. (A) Nimero acumulado de flores y frutos en la inflorescencia principal de plantas de la linea mutante bp-1 regadas con 0,
50 y 100 mM de sal después de la floracidn. (B) Nimero total de flores por linea y por tratamiento. (C) Dias de actividad del
meristemo por linea y por tratamiento. En (B-C) los puntos representan observaciones independientes (n=16) y las lineas
horizontales negras indican la mediana. Las letras indican grupos estadisticos obtenidos mediante ANOVA unidireccional p(<0,05).

A continuacion, probamos aumentar la concentracion de sal a 150 y 200 mM de NaCl, manteniendo
constantes el resto de condiciones de crecimiento. Se tomaron muestras a las 2 y 3 semanas después de

la floracién para cuantificar clorofilas.

El mutante dellakO presentd una disminucion significativa en el numero de flores producidas en ambos
tratamientos respecto a las condiciones control. Asimismo, el periodo de actividad también se vio
notablemente reducido, incluso a 150 mM de sal, condiciones que tienen un efecto mas moderado en el
parental Ler (figura 25 y 26). En resumen, el anadlisis realizado indica que la actividad del SAM de los

mutantes dellaKO es mas sensible a la salinidad que la del parental silvestre.
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Figura 25. (A) Numero acumulado de flores y frutos en la inflorescencia principal de plantas de la linea mutante dellaKO regadas con
0, 150 y 200 mM de sal después de la floracion. (B) Numero total de flores en la inflorescencia principal por linea y por tratamiento.
(C) Dias de actividad del meristemo de la inflorescencia principal por linea y por tratamiento. En (B-C) los puntos representan
observaciones independientes (n=16) y las lineas horizontales negras indican la mediana. Las letras indican grupos estadisticos
obtenidos mediante ANOVA unidireccional p(<0,05).

Control Sal Control Sal

2 semanas dellakO 3 semanas

Figura 26. Imagenes representativas de la inflorescencia de plantas del mutante dellakO, regadas con 0 (izquierda) y 200 mM de sal
(derecha), a las 2 semanas y a las 3 semanas después de la floracién. La sal redujo la altura de la planta, la superficie foliar y el
numero de flores y frutos.

En general, los niveles de clorofilas fueron un poco mas bajos en dellakKO en comparacién con el parental

silvestre, tanto en salinidad como en condiciones control, lo que estad de acuerdo con el papel descrito
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para las proteinas DELLA en la biosintesis de clorofilas (Cheminant et al., 2011; Ma et al., 2014). En todo
caso, las diferencias fueron pequefias y no parece ser una razén de peso que explique la hipersensibilidad

del SAM de las plantas dellaKO frente a la salinidad (figura 27).
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Figura 27. Cuantificacion de clorofilas (mg de clorofilas/g de peso fresco) en hojas de roseta de plantas silvestres del ecotipo Lery el
mutante dellakO, en la 2 y 3 semana después de la floracién. Control, riego con agua del grifo. Sal, riego con agua del grifo
suplementada con 200 mM de sal. Las graficas representan el promedio y la desviacion estandar de 5 muestras por ecotipo y
tratamiento.

Mientras que 150 mM de sal tenia un impacto en la actividad del SAM de las plantas silvestres, el SAM de
los mutantes bp-1 solo se vio afectado (tanto si se considera la produccion de flores como el periodo de
actividad) cuando la concentracidn de sal en el riego se subié a 200 mM. Por tanto, el SAM de bp se mostré

hiposensible a la salinidad (figura 28 y 29)
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Figura 28. (A) Nimero acumulado de flores y frutos en la inflorescencia principal de plantas de la linea mutante bp-1 regadas con 0,
150 y 200 mM de sal después de la floracidn. La grafica representa el promedio y la desviacion estandar de 16 plantas por linea 'y
tratamiento. sem=semanas. (B) Nimero total de flores en la inflorescencia principal por linea y por tratamiento. (C) Dias de actividad
del meristemo de la inflorescencia principal por linea y por tratamiento. En (B-C) los puntos representan observaciones
independientes (n=16) y las lineas horizontales negras indican la mediana. Las letras indican grupos estadisticos obtenidos mediante
ANOVA unidireccional (p < 0.05)
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bp-1

Figura 29. Imagenes representativas de la inflorescencia de plantas del mutante bp-1, regadas con 0 (izquierda) y 200 mM de sal, a
las 2 semanas y a las 3 semanas después de la floracién. El efecto de la sal se manifestd en una disminucion evidente en la altura
de la planta, reduccion de la superficie foliar y reduccion del nimero de flores y frutos.

El contenido de clorofilas en el mutante bp-1 no presentd diferencias significativas entre la segunda y

tercera semana ni respecto a plantas silvestres Ler (figura 30).
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Figura 30. Cuantificacion de clorofilas (mg de clorofilas/g de peso fresco) en hojas de roseta de plantas silvestres del ecotipo Lery el
mutante bp-1, en la 2 y 3 semana después de la floracidn. Control, riego con agua del grifo. Sal, agua del grifo suplementada con
200 mM sal. Las graficas representan el promedio y la desviacion estdndar de 5 muestras por ecotipo y tratamiento.
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4.4. ANALISIS DE VARIACION NATURAL EN EL DESARROLLO REPRODUCTIVO DE ARABIDOPSIS EN
RESPUESTA A SALINIDAD.

El objetivo de este ensayo fue explorar la variacion natural de Arabidopsis con el objetivo de identificar

nuevos reguladores del desarrollo reproductivo en condiciones de salinidad.
4.4.1. Optimizacién de ensayos

Se analizaron 18 ecotipos de la coleccién Ibérica elegidos al azar y sin requerimiento tedrico de
vernalizacion (Mendez-Vigo et al., 2011), mas Ler y Col, que se cultivaron en las cabinas de uso comun del
invernadero. A partir de la floracion el riego se realizd con agua del grifo (control), o suplementada con

150 0 300 mM de NaCl. Se conté el nimero de flores a las 2 y 3 semanas tras el inicio de los tratamientos.

Una concentracién de 150 mM de sal fue suficiente para observar variabilidad en el nimero de flores
producidas entre los diferentes ecotipos (figura 31). Por otro lado, observamos que la concentracién de
300 mM de sal era excesiva, ya que la mayoria de los ecotipos no llegaron a producir flores antes de
senescer . Ler y Col nos sirvieron como control al ser ecotipos descritos como tolerantes a la sal (Zhu.

2000).

Un primer pardmetro que se midio fue el drea de roseta en el momento de la floracién. El objetivo era
determinar si existia una relacién entre el nimero de flores producidas y la biomasa vegetativa en el
momento de la transicién floral. Por ejemplo, plantas con mas biomasa foliar podrian ser mas tolerantes
y producir mas flores. Se detectd variacién entre los 20 ecotipos, Ler presentd la menor area (352,7 mm?)
y Cha0 la mayor drea (1288 mm?) (figura 31).
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Figura 31. (A) Area de la roseta de los ecotipos estudiados al inicio de |a floracién. La grafica representa el promedio y la desviacién
estandar de 5 muestras por ecotipo. (B) Determinacion del drea roseta con Fiji. Se muestran ejemplos para los ecotipos Ler (con la
roseta mas pequefia) y Cha0 (con la roseta mas grande).
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Por otra parte, también observamos variacion entre los ecotipos al calcular la ratio entre el nUmero de

flores producidas en salinidad respecto a condiciones control (figura 32). A continuacién, determinamos

si existia una posible relacion entre el area de roseta y la ratio de flores producidas (figura 33 y 34).
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Figura 32. Ratio entre el nimero de flores producidas en sal (150 0 300 mM NaCl) y el nimero de flores producidas en condiciones
control para los diferentes ecotipos bajo estudio a las 2 y 3 semanas tras la floracidn. 5 plantas por ecotipo y tratamiento fueron
analizadas.

No observamos una correlacién positiva entre el area de roseta en la floracién y la ratio de flores

producidas en salinidad respecto a control. Es decir, habia ecotipos con rosetas pequefias que produjeron

muchas flores o viceversa (figura 33y 34).
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Figura 33. Relacidn entre el drea de la roseta y la ratio de flores producidas en sal, 150 mM (arriba) y 300 mM NaCl (abajo) a la 2
semana después de la floracion. Los puntos azules representan cada ecotipo (promedio) y las barras la desviacion estandar de 5
muestras por tratamiento. La linea roja muestra la regresion a través de los datos, indicindose el valor de R? a la derecha.
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Figura 34. Relacién entre el drea de la roseta y la ratio de flores producidas en sal, 150 mM (arriba) y 300 mM NaCl (abajo) a la 3
semana después de la floracion. Los puntos azules representan cada ecotipo (promedio) y las barras la desviacion estandar de 5
muestras por tratamiento. La linea roja muestra la regresion a través de los datos, indicandose el valor de R? a la derecha.

Asimismo, medimos la cantidad de clorofilas en hojas de roseta a las 2 y 3 semanas tras el inicio del
tratamiento que relacionamos con la ratio (sal/control) de flores producidas. No sorprendentemente,

observamos ciertas correlaciones positiva entre la cantidad de clorofilas y la produccién de flores en sal.
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Esta correlacién fue mas fuerte al aumentar la extensidn (de 2 a 3 semanas) y la intensidad del tratamiento

(de 150 a 300 mM de sal) (figura 35y 36).
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Figura 35. Graficas representan la relacidn entre la cantidad de clorofilas y la ratio de flores producidas en sal, 150 mM (arriba) y
300 mM NaCl(abajo) respecto al control en las 18 lineas Ibéricas, mas Ler y Col, a la 2 semana después de la floracion. Los puntos
representan cada ecotipo (promedio) y las barras la desviacidén estdndar de 5 muestras por tratamiento. La linea roja muestra la
regresion a través de los datos, indicandose el valor de R? a la derecha.
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Figura 36. Graficas representan la relacidn entre la cantidad de clorofilas y la ratio de flores producidas en sal, 150 mM (arriba) y
300 mM NaCl (abajo) respecto al control en las 18 lineas Ibéricas, mas Ler y Col, a la 3 semana después de la floracidon. Los puntos
representan cada ecotipo (promedio) y las barras la desviacidén estdndar de 5 muestras por tratamiento. La linea roja muestra la
regresion a través de los datos, indicandose el valor de R? a la derecha.
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La produccion de flores si guardo cierta relacién con la condicién de la planta: ecotipos mas sanos (con
mas clorofila), produjeron mds flores. Sin embargo, los niveles de clorofilas no explicaban toda la
variabilidad observada y, de hecho, un porcentaje importante de la misma debia proceder de otros
factores adicionales. También es importante considerar que la variabilidad obtenida en las mediciones
fue muy grande. En general, las plantas no crecieron bien durante este ensayo, con fuentes de estrés

adicionales como, por ejemplo, una presencia masiva de pulgdn en el invernadero.

En resumen, descartamos la concentracidn de 300 mM de sal para los préximos ensayos ya que el estrés
fue demasiado intenso y muchos ecotipos no llegaron a formar flores. Seleccionamos 150 mM de sal en
riego tras la floracién durante 3 semanas para realizar el analisis GWAs. Ademas, vernalizamos todos los

ecotipos a analizar durante 2 meses a 4°C para inducir y homogeneizar la floracion.
4.4.2. Ensayo de variacion natural en el desarrollo reproductivo en condiciones de estrés por sal

Durante este TFM solo dio lugar a realizar un primer ensayo con 58 ecotipos de la poblacion Ibérica, y los
ecotipos Landsberg erecta (Ler) y Columbia (Col) como controles. En este caso, las plantas se cultivaron

en fitotron, por tanto, con condiciones mas controladas. Como se ha comentado, las plantas se

vernalizaron 2 meses a 4°C para inducir y sincronizar la floracion de los ecotipos. Tras la floracién el riego

se realiz6 una vez por semana con 0 y 150 mM de sal. A las 3 semanas se contd el numero total de
estructuras reproductivas (yemas florales, flores adultas y frutos) en la inflorescencia principal. Se
determind qué porcentaje del total de estructuras reproductivas correspondia a yemas cerradas que no
habian progresado a la fase adulta. Un trabajo reciente muestra que la acumulacién de ABA (hormona
sefializadora de estrés) en el dpice de la inflorescencia provoca el arresto del desarrollo floral (Sanchez-
Gerschon et al., 2024). También se midié la altura de la inflorescencia principal y se determiné el peso de

la inflorescencia sin la roseta (este dato no arrojé grandes diferencias y no se ha incluido en el andlisis).

En todos los casos se considerd la ratio sal/control, por lo tanto, si esta ratio era: >1 mds crecimiento en

sal, =1 igual crecimiento en sal, < 1 menor crecimiento en sal.

Los 3 caracteres analizados (altura, numero de estructuras reproductivas y porcentaje de yemas cerradas)
mostraron variacién natural entre los 60 ecotipos analizados. El caracter con mas impacto de la sal fue la
altura de la inflorescencia, lo que estd de acuerdo con nuestro analisis previo, y el que menos la

produccion de flores (figura 37—39)
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Figura 37. Ratio sal/control para la altura de la inflorescencia en 58 ecotipos de la coleccién Ibérica, mas Ler y Col.
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ratios se obtuvieron a partir de 5 plantas por ecotipo.
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Figura 38. Ratio sal/control para el nimero de estructuras reproductivas en 58 ecotipos de la coleccién Ibérica, mas Ler y Col. Las

plantas se regaron con agua del grifo (control) o 150 mM NaCl (sal) durante 3 semanas después de la floracion. Los valores para

obtener las ratios se obtuvieron a partir de 5 plantas por ecotipo.
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Figura 39. Ratio sal/control para el porcentaje de yemas cerradas en 58 ecotipos de la coleccién Ibérica, mas Ler y Col. Las plantas

se regaron con agua del grifo (control) o 150 mM NaCl (sal) durante 3 semanas después de la floracion. Los valores para obtener las

ratios se obtuvieron a partir de 5 plantas por ecotipo.
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Considerando los 3 caracteres juntos, encontramos ecotipos con mayor tolerancia a la salinidad (mas
estructuras reproductivas, altura y menor porcentaje de yemas cerradas) como Col, Glol y Som0 y
ecotipos con mayor susceptibilidad a la salinidad, como Vad0, PunO y Pig0 (menos estructuras
reproductivas, altura y mayor porcentaje de yemas cerradas). Se localizd su posicion geografica, pero no

fue posible determinar algun patrén relacionado con la tolerancia y su ubicacidn (figura 40 y 41).
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Figura 40 Mapa con la distribucidn de los 58 ecotipos de la coleccidn Ibérica analizados, coloreados segun la ratio altura (sal/control)
(izquierda), y segun la ratio nimero estructuras reproductivas (sal/control) derecha. Glo1 y Som0 (mayor tolerancia a la sal), Vado,
Pig0 y PunO (mayor susceptibilidad a la sal).
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Figura 41. Mapa con la distribucion de los 58 ecotipos de la coleccidn Ibérica analizados, coloreados segtn la ratio % de yemas
cerradas (sal/control). Glol y Som0 (menor susceptibilidad a la sal), Vad0, Piq0 y Pun0 (mayor susceptibilidad a la sal).
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5. DISCUSION

La salinidad del suelo es uno de los principales factores limitantes para la producciéon de cultivos de interés
agronémico. En la actualidad, cerca del 10% de las tierras de cultivo estan salinizadas (FAO,
GlobalmapSAS., 2024) como consecuencia de malas estrategias de cultivo, mala calidad del agua o de la
introduccidon de agua salobre dentro del agua de riego. En respuesta, las plantas han desarrollado
mecanismos para protegerse, tolerar o adaptarse al dafio causado por el exceso de sal. Si bien un nimero
importante de trabajos han estudiado el impacto de la salinidad en caracteres como el desarrollo de la
raiz (Lee et al., 2022) o la germinacion (Nanda et al., 2020), apenas se sabe cdmo la salinidad afecta a la
actividad del SAM vy, por tanto, a la produccién de frutos y semillas. Por tanto, nuestro objetivo fue
optimizar las condiciones experimentales para analizar la actividad del SAM en plantas de Arabidopsis

sometidas a estrés salino.

Una primera observacién fue que, en los dos ecotipos de Arabidopsis mas populares en investigacién (Col
y Ler), concentraciones de 50 o 100 mM de sal en riego apenas afectaron a la produccién de flores. Sin
embargo, la longitud de la inflorescencia disminuyd considerablemente, mostrando ser un caracter mas
sensible a la salinidad. Quiza bajo estrés se limite mas la distribucién de las células hacia los tejidos del
tallo que hacia la produccion de flores, la cual garantizaria el establecimiento de la siguiente generacion.
Otra posibilidad seria que etapas posteriores del desarrollo del tallo se vean afectadas. Concentraciones
de sal mas altas, 200 mM Nadl, si restringieron a la produccion de flores. Este efecto fue menor en las
plantas del ecotipo Col, cuyo SAM parece tolerar mejor el estrés. Este resultado difiere de trabajos previos
que indica que las plantas del ecotipo Ler muestran mejor tolerancia a la sal durante el desarrollo
vegetativo (Lee et al., 2022). Esto remarca la importancia de analizar las respuestas frente a estrés

especificamente en el érgano y estadio de desarrollo de interés.

En general, los cambios detectados en la tasa de produccion de flores mostraron relacidn con la dindmica
de crecimiento (tamafio del SAM) y la actividad de reguladores clave del mismo, como el sistema CLV3-
WUS-STM. En respuesta a salinidad, la produccidn de flores disminuyé primero para parar completamente
si el estrés persistia. Esto se relacionaba con una disminucién inicial del tamafio del SAM, que ya apenas
varié con la parada. En contraste, el SAM disminuia progresivamente de tamafio con el tiempo en las

plantas control, como se ha descrito (Balanza et al., 2018).

El andlisis de lineas testigo fluorescentes sugiere que la disminucién inicial en la produccién de flores en
respuesta a la salinidad podria ser consecuencia de la bajada en los niveles de expresién de CLV3 y WUS.
Es decir, en una primera fase de la respuesta se producen menos flores, el SAM reduce su tamafio y el
sistema CLV3-WUS aparece ligeramente reprimido. Si el estrés persiste, la actividad del SAM se para
completamente y éste no disminuye mas de tamafio. Esta parada total podria estar relacionada con una
bajada brusca en los niveles de STM, como apoya el analisis de lineas testigo. Trabajos previos ya han
relacionado a STM con la integracion de sefiales de estrés en el SAM (Pfeiffer et al., 2017), aunque como

los niveles de STM se relacionan con cambios en la actividad del SAM no se habia descrito. En el momento
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de la parada, los niveles de WUS y CLV3 se mantuvieron constantes, sin bajar mds. Una posibilidad es que
los niveles de WUS no varien porque no hay nueva produccién de frutos. Trabajos previos (Balanza et al.,
2018) apoyan la existencia de una sefial procedente de los frutos o semillas que regula negativamente los
niveles de WUS. Es decir, los niveles de WUS podrian responder tanto a la sefial por sal en inflorescencias
jévenes como, posteriormente, a la sefial procedente de frutos o semillas. En el caso de STM, la respuesta
principal parece ser al estrés. En Balanza et al., 2018 se muestra como los niveles de STM no varian con la
edad o produccién de frutos por la planta. En resumen, nuestro analisis indica la existencia de dos fases

en la respuesta del SAM a la salinidad:

- Una fase inicial donde disminuye la tasa de produccién de flores, el SAM reduce su tamafio y bajan los

niveles de expresion de WUS'y CLV3.

- Una segunda fase donde la actividad del SAM se para por completo y no varia de tamafio, entra en una
especie de estado de quiescencia. Este estado estd relacionado con el mantenimiento de niveles
constantes de expresiéon de WUSy CLV3, mientras STM baja dramdaticamente. Destacar que estos cambios
se observaron tanto en el SAM como en los meristemos florales, lo que apoya una regulacién comun en

la respuesta frente al estrés.

Trabajos previos muestran que ER controla la actividad del SAM a través de restringir la expresién de WUS
y CLV3 (Nanda et al., 2020; Zhang et al., 2021). Por tanto, ER podria ser un candidato a regular la actividad
del SAM en condiciones de estrés, al menos durante la exposicion inicial al mismo, caracterizada por la
bajada en la expresidon de WUS'y CLV3. Es decir, |a sefial de estrés podria transmitirse a las células del SAM
a través de ER (figura 42). De hecho, la actividad de ER favorece la tolerancia a estrés abidtico. Por
ejemplo, la expresidn de una version truncada de la proteina ERECTA mejora la tasa de germinacion, la
formacion de biomasa y la homeostasis idnica en soja (Shanmugam et al., 2020). De acuerdo con trabajos
previos (Nanda et al., 2020), nosotros observamos que la actividad del SAM de los mutantes er-105 era
hipersensible al estrés por sal. Este efecto bien podria deberse al papel de ER en el SAM o a la regulacién
de otras respuestas defensivas de la planta ya que los niveles de antocianinas eran mas altos en las hojas
de los mutantes er-105 tratados con sal, lo que podria indicar un mayor grado de estrés en la planta. En
resumen, nuestro trabajo apoya que ER tiene una funcidn en el control de la actividad del SAM bajo estrés,

pero alin debemos realizar otros experimentos para determinar y poder entender cual es esta funcién.

En base al andlisis de lineas testigo fluorescentes realizado, proponemos el siguiente modelo de

regulacién de la actividad del SAM bajo estrés salino:
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Figura .42 Modelo propuesto sobre la regulacion de la actividad del SAM bajo estrés salino. Flechas representan interacciones
positivas, barras interacciones negativas.

Por otra parte, se ha analizado el comportamiento bajo estrés salino de mutantes de pérdida de funcién
en reguladores clasicos de la actividad del SAM como dellaKO y bp (Douglas et al., 2002; Serrano-Mislata
et al., 2017). El comportamiento del SAM de las plantas dellaKO fue hipersensible al estrés, ya que se
observé un efecto a 100 mM de NaCl, condiciones que no tuvieron un impacto en el desarrollo del SAM
de las plantas silvestres. Al contrario, la actividad del SAM de los mutantes bp solo se vio ligeramente

afectada, respecto a las condiciones control, por concentraciones muy altas de sal, 200 mM NacCl.

Las DELLA reducen el crecimiento y activan mecanismos de defensa, como la detoxificaciéon de ROS, en
respuesta al estrés (Achard et al., 2008). Una posibilidad seria que estos niveles de ROS sean mas altos en
el SAM de dellaKO bajo estrés y por eso el SAM de estas plantas es mas sensible al mismo. De hecho,
trabajos previos indican que los niveles de ROS controlan la actividad del SAM y, por ejemplo, niveles altos
de H,0; restringen la expresion de WUS y la organogénesis (Zeng et al., 2017). En el caso de bp, como se
ha comentado, la actividad del SAM ya era mucho mas baja en condiciones control, es decir, ya es un SAM
gue funciona mal, con pocas divisiones celulares y poca produccidn de flores sin estrés. En resumen, el

impacto de la salinidad fue mayor en aquellos meristemos inicialmente mas activos (dellakO).

Finalmente, se ha iniciado en este TFM un analisis de variacién natural en la respuesta del desarrollo
reproductivo frente a salinidad. Con los ecotipos analizados hasta la fecha, se detecta la existencia de
variacion natural en los tres caracteres evaluados en condiciones de estrés por sal: altura de la
inflorescencia, produccion de flores y porcentaje de yemas florales cerradas. También se ha determinado
la posicién geografica de estos ecotipos, aunque no ha sido posible identificar ninglin patrén que relacione

su localizacién y la tolerancia o sensibilidad a la salinidad del desarrollo reproductivo.
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6. CONCLUSIONES

1. Se han optimizado ensayos para analizar la actividad del SAM de Arabidopsis en condiciones de
estrés salino.

2. La elongacién del tallo de la inflorescencia es un cardcter mds sensible al efecto de la salinidad
que la produccién de nuevas flores.

3. Eldesarrollo de la inflorescencia de las plantas del ecotipo Ler es mas sensible a la salinidad que
la de las plantas del ecotipo Col, quiza debido a la presencia de la mutacién erecta.

4. Larespuesta del SAM de Arabidopsis a salinidad sucede en dos etapas. En una primera etapa, el
tamafio del SAM disminuye y produce menos flores, lo que va asociado a una reduccién en la
actividad de lineas testigo fluorescentes para WUS y CLV3. En una segunda etapa, el SAM
mantiene su tamafio y para completamente la produccion de nuevas flores, lo que va asociado a
una caida brusca en la actividad de una linea testigo fluorescente para STM.

5. El SAM de los mutantes dellakO, que producen muchas flores, se ve afectado por
concentraciones bajas de sal (50-100 mM NaCl) que no alteran al desarrollo del SAM de las
plantas silvestres. Al contrario, el SAM de los mutantes bp, que produce pocas flores, solo se ve
afectado por concentraciones de sal muy altas (200 mM NaCl).

6. Hay variacidon natural en el desarrollo reproductivo de diferentes ecotipos de Arabidopsis en

condiciones de estrés por sal.
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