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RESUMEN

Las hormonas regulan varios aspectos del desarrollo y crecimiento de las plantas,
tales como el establecimiento y desarrollo del fruto. En particular, las citocininas
juegan un papel importante en el control de las actividades del meristemo y
recientemente se ha descrito su funcién en otros tejidos como hojas y flores, pero
su participacion en fruto no esta bien definida. Por lo cual, este trabajo tiene como
objetivo analizar el rol de las citocininas en el desarrollo del fruto de Arabidopsis y
su relacion con los genes WIP2 y WIP5 en la via de sefalizacion de citocininas;
basandonos en el hecho de que los genes WIP regulan varios aspectos del
desarrollo y que se ha reportado que WIP2 interactla fisicamente con un elemento
de sefializacion de citocininas. Para definir esto, analizamos la expresion de las
citocininas mediante la linea de fusion entre el marcador de citocininas vy la
proteina verde fluorescente (TCS-GFP); lineas de transactivacion donde
manipulamos los niveles de expresion de citocininas, mediante la expresion del gen
de biosintesis de citocininas (AtIPT7) y el gen de degradacién de citocininas
(AtCKX3) en plantas silvestres del ecotipo Landsberg erecta; y lineas mutantes y
sobreexpresantes de genes WIP, donde analizamos el fenotipo y la respuesta a
tratamientos con citocininas aplicadas exégenamente. Para verificar la expresion de
los genes WIP se usaron lineas reporteras con GUS. Finalmente observamos las
diferencias morfolégicas y los patrones de expresién en estas lineas durante el
desarrollo.



I. INTRODUCCION.

Arabidopsis thaliana es de las plantas mejor caracterizada y se ha utilizado
ampliamente por la comunidad cientifica como modelo de estudio por numerosas
razones, entre las cuales destacan; la disponibilidad de la secuencia completa de
su genoma, su corto tiempo de generacion y tamafio. Estas caracteristicas facilitan
ampliamente los estudios de mutagénesis y clonacion de genes, lo que ha
permitido que, hasta ahora, existan una gran cantidad de mutantes caracterizadas
para varios genes de Arabidopsis. Conocer los mecanismos moleculares
involucrados en el desarrollo y otros procesos de Arabidopsis es clave para

entender la funcion de los genes en organismos mas complejos.

Una de las maneras para analizar la funcién de uno o varios genes es mediante la
alteracién en estos genes, provocando una ganancia o una pérdida de funcion y
posteriormente observar la respuesta en el fenotipo de la planta para inferir el papel
gue tienen estos genes en el ciclo de vida del organismo. Particularmente en este
trabajo nos enfocamos en la relacién entre los genes WIP2 (No transmitting tract
NTT 6 WIP domain protein 2) y WIP5 (WIP domain protein 5) y las fitohormonas
citocininas durante el desarrollo de Arabidopsis, para lo cual contamos con lineas
de sobreexpresiéon para los genes WIP2 y WIP5, obtenidas mediante la técnica
activation tagging bajo el control de un promotor 35S; asi como también con lineas
mutantes con pérdida de funcién para estos genes, obtenidas mediante incersiones
de elementos transponibles en la regidn codificante del gen. Por otro lado se tienen
lineas de fusion con la proteina verde fluorescente GFP (por sus siglas en inglés
green fluorescent protein) para el marcador de auxinas DR5::GFP y el marcador de
citocininas TCS (por sus siglas en inglés two component system), la cual tiene 6
elementos repetidos de la secuencia
AAAATCTACAAAATCTTTTTGGATTTTGTGGATTTTCTAGC (los pentameros de

los ARRs del tipo B estan en negritas), clonada bajo el control de un promotor

minimo 35S con una caja TATA seguido de la region codificante de la proteina

verde fluorescente. Se cuenta con otras lineas de fusion con el promotor de los
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genes WIP2 y WIP5 y el gen reportero GUS (B-glucoronidasa). Las lineas de fusion
nos permiten observar la expresion de los marcadores de auxinas y citocininas y
los patrones de expresion de los genes WIP en respuesta a citocininas durante el
desarrollo en Arabidopsis. La planta silvestre del ecotipo Columbia se utiliza como
patrén de comparacion con las mutantes en la morfologia durante el desarrollo. Por
otra parte, manipulamos los niveles de expresion de citocininas, mediante la
expresion del gen de biosintesis de citocininas AtIPT7 y el gen de degradacion de
citocininas AtCKX3 , usando los promotores pBP, pAGL5 (SHP) y pAGL8 (FUL), y
analizamos su efecto en el desarrollo, y la expresion de los promotores mediante el

andlisis del gen reportero GUS.

Es bien sabido que las fitohormonas regulan el desarrollo y crecimiento en las
plantas. En particular las citocininas juegan un papel clave en la regulacién de la
diferenciacion, division y elongacion celular mediante el control de las actividades
del meristemo, esta regulacion es muy importante, ya que toda la morfologia final
de la planta se genera por la actividad de los meristemos. Actualmente la via de
sefalizacion de las citocininas esta bien entendida, pero aun no esta claro como las
diferentes moléculas involucradas en la via interactlan con otras proteinas o
regulan la actividad de otros genes. Por lo tanto, el conocimiento de estas
interacciones contribuira a la comprension de su modo de accion en el desarrollo

de las plantas.

Recientemente Dortay y colaboradores, encontraron que los reguladores de
respuesta tipo-A, ARR4 y ARR16, involucrados en la regulacion por
retroalimentacion de la via de sefializacion de las citocininas y en la inhibicion de
las actividades del meristemo, interactian directamente con la proteina WIP2; sin
embargo, los mecanismos moleculares utilizados para convertir la sefial en un
proceso biolégico no han sido elucidados hasta el momento. Por lo cual, este
trabajo pretende analizar la funcién de estos genes WIP, cuya funcion en el
desarrollo ha sido descrita, su respuesta al tratamiento con citocininas y su

implicacion en el desarrollo del fruto de Arabidopsis thaliana.
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IIl. ANTECEDENTES.

I1.1 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio.

Arabidopsis thaliana es una pequefia planta con flores perteneciente a la familia de
las cruciferas, nativa de Europa, Asia y el noroeste de Africa (Marsch, 2008). Es
considerada el modelo genético mas importante en el estudio de la biologia de
plantas (Beilsten y col., 2010) por numerosas razones entre las cuales destacan: la
disponibilidad de la secuencia completa de su genoma que es relativamente corto
con 125 Mb, del cual se estima que contiene cerca de 27 000 genes que codifican
para proteina y mas de 6 000 no codificantes distribuido en solo cinco cromosomas;
su tamafio de alrededor de 30 cm, su caracter diploide, asi como su corto tiempo
de generacién y alta tasa de éxito reproductivo; hacen de Arabidopsis un excelente
modelo facilitador de los estudios de mutagénesis y clonacion de genes (Joosen y
col., 2009; Beilsten y col., 2010; Marsch, 2008; Heh y Bulow, 2008). Ademas han
sido caracterizadas fenotipicamente una gran cantidad de mutantes y hay
disponibles mutaciones insercionales para casi todos los genes de Arabidopsis
(Heh y Bulow, 2008).

[I.2 Analisis funcional de genes.

En genética molecular, la funcion de un gen se deduce al alterar dicho gen y
observar la respuesta a través del fenotipo del organismo; enfoque que ha tenido
mucho éxito en la identificacion de moléculas involucradas en diversos procesos
biolégicos (Van Norman y Benfey, 2009). Las alteraciones en los genes pueden
hacerse para obtener un organismo mutante con ganancia de funcién (sobre
expresarlos) o una pérdida de funcion (silenciarlo o eliminar la funcién de dicho
gen) en uno o mas genes (Kuromori y col., 2009). Para analizar el fenotipo de
mutantes combinadas o mutantes con marcadores se hacen cruzas y se observan

las diferencias con respecto a un control, en este caso particular una planta



silvestre del ecotipo Columbia o Landsberg erecta de Arabidopsis y mutantes

sencillas.

Entendemos por cruzamiento el apareamiento controlado entre dos organismos, o
bien, como en algunas plantas como Arabidopsis thaliana consigo mismos,
fendmeno conocido como autocruzamiento. Los cruzamientos se realizan con el fin
de obtener descendencia de genotipos concretos a partir de parentales en los que
se conoce el genotipo y las relaciones de dominancia o, al revés, observando las
proporciones y los fenotipos de los individuos en la descendencia inferimos los
genotipos y las relaciones de dominancia de los parentales (Griffiths y col., 2000).

La primera generacion de un cruzamiento se llama parental (P). Después de cruzar
dos variedades de la generacién P, la descendencia resultante de este cruzamiento
es la primera generacion filial (F1); estas plantas expresan solo el fenotipo del
rasgo dominante, en otras palabras, son heterocigotos para un caracter. El
cruzamiento entre los individuos de la F1 genera la segunda generacion filial (F2);
en F2 reaparecen los rasgos presentes en la generacion parental, los cuales estan
aparentemente ocultos en la F1, en una proporcién aproximada de 3 a 1, es decir;
alrededor de % de las semillas son heterocigotos recesivas y presentan el fenotipo
correspondiente al alelo recesivo, mientras que en las plantas restantes Y es

homocigota dominante y %2 heterocigoto (Pierce, 2009).

El fenotipo se observa durante todas las fases de desarrollo de la planta para
identificar diferencias morfolégicas entre la planta mutante y la silvestre. En este
trabajo contamos con lineas de plantas mutantes con sobreexpresion para los
genes WIP2 y WIP5, asi como también con mutantes de pérdida de funcién o
knockout para estos genes. Por otro lado se tienen lineas de fusion con la proteina
verde fluorescente GFP (por sus siglas en inglés green fluorescence protein) para
el marcador de citocininas TCS (por sus siglas en inglés two component system) y
los genes WIP con el gen reportero GUS (B-glucoronidasa). La manipulacion en los

niveles de citocininas se hard mediante el control de la expresion en los genes de
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degradacion de citocininas, isopentenil transferasa (IPT7) y el gen de biosintesis de

citocininas, citocinina oxidasa (CKX3).

I1.3 Fases del desarrollo de Arabidopsis thaliana.

En las plantas practicamente toda la morfologia de la planta adulta (Figura 1A) se
genera por la actividad de los meristemos apicales (Capron y col., 2009). Una vez
ocurrido el evento de doble fecundacion comienza el desarrollo de dos estructuras
intimamente relacionadas, el embridn (diploide) y el endospermo (triploide), que se
derivan del cigoto y la célula central fertilizada respectivamente. Las siguientes
fases de desarrollo ocurren aproximadamente a los 7 dias y se dividen en globular,
forma de corazon, de torpedo y finalmente formacion de los cotiledones. Conforme
el embrion madura las silicuas que contienen a las semillas, se vuelen amarillas
hasta que se secan completamente y liberan a las semillas. Los embriones
contenidos en la semilla madura cuentan con los 6érganos necesarios para el
desarrollo temprano. Estos son: el meristemo apical, los cotiledones u hojas
embrionarias, el hipocotilo, la radicula o raiz embrionaria y el meristemo de la raiz.
(Capron y col., 2009; Weigel y Glazebrook, 2002).

El desarrollo de la raiz sigue un linaje definido a partir de un centro quiescente de
células meristematicas que dan lugar a cuatro tipos de células troncales. Estos son:
la capa epidermal lateral de la raiz, que da lugar a la epidermis y a la envoltura de
la raiz; la parte central de la raiz o columella, que da lugar a la endodermis y a la
corteza; el tejido vascular y el periciclo. A partir de la raiz primaria se extienden las
raices laterales y los cabellos de la raiz emergen de las células epidermales en un

patron regular (Scheres y col., 2002; Weigel y Glazebrook, 2002).

El desarrollo continda con la formacion de los primordios foliares desde el
meristemo apical para formar las hojas de la roseta, dichas hojas no tienen
tricomas en su superficie inferior o abaxial. Subsecuentemente las hojas surgen en

espiral y tienen tricomas en ambas superficies. Las primeras dos hojas verdaderas
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surgen una frente a la otra y son mas o menos redondas, las siguientes hojas
surgen en espiral y son mas ovaladas (Tsukaya, 2002). La parte en que la hoja se
une al tallo se llama peciolo y el resto se compone de la lamina foliar. (Weigel y
Glazebrook, 2002).

La flor puede ser considerada parte del mismo sistema de desarrollo que la hoja ya
gue sus Organos son hojas modificadas. El meristemo apical primario da lugar al
meristemo floral que después se divide en 4 verticilos concéntricos que formaran
los 6rganos principales, los cuales son, de afuera hacia adentro, 4 sépalos, 4
pétalos, 6 estambres y 2 carpelos unidos congenitamente para formar el gineceo
central. Durante la organogénesis los genes homeoticos ABC parecen controlar el
ritmo y la orientacion de las divisiones celulares dando lugar a diferentes 6rganos
en el primordio floral dentro de cada verticilo, posteriormente las células se
diferencian en distintos tipos dentro de cada 6rgano hasta formar el brote principal
gue mas tarde se alarga y forma parte de una inflorescencia. Las hojas caulinas
decoran la parte baja, creciendo alrededor del tallo en un patron en espiral al igual

que las flores. (Alvarez-Buylla y col., 2010; Weigel y Glazebrook, 2002).

El desarrollo del polen o gametofito masculino ocurre en los I6culos de las anteras,
donde una célula madre microspora sufre meiosis y produce una tétrada de
microsporas, dos subsecuentes divisiones mitoticas producen granos de polen
maduros que contienen un ndcleo y dos espermatozoides. Cada flor de Arabidopsis
puede producir hasta 1000 granos de polen. Para el desarrollo del gametofito
femenino un megasporito sufre meiosis y uno de los productos sobrevive para
formar la megaspora, 3 subsecuentes divisiones mitéticas dan lugar al saco
embrionario que contiene los ovulos y una célula central (Weigel y Glazebrook,
2002).

El fruto se define como el ovario maduro que se desarrolla a partir del gineceo
después de la fertilizacion y forma una silicua, estructura especializada en proteger

la semilla mientras esta se desarrolla y liberarla cuando ha madurado. EIl gineceo
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es la estructura reproductiva femenina que incluye el ovario y se forma de dos
carpelos fusionados congénitamente; tiene 4 diferentes regiones, estas son, de
arriba hacia abajo: el estigma, el estilo, el ovario (que consiste en valvas, replum,
septum y margen de las valvas) y el ginéforo, que es el pequefio internodo en la
base del fruto por encima de la zona de abscision de los érganos florales y los
nectarios. (Roder y Yanofsky, 2006; Girin y col, 2009), ver Figura 1B.

A Meristemode B
Frutos verdes inflorescencia
maduros et
Flores
Margen de -
las valvas
Tallo Hojas ‘
caulnas
Hojas de la . Ginofero
roseta

Figura 1. Morfologia de una planta adulta y un fruto maduro de Arabidopsis. A)
Tejidos principales en una planta adulta de Arabidopsis. (Autoria propia). B)
Estructura de un fruto maduro, del lado izquierdo se indican los tejidos medios y
laterales. Del lado derecho se muestran micrografias electronicas de un fruto
dehiscente, las valvas (V, verde) se han separado parcialmente del replum (R, rojo)
en el margen de las valvas (VM, azul) revelando el septum (S, amarillo) y las
semillas (sd); el estigma (stg) y el estilo (sty) estan en color naranja. En la parte de
abajo se muestra una seccion transversal del fruto. (Girin y col, 2009).

Il.4 Papel de las hormonas en el desarrollo de las plantas.

Las hormonas vegetales son compuestos organicos de bajo peso molecular
derivadas del metabolismo secundario, encargadas de coordinar el desarrollo
mediante la modulacion del crecimiento en respuesta a sefales intrinsecas y
medioambientales, definiendo asi la arquitectura final de la planta (Jaillais y Chory,

2010; Wolters y Jurgens, 2009). En general, este control en el desarrollo se ejerce

7



a nivel de la division celular, expansion, diferenciacion y muerte celular (Bishopp y
col., 2006).

Hasta la fecha han sido identificadas 10 fitohormonas que son: auxinas, acido
abscisico, citocininas, giberelinas, etileno, brasinoesteroides, jasmonato, &cido
salicilico, oxido nitrico y estrigolactonas (Santner y Estelle, 2010). Las auxinas,
citocininas, giberelinas y brasinoesteroides son fitohormonas que estimulan el
crecimiento, mientras que el acido abscisico, el etileno y el acido jasmodnico

principalmente median las respuestas al estrés (Wolters y Jirgens, 2009).

Las hormonas vegetales difieren entre ellas en sus condiciones de biosintesis,
transporte, accion y degradacion (Wolters y Jurgens, 2009). Referiremos algunas
caracteristicas de cada una de las hormonas enfatizando el papel de las citocininas
en el desarrollo de las plantas.

Auxinas. El acido 3 indolacético es la principal auxina en la mayoria de las plantas.

Las auxinas se sintetizan del indol o del triptofano a través de las vias
dependientes o independientes de triptéfano (Davies, 2004; Woodward y Bartel,
2005), ninguna totalmente elucidada (Rodriguez y col., 2010). El transporte de
auxinas es por interacciones célula-célula y se sintetizan a través de la planta en
varios tejidos como hojas y semillas jovenes o raices, manteniendo asi un gradiente
de auxinas en toda la planta (Normanly, 2009; Davies, 2004). Las auxinas actian
como una sefial para la division, elongacién y diferenciacion celular (Rodriguez y
col., 2010) interviniendo en proceso como el alargamiento celular, diferenciacion del
tejido vascular, abscision de las hojas, establecimiento y crecimiento del fruto,
floracion, respuesta a tropismo en meristemos y raiz entre otras (Davies, 2004). La
degradacion de las proteinas sefalizadoras de las auxinas ocurre via proteosoma

mediante ubiquitinacién (Bishopp y col., 2006; Santner y Estelle, 2009).

Giberelinas. Son una gran familia de fitohormonas tetraciclicas diterpenoides

sintetizadas a partir del geranil difosfato (Wolters y Jurgens, 2009; Bastian y col.,
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2010). Las giberelinas afectan un amplio rango de procesos en el crecimiento,
desarrollo y respuestas al medio ambiente en las plantas, a través de la
homeostasis entre las formas activas e inactivas de giberelinas. Estos procesos
incluyen la germinacion y desarrollo de la semilla, expansion de la hoja,

alargamiento del tallo y floracion (Bastian y col., 2010; Rodriguez y col, 2010).

Brasinoesteroides. Son un grupo de hormonas vegetales sintetizadas a partir de un
precursor esterol (Wolters y jurgens, 2009). Regulan varios aspectos del desarrollo
de la planta a muy bajas concentraciones, incluyendo elongacion celular,
fotomorfogénesis, diferenciacién del xilema, germinaciéon de la semilla, adaptacién
al estrés bidtico y abidtico del medio ambiente y también promueven la biosintesis
de etileno (Divi y col, 2010; Davies, 2004).

Etileno. Es una fitohormona gaseosa derivada de la metionina (Zhu y Guo, 2008;
Wolters y Jiurgens, 2009). Sintetizada en tejidos senescentes o durante la
maduracion en respuesta al estrés (Davies, 2004). Regula varios aspectos en el
ciclo de vida de la planta como por ejemplo: la germinacion y crecimiento de la
semilla, iniciacion floral y de la raiz, desarrollo de la flor, maduracion del fruto,
senescencia de hojas y flores y respuestas al estrés bibtico y abidtico, donde
representa un papel clave en la aptitud de una planta para la adaptacion y
reproduccion (Zhu y Guo, 2008; Lin y col., 2009).

Acido abscisico. Se deriva del acido linoléico. La funcién del acido abscisico esta
relacionada con la respuesta al estrés bidtico y abiético en las plantas, es una
molécula clave en la respuesta al estrés salino, de sequia y térmico (Wolters y
Jurgens, 2009; Divi y col., 2010).

Acido salicilico. Se sintetiza a partir del aminoéacido fenilalanina. Esta involucrado
en la resistencia a patégenos, termogénesis e inhibe biosintesis de etileno y
germinacion de la semilla, también revierte los efectos del acido abscisico (Divi y
col., 2010; Davies, 2004).



Jasmonato. Se deriva de la zeaxantina esta principalmente involucrado en la
defensa de la planta contra patégenos, pero también regula crecimiento (Jaillais y
Chory, 2010), pues es un inhibidor del crecimiento y la germinacion de la semilla y
en Arabidopsis es esencial para el desarrollo reproductivo masculino (Davies,
2004).

Citocininas. Las citocininas son una clase de fitohormonas derivadas de la adenina
(Muller y Sheen, 2008), importantes en la regulacion de la division celular y la
diferenciacion (Kiba y col., 2002) y actian antagénicamente a las auxinas en el
control de las actividades del meristemo (Jaillais y Chory, 2010).

[1.4.1 Las hormonas y el establecimiento del fruto en Arabidospsis.

El establecimiento del fruto puede definirse como la activacién del programa de
desarrollo que convierte un pistilo en un fruto desarrollado. Aparentemente estos
cambios son originados por un evento de fertilizaciéon de los 6vulos, pero la
existencia de frutos partenocarpicos y la induccién de frutos en flores emasculadas
mediante la aplicacion de auxinas y giberelinas, indica que la fertilizaciébn no es un
requerimiento absoluto. Estas observaciones sugieren que tanto las auxinas como
las giberelinas son elementos importantes en la sefalizacion inicial durante el
establecimiento del fruto. Después de la fertilizacion del ovulo, la primera sefial
parecen ser las auxinas, las cuales promueven la acumulacion de giberelinas tanto
en el ovulo fertilizado como en el ovario, donde finalmente dan lugar al fruto
desarrollado. En algunas especies hay una participacion menor de citocininas y
acido abscisico, como homologos de las giberelinas (Dorcey y col, 2009; Alabadi y
col, 2009, Arnaud y col, 2010).

Para explicar la diferenciacion de los tejidos en el fruto se ha adoptado una
hipotesis basada en un gradiente decreciente de auxinas a lo largo del gineceo,
donde se establece que las auxinas deben ser sintetizadas en la parte apical del

gineceo y transportadas a la parte basal (Nemhauser y col, 2000). De acuerdo con
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esta hipotesis, altos niveles de auxinas promoverian la diferenciacion del estilo y el
estigma, niveles intermedios formarian el ovario y niveles bajos el tallo basal donde

se encuentra el ovario (Sundberg y Ostergaard, 2009; Albadi y col, 2009).

I1.5 Citocininas: Importancia y sefializacion.

En los ultimos afos, ha habido un gran avance en la elucidacion y caracterizacion
de las vias de transduccion de sefales para diferentes fitohormonas, como es el

caso de las citocininas (Dortay y col., 2007).

La sefalizacion de las citocininas esta mediada por un sistema de dos
componentes TCS (por sus siglas en inglés two-component system) (Mdller y
Sheen, 2008, Dortay y col., 2007), Figura 1. Los receptores de citocininas histidina
cinasa AHK2, AHK3 y CRE1/AHK4 cuentan con un dominio extracelular de union a
citocininas, un dominio citoplasmatico histidina cinasa, un dominio receptor y un
domino parecido al receptor (To y Kieber, 2008). Estos receptores estan anclados
en la membrana y cuando perciben un estimulo se autofosforilan en un residuo
conservado de histidina del dominio de la cinasa. EIl grupo fosforilo en la histidina
es transferido via un residuo conservado de aspartato a un intermediario de la
fosfotransferencia que contiene histidina (AHP por sus siglas en ingles Histidine
Phosphotransfer proteins) AHP1, AHP2, AHP3, AHP4 o AHP5 en el citoplasma
(Kiba y col., 2002; To y Kieber, 2008). Los receptores CRE1/AHK4 pueden mediar
una reaccion reversa de la transferencia del fosfato (To y Kieber, 2008). Los AHPs
pueden translocarse en el ndcleo para transferir el grupo fosforilo a un residuo
conservado de acido aspartico en el dominio receptor de un regulador de respuesta
(ARR), tipo-A o tipo-B (To y Kieber, 2008; Wolters y Jurgens, 2009).

El tipo-B de ARRs contiene un dominio C-terminal de unién al ADN y un dominio
receptor N-terminal; el cual, desfosforilado, reprime al dominio C-terminal. La
fosforilacion del tipo-B de ARRs libera esta represion e induce la transcripcion de

un subconjunto de blancos reguladores de la via de sefalizacion mediada por

11



citocininas, que incluyen los ARR tipo-A y los factores de respuesta a citocininas
CRF (por sus siglas en inglés cytokinin response factors). Las proteinas CRF
también son activadas por las citocininas via la acumulacién de los AHPs en el
ndcleo para activar directamente la transcripcion (To y Kieber, 2008). El tipo-B de
ARRs y los CRFs median algunos procesos en la sefializacion de citocininas como
son; el desarrollo de la semilla y los brotes, la de-etiolacion, la expansion de la hoja,
la diferenciacion vascular, también retrasa senescencia en la hoja y regula la
homeostasis de las citocininas, en algunas especies se ha encontrado que puede
potenciar la apertura de los estomas y el desarrollo de los cloroplastos (To y Kieber,
2008; Davies, 2004).
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Figura 2. Modelo de sefializacion de las Citocininas (To y kieber, 2008).

El tipo-A de ARRs contiene un dominio receptor conservado y una regién corta C-

terminal. La fosforilacion de los ARRSs tipo-A median procesos rio abajo tales como:
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la retroalimentacion de la via, el control de la funcién del fitocromo, la regulacién de
los ritmos circadianos e inhibicién del desarrollo del meristemo; estos tipos de
ARRs, desfosforilados, son facilmente degradados. La transcripcion de los ARRs
tipo-A es reprimida por el factor de transcripcion wuschel (WUS), el cual es
requerido para el mantenimiento de los meristemos apicales. WUS y clavata (CLV)
mantienen la sefalizacion por retroalimentacién para regular la poblacién de las

células meristematicas (To y Kieber, 2008).

El flujo de sefiales basicas en el sistema de dos componentes TCS mediado por
citocininas esta bien entendido (como se muestra en la Figura 2.), pero no esta
claro como esta via se integra con el resto del proteoma. Por lo tanto, el
conocimiento de las interacciones de las proteinas del TCS contribuirda a la
comprensién de su modo de accion. Recientemente Dortay y colaboradores,
encontraron que los reguladores de respuesta tipo-A, ARR4 y ARR16 interactian
directamente con la proteina WIP2; sin embargo, los mecanismos moleculares
utilizados para convertir la sefial llevada por los TCS en procesos biolégicos no ha
sido elucidada hasta el momento. Por lo cual, este trabajo pretende analizar la
funcién de estos genes WIP dentro de la via de sefalizacion de las citocininas y su

implicacion en el desarrollo de la planta Arabidopsis thaliana.

II.6 Familia de genes y proteinas WIP.

Las proteinas WIP forman una subfamilia especifica de proteinas de dedos de zinc
ZFs (por sus siglas en inglés zinc fingers) C2H2 en las plantas (Appelhagen y col.,
2010). Los dedos de zinc son motivos protéicos que forman estructuras
estabilizadas por iones de zinc (Sagasser y col., 2002) y constituyen uno de los
motivos mas comunes de unién al ADN en los factores de transcripcion de
organismos eucariotas. También han sido implicados en la union al ARN y como
mediadores en las interacciones proteina-proteina, recientemente se ha descrito
también su funcibn como motivos de unién a lipidos (Appelhagen y col., 2010;
Sagasser y col., 2002; Isalan, 2004).
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Los dedos de zinc se clasifican de acuerdo al numero y orden de los residuos de
histidina y cisteina, las cuales coordinan los iones zinc para mantener las
caracteristicas de la estructura terciaria de la proteina (Appelhagen y col., 2010). El
motivo clasico en un dedo de zinc (C2H2) estad formado por una estructura que
consiste en la union de dos hojas beta y una alfa hélice (Bpa) y contiene un par de
cada uno de los residuos de histidina y cisteina que tetraédricamente unen un ion
zinc (Sagasser y col.,, 2002; Appelhagen y col., 2010), como se muestra en la

Figura 3.

Otro rasgo caracteristico de la mayoria de los dedos de zinc C2H2 en las plantas
es la presencia de seis aminoacidos (QALGGH) en el extremo N-terminal de la
region helicoidal. Sin embargo, no todos los ZFs contienen esta secuencia, un

ejemplo de ellos son las proteinas que contienen el dominio WIP.

Figura 3. Esquema de un dedo de Zinc. A) Dibujo de la forma clasica de un dedo de
zinc, se representa la cadena de amino acidos (codigo de una letra) y los pares de
cisteina e histidina quelantes del ion central zinc. B) Representacion de la
estructura clasica pa de un dedo de zinc.

La familia Al de proteinas de dedos de zinc ZFPs (por sus siglas en inglés zinc
finger proteins) en las plantas estd caracterizada por cuatro motivos de dedos de
zinc. Dentro de esta familia el subgrupo Ald cuenta con seis miembros en

Arabidopsis thaliana de los cuales todos tienen sus ZFs en una region C-terminal
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altamente conservada, llamado dominio WIP, acorde con los primeros 3
aminoacidos de la secuencia conceso (triptéfano, isoleucina y prolina) vy
recientemente descritos como genes WIP (Appelhagen y col., 2010; Crawford,
2007), ver Figura 4.

Figura 4. Motivos predichos en la familia de proteinas WIP de Arabidopsis thaliana.
A) Representacion esquematica del dominio WIP, que se muestra en color rojo
para las diferentes proteinas de la familia WIP. B) Alineacién de amino acidos del
dominio WIP. Los tres primeros amino acidos conservados estan marcados en color
amarillo, los motivos de dedos de zinc estdn marcados en rojo, los residuos que
coordinan la union del zinc se remarcan en azul y la sefial de localizacion nuclear
en verde (Appelhagen y col., 2010).

En las plantas muchas proteinas de dedos de zinc actian como factores de
transcripcion con funciones regulatorias en el desarrollo y la diferenciacion, por
ejemplo la proteina WIP2 juega un papel importante en el desarrollo del tracto de
transmision, el cual es importante para el crecimiento del tubo polinico (Sagasser y
col., 2001; Appelhagen y col.,, 2010). Por otro lado el gen WIP2 tiene una
participacion en el desarrollo del replum del fruto, donde actia como un regulador

positivo para el gen BP, el cual, a su vez, es un regulador clave que promueve el
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desarrollo del replum (Marsch y col., datos no publicados). Basandonos en estas
observaciones inferimos que posiblemente el gen WIP2 puede estar involucrado en
la regulacion del desarrollo, muy posiblemente mediante la interaccion directa o

indirecta con algun factor clave en la via de sefializacion por citocininas.

Por otro lado, dentro de la subfamilia del dominio WIP, el gen mas parecido en
secuencia a WIP2 es el gen WIP5, y ya que se ha visto que en mutantes con
pérdida de funcion (Knockout) para el gen WIP2 el fenotipo en el desarrollo del fruto
no es severo se pretende estudiar la funcion del gen WIP5, y determinar si tiene

una funcién redundante con WIP2 (Marsch y col., datos no publicados).

Il.7 Sistema de Transactivacion, implicacion de la sintesis y degradacién de

citocininas en la planta.

Para probar si las citocininas estan involucradas en alguna fase del desarrollo, con
especial atencion al desarrollo del fruto de Arabidopsis, manipularemos los niveles
de citocininas, utilizando el sistema de transactivacion LhG4, el cual permite que un
gen de interés sea activado en un tejido especifico de la planta después de una
cruza con la linea transgénica definida (Moore y col, 1998). En este sistema una
linea acarreadora (PRO:LhG4) que expresa el factor de transcripcion sintético
LhG4 bajo el control de un promotor especifico es cruzada con una linea
responsiva (OP:GEN), la cual expresa el gen de interés rio abajo para varias copias
del operador de Escherichia coli, reconocido por LhG4. Las plantas resultantes que
tengan ambas construcciones (PRO>>GEN 6 pGEN x op:GEN) expresan el gen de
interés en el dominio de expresién del promotor especifico.(Moore y col, 1998,
Shani y col, 2010). Mediante estas cruzas de transactivacion expresaremos el gen
de biosintesis de citocininas, isopentenil transferasa ASE7 (At IPT7), y el gen de
degradacion de citocininas, citocinina oxidasa 3 (At CKX3) (Shaniy col, 2010), bajo
el control de los promotores BP, fusionado a el gen reportero GUS, FUL (pAGL 8) y
SHP2 (pAGL 5) y analizaremos tanto sus efectos en el desarrollo como los

patrones de expresion.
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I.HIPOTESIS

Las citocininas juegan un papel importante en el desarrollo del fruto de Arabidopsis
thaliana, y miembros de la familia WIP (WIP2 y WIP5) intervienen en la via de

sefalizacion de estas hormonas.
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IV. OBJETIVOS.

V.1 General

Analizar el rol de las citocininas en el desarrollo del fruto de Arabidopsis y su

relacion con los genes WIP2 y WIP5 en la regulacion de la sefalizacion mediada

por citocininas.

IV.2 Especificos

Determinar el patron de expresion del marcador de citocininas TCS-GFP en
frutos silvestres, en comparaciéon con el marcador de auxinas DR5-GFP.
Analizar detalladamente las diferencias morfolégicas de plantas en la
generacion F1 de lineas de transactivacion.

Examinar los efectos morfolégicos de tratamientos de citocininas en plantas
silvestres y mutantes WIP2 y WIP5.

Comparar la respuesta de estos genes a citocininas mediante lineas
marcadoras con el gen reportero GUS expuestas a dichas hormonas.

Observar el fenotipo de lineas con pérdida de funcién (knockout KO) y sobre

expresantes de WIP5 en comparacion con WIP2.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales.

V.1.1 Material Biol6gico

V.1.1.1Lineas experimentales del ecotipo Columbia de Arabidopsis

Columbia silvestre: COL WT (wild type)

V.1.1.1.1 Lineas mutantes.

Lineas knockout del gen WIP5: wip5.

Linea knockout del gen WIP2: wip2

Linea doble mutante de los genes WIP2 y WIP3: wip2 wip3.

V.1.1.1.2 Lineas sobre expresantes.

Linea sobre expresante del gen WIP5: 35S:WIP5.

Linea sobre expresantes del gen WIP2: 35S WIP2.

V.1.1.1.3 Lineas de fusiéon marcadoras.

Linea de fusion de un promotor responsivo a citocininas con el gen de la proteina
verde fluorescente GFP: TCS::.GFP.

Linea de fusion de un promotor responsivo a auxinas con el gen de la proteina
verde fluorescente GFP: DR5::GFP
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Linea de fusion del promotor del gen NO TRANSMITTING TRACT/NTT (WIP2) con
el gen reportero GUS: WIP2-GUS.

Linea de fusion del promotor del gen WIP DOMAIN PROTEIN 5 (WIP5) con el gen
reportero GUS: WIP5-GUS.

V.1.1.2 Lineas de transactivacion.del ecotipo Landsberg erecta:

Landsberg erecta silvestre: Ler WT
Para los promotores: pBP, pAGL8 (FUL) y pAGL5 (SHP2)
Para los genes: op:GUS, op:IPT7 y op:CKX3

V.1.2 Material de laboratorio

Cristaleria de laboratorio PYREX ©

Cajas de petri 100 x 15 SyM laboratorios ®

Portaobjetos (24.4 x 76.2 mm) LAUKA © y cubreobjetos (24 x 50 mm) CORNING ®©
Placas para tincion de GUS costar ®

Puntas para micropipeta

Tubos eppendorf 15 y 50 ml AXIGEN ©

Tubos falcon BIOLOGIX ©

Pinzas WPI ®

Mechero de bunsen HANAU ®©

V.1.3 Material de invernadero

Fertilizante Universal soluble en Agua Miracle-Gro®
Mezcla de tierra para Arabidopsis

Charolas

Macetas

Aspersores
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V.1.4 Reactivos.

Agua desionizada, extra pura MQ y estéril

Parafina SIGMA-ALDRICH ® St. Louis, MO.

Yoduro de propidio SIGMA-ALDRICH © Buchs

Etanol Reproquifin® mexico df.

Formaldehido SIGMA-ALDRICH ® St. Louis, MO.

Acido acético glacial Karal® Leon, Gto.

Histoclear Electron Microscopi Science ®, Hetfield PA

Fosfato de sodio monosédico y dibasico SIGMA-ALDRICH © St. Louis, MO.
EDTA invitrogen ®, Carlsbad CA

Triton SIGMA-ALDRICH © St. Louis, MO.

Azul de alcian X-GLUC SIGMA-ALDRICH ® St. Louis, MO

Acido acético SIGMA-ALDRICH ® St. Louis, MO.

Rojo nuclear SIGMA-ALDRICH ® St. Louis, MO.

Hidréxido de sodio J.T.Baker ® Sweden

Murashige & Skoog Phytotecnology Laboratories ® Shawnee Mission, KS

Agar para planta Phytotecnology Laboratories ® Shawnee Mission, KS
V.1.4.1 Soluciones

Etanol (70%, 85%, 96% y 100%)

Solucién FAE para fijar tejidos (50% etanol, 3.7 % formaldehido, 5% &cido acético
glacial)

Soluciones de histoclear-etanol (25% histoclear + 75% etanol, 50% histoclear +
50% etanol, 75% histoclear + 25% etanol y 100% histoclear)

Solucion X-gluc (0.1 M buffer de fosfatos pH 7.0, 0.5 M EDTA, Triton 10%, X-Gluc,
agua MQ)

Solucién azul de alcian (azul de alcian 1g y 100 ml de una solucién de acido acético
3%, pH:3.1)

solucion de rojo nuclear 1%

21



Hidroxido de sodio 1N
V.1.4.2 Medios.

Medio Murashige & Skoog MS (0.5X MS, 0.5 azucar, 1% agar para planta, pH 5.7-
6.0) P

Agar para planta
V.1.4.3 Hormonas.

Kinetina 1uM Duchefa Biochemie®, Hearlem The Netherlands

Bencilaminopurina 1uM y 100 puM (BAP) Duchefa Biochemie®, Hearlem The
Netherlands

Acido indolacético (IAA) 100 uM Duchefa Biochemie®, Hearlem The Netherlands

V.1.5 Equipos.

Micropipetas GILSON®

Microcentrifuga eppendorf ® 5415 R

Vortex Labnet ®

Balanza OHAUS ©

Campana de flujo laminar NAUIRE ©

Estereoscopio Leica® EZ4 D (Leica, Germany)

Microscopio confocal LSM 510 Meta ® (Carl Zeiss, Germany)
Microscopio electrénico Zeiss ® EVO40 (Carl Zeiss, Germany)
Microscopio 6ptico Zeiss ® Observer.Z1

Microtomo Leica ®

pH metro OAKTON ©

Termomixer eppendorf ©

Refrigeradores 4 °C, VENDO ®y -20% °C, REVCO ®
Ultracongelador -80°C REVCO ®
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Horno de microondas mabe ©
Dispensador de parafina Leica ®

Céamara fotografica

V.2 Métodos.

V.2.1 Cruzas.

Para realizar las cruzas se quitan todos los sépalos, pétalos y estambres de la flor,
dejando Unicamente el pistilo; posteriormente se deposita sobre este pistilo el polen
de una flor de la planta donadora, fenbmeno conocido como polinizacion. Una vez
ocurrida la fecundacion del ovulo, el fruto comienza acrecer y desarrollarse en un
lapso aproximado de 2 semanas, finalmente se recuperan las semillas, se
esterilizan, siembran y posteriormente se analizan. Es recomendable realizar la

cruza 2 veces para asegurar la fecundacion.

V.2.2 Tinciones.

V.2.2.1 Tinciéon de GUS.

Los tejidos recolectados se sumergen en una placa con solucion de X-gluc (Buffer
de fosfatos pH 7 0.1 M, EDTA 0.5 M, X-gluc 40 mM y agua extra pura MQ), se
cubre la placa con papel aluminio y se almacena a 37°C por 12 h. Posteriormente
se realizan de 2 a 3 lavados con etanol al 70% para clarear los tejidos y observarlos
mejor en el estereoscopio. Las muestras restantes se pueden almacenar a -20°C

en etanol al 70%.

V.2.2.2 Tincién azul de alcian.

Una vez que se ha cortado y fijado tejido en un cubreobjetos, este se tifie con una

solucion 1% de rojo nuclear como colorante de contraste. Después se tifilen con
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una solucion pH 3.1 de azul de alcian 8GX (azul de alcian 1g y 100 ml de una
solucién de &cido acético 3%) por 30 min, posteriormente se enjuagan con agua y

se dejan secar al aire libre, para posteriormente observarse al microscopio optico.

V.2.3 Inclusién de tejidos vegetales en parafina.

Los tejidos vegetales recolectados se fijjan mediante lavados de 60 min con
soluciones de etanol, en el siguiente orden: EtOH 70%, 85%, 95% y 100%.
Después de los lavados de etanol se inicia una serie de lavados con una solucion
de histoclear y etanol en el siguiente orden: 25% histoclear + 75% EtOH, dos
lavados de 60 min cada uno; 50% histoclear + 50% EtOH, un lavado de 60 min;
75% EtOH + 25% EtOH, un lavado de 60 min; 100% histoclear, dos lavados de 60
min cada uno y se puede dejar en incubacién toda la noche a 56°C. Una vez
terminados los lavados se agrega parafina liquida y se deja en incubacion a 60°C
por 24 hrs. Es necesario hacer un cambio de parafina cada 12 hrs y volver a

incubar a 60°C, durante tres dias.

V.2.4 Cortes en microtomo y fijacién de tejidos.

Una vez que los tejidos estan fijados en la parafina solida se hacen los cortes
secuenciales del tejido en el microtomo que después se fijan en portaobjetos, las
mustras qudan lista para ser tefiida y posteriormente analizada en el microscopio

optico.

V.2.5 Microscopia para identificar patrones de expresion genética y andlisis

fenotipicos.

V.2.5.1 Estereoscopia.

Los tejidos frescos recolectados se colocan sobre un portaobjetos y se observan al
estereoscopio Leica EZ4 D(Leica, Germany). En el caso de las muestras tefidas
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con solucién de GUS se extienden en una placa con agar o sobre un portaobjetos
con ayuda de etanol al 70% y se visualizan. Esta herramienta nos da una vision
general de los tejidos y cuando observamos tejidos que han sido tefiidos con la

solucion de GUS, nos revela el patron de tincion en ellos.

V.2.5.2 Microscopia confocal.

Los tejidos frescos recolectados se ponen sobre un portaobjetos con 1 a 3 gotas de
una solucién diluida de yoduro de propidio (0.01 mg/ml de Cy7HzsloNy),
posteriormente se cubren con el cubreobjetos y se observa los patrones de
fluorescencia en el microoscopio confocal LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Germany). La
GFP se excita a 488nm de un laser de argdn y el yoduro de propidio a 514nm. La
emision de la GFP fue filtrada con un filtro BP 500-550 nm y la emisién del yoduro
de propidio fue filtrada con un filtor LP 575 nm. Esta herramienta nos muestra las
zonas en el tejido donde se detecta actividad de la GFP en las lineas marcadoras

(TCS::GFP y DR5::GFP).

V.2.5.3 Microscopia electronica.

Se recolectan muy cuidadosamente los tejidos frescos y se colocan sobre un
soporte con una etiqueta adhesiva de carbono y después se observa la morfologia
general del tejido al microscopio Zeiss EVO40 (Carl Zeiss, Germany), usando un
haz de 20kV con un detector SE1. La microscopia electronica se usa para un
analisis mas detallado de la morfologia de algunos tejidos, para la medicién de
replum, distancia de valva a valva y numero de células en las cruzas de

transactivacion, las fotos fueron tomadas con una magnificacion de 215x.
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V.2.5.4 Microscopia Optica.

Los tejidos cortados y fijados de los frutos tratados con BAP se observan al
microscopio optico, las fotos fueron tomadas con una camara Zeiss AxioCam MRc

instalada en el microoscopio Zeiss Observer.Z1

V.2.6 Prueba estadistica de Student

Para analizar las diferencias significativas en el tamafio del replum en las cruzas de
transactivacion (pAL5 x CKX3, pAGL5 x IPT7, pAGL8 x CKX3, pAGL8 x IPT7, pBP
X CKX3 y pBP x IPT7), se tomaron 10 frutos al azar y se midieron, mediante
microscopia electronica, la anchura del replum y la distancia de valva a valva
posteriormente se realizo un prueba estadistica de T de Student con un intervalo de
confianza del 95% y se determind la significancia de la prueba.

V.3 Disefio experimental

Para analizar los patrones de repuesta a citocininas en una planta silvestre del
ecotipo COL de Arabidopsis se utilizé la linea homocigota del marcador de
citocininas unido a la proteina verde fluorescente (TCS-GFP).Posteriormente se
recolecto tejido de las plantas, en especial frutos y se observé en el microscopio

confocal, donde se derminé la fluorescencia indicadora de la expresion.

Para ver si las citocininas estan involucradas en el desarrollo del fruto se realizaron
las siguientes cruzas de transactivacion: pAGL8 (FUL) x op:IPT7; pAGL5 (SHP2) x
op:CKX3; pBP>>GUS x op:IPT7; pBP>>GUS x op:CKX3. Se analiz6 el fenotipo y
los patrones de expresion de los promotores mediante las cruzas con GUS.
Posteriormente, mediante una prueba estadistica T de Student, con un nimero de
10 frutos por muestra, se determind la significancia para el tamafio de replum,
distancia de valva a valva y numero de células en las diferentes cruzas de

transactivacion.
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Para analizar la respuesta a citocininas de los genes WIP2, WIP5 y WIP3, se
asperjaron durante 4 semanas plantas Knockout para estos genes, con una
solucion 100 uM de bencilaminopurina (BAP), y se hizo un analisis detallado de la
morfologia de los frutos mediante estereoscopia, microscopia electrénica y
microscopia optica, esta Ultima se utilizé para el andlisis de los cortes transversales

de frutos tratados con BAP.

Para analizar la funcién de los genes WIP2 y WIP5 se hizo la siguiente cruza:35S
WIP5 x 35S WIP2. Se observo el fenotipo, en la generacion F1, para comparar las
lineas de sobreexpresion de los genes WIP. La Figura 5 muestra un esquema

general de la metodologia empleada en este trabajo.
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Lines:

WT COL y WT LER
35S-WIP5, 35S-WIP2
wip2, wip5, wip2 wip3 !

WIP2-GUS, WIP5-GUS

Tincién de GUS en
lineas marcadoras

‘

TCS::GFP Aspersion con BAP en
pBP, pAGLS, pAGL5 mutantes wip2, wip5 y
op:IPT7, op:CKX3 wip2 wip3

Observar fenotino

Cruzas
WT COL 35S-WIP2 pBP x op:IPT7 pAGLS8 x op:IPT7 pAGL5 x op:IPT7
X X
TCS::GFP 35S-WIP5 pBP x op:CKX3 PAGLS8 xop:CKX3 PAGLS5 x op:CKX3
| | [

v
I| Observar fenotipo Prueba T de
Student

| MICROSCOPIA R

Analisis de patrones de
expresion

'

Analisis de
RESULTADOS

Figura 5. Esquema general de la metodologia.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Expresion del marcador de citocininas TCS::GFP en el fruto de Arabidopsis.

Para determinar el patron de expresion del marcador de citocininas se utilizo la
linea marcadora TCS::GFP proporcionada por Bruno Miuller, la cual contiene seis
repetidos directos de la siguiente secuencia:
AAAATCTACAAAATCTTTTTGGATTTTGTGGATTTTCTAGC  (los pentameros
clave del tipo B de los ARRs estan resaltados en negritas). Esta secuencia fue

clonada bajo el control de un promotor minimo 35S de virus del mosaico de la
coliflor, con una caja TATA seguido por la region codificante de la proteina verde
fluorescente (Muller y Sheen, 2008). Se analizaron mediante microscopia confocal
frutos de la linea TCS::GFP en diferentes etapas de desarrollo, del estadio 8 al 17,

y se determind el patrén de fluorescencia en ellos (Figura 6).

Mediante el analisis de los frutos de la linea TCS::GFP se determindé que las
citocininas se encuentran principalmente en el tejido medio del fruto o septum en
estadios muy joévenes (8-12), los cuales se caracterizan por la elongacién del
gineceo y comienzo de la diferenciacion de tejidos. Posteriormente, en estadios de
desarrollo mas avanzados (13-17), donde ya ha ocurrido la autopolinizacion, la
diferenciacion de tejidos continua y el desarrollo del gineceo comienza a parecerse
més a la estructura de un fruto maduro, las citocininas se localizan en la zona de

dehiscencia del fruto o margen de las valvas.

Esto sugiere que las citocininas juegan un papel muy importante en el desarrollo
del tejido medio del fruto en estadios jovenes de desarrollo, anteriores a la antesis,
permitiendo que se dé la division, elongacion y diferenciacion celular en cada tejido;
y conforme las etapas de desarrollo avanzan y los tejidos comienzan a
diferenciarse las citocininas se sitlan especificamente en el margen de las valvas,
donde posiblemente estén favoreciendo la formacion de la hendidura entre el

replum y las valvas.
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Figura 6. Expresion del marcador de citocininas TCS::GFP en diferentes estadios
de desarrollo del fruto de Arabidopsis. (A) — (E) gineceo de capullos florales,
estadios 8, 9, 10, 11y 12; se aprecia la actividad de la GFP en el tejido medio del
gineceo. (F) gineceo de flor abierta auto polinizada, estadio 13; a partir de este
estadio la sefial de la GFP se sitia en el margen de las valvas. (G) gineceo de flor
abierta donde ha ocurrido la fertilizacion, estadio 14. (H) gineceo elongado, estadio
15. (I) fruto verde maduro, estadio 17. Barra 200 pm.

V1.2 Expresion en el fruto del marcador de auxinas DR5::GFP

Una vez analizado el patron de expresion de las citocininas se procedido a
determinar el patron de expresion de las auxinas mediante la linea marcadora
DR5::GFP.

El analisis se realizé en gineceos jovenes del estadio 9 para las lineas DR5::GFP y
TCS::GFP, encontrandose que las auxinas se sitlan alrededor del fruto, mientras

gue las citocininas estan en la parte media. Por otro lado, en frutos maduros, la
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actividad de la GFP reveld expresion de auxinas en el replum, un poco en las
valvas y una seflal muy tenue en el margen de las valvas; mientras que las

citocininas mostraron sélo expresion en el margen de las valvas (Figura 7).

Figura 7. Comparacion entre el patron de expresion del marcador de auxinas
DR5::GFP y el marcado de citocininas TCS::GFP. (A) Vista desde arriba de la
actividad de la GFP en un gineceo joven del estadio 9 de la linea DR5::GFP y en
(B) de la linea TCS::GFP. (C) Actividad de la GFP en el replum de un fruto maduro
de la linea DR5::GFP y en (D) actividad de la GFP en el margen de las valvas de
un fruto maduro de la linea TCS::GFP.

Las auxinas y las citocininas regulan una diversidad de procesos en las plantas,
con frecuencia actuando en conjunto para producir una respuesta integrada que
tiene su efecto en el crecimiento y desarrollo de la planta (Zhang y col; 2011). Aun
no se conoce como se integran estas sefales, sin embargo los resultados
encontrados en este trabajo muestran un patron diferencial de expresion entre
estas dos hormonas y sugieren la existencia de una relacion antagonica entre ellas,

al menos durante el desarrollo del fruto.

VI. 3 Sistema de Transactivacion.

Para probar si las citocininas estan involucradas en alguna fase del desarrollo del
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fruto manipulamos los niveles de citocininas mediante cruzas de transactivacion.
En ellas expresamos el gen de biosintesis de citocininas, ISOPENTENIL
TRANSFERASA (At IPT7), y el gen de degradacién de citocininas, CITOCININA
OXIDASA3 (At CKX3). Para monitorear los efectos de las citocininas en las
diferentes partes del fruto, expresamos estos genes usando los promotores de los
genes BREVIPEDICELLUS (pBP), el cual se expresa en el replum; AGAMOUS-
LIKE8/FRUITFUL (FUL), indicado como pAGL8, expresado especificamente en las
valvas y AGAMOUS-LIKE5/SHATTERPROOF2 (SHP2) indicado como pAGL5, que
se expresa en el margen de las valvas. Monitoreamos tanto sus efectos en el

desarrollo como los patrones de expresion, mediante cruzas con el gen reportero

GUS (Figura 8).

Figura 8. Patrones de expresion de los promotores SHP2 (pAGL5), FUL (pAGLS8) y
pBP en frutos jovenes y maduros. (A) frutos de la cruza pAGL5 x op:GUS que
muestran la actividad de GUS en el margen de las valvas. (B) actividad de GUS en
las valvas y parte apical y basal del fruto en la cruza pAGL8 x op:GUS. (C)
actividad de GUS en parte apical y basal del fruto y muy tenue en el replum en la
cruza pBP x op:GUS.
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La morfologia general de las plantas obtenidas mediante las cruzas de
transactivacion se pude observar en la Figura 9. En ella se aprecia que las lineas
donde se promueve la sintesis de citocininas (pAGL8 x op:IPT7 y op:IPT7 x pAGL5)

presentan un tallo ensanchado, hojas mas pequefas y aserradas y el fruto es mas
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pequefio, abultado y en algunos casos la parte apical presenta una curvatura,;
mientras que las plantas en donde hay degradacion de citocininas tienen un

fenotipo silvestre.

op:IPT7 x pAGLS PAGLS xop:lPT7

Figura 9. Fenotipo en lineas de transactivacion. Fenotipo silvestre (A) en
comparacién con el fenotipo en las lineas de sintesis de citocininas con los
promotores pAGL5 (B) y pAGL8 (C). En (D) y (E) se muestran las diferencias
morfolégicas en hojas de la roseta y caulinas, denotadas por R y C. Del lado
izquierdo se muestran las hojas de las lineas op:IPT7 x pAGL5 en D y pAGLS8 x
op:IPT7 en E y del lado derecho las hojas de la planta silvestre. En (F) se muestran
las difererencias morfologicas en el fruto, de izquierda a derecha: fruto silvestre,
fruto op:IPT7 x pAGL5 y fruto pAGL8 x op:IPT7.

La funcion de las citocininas como reguladoras de la morfologia y complejidad de la
hoja y su relacion con el incremento en el grosor del tallo han sido anteriormente
descritas. Se dice que las citocininas promueven una actividad morfogenética en el
margen de la hoja, por lo cual se forman las aserraciones, y que las diferencias en
el tamafo del tallo pueden deberse al efecto que tienen las citocininas en el
incremento de la actividad del cambium (Shani y col, 2010; Bartrina y col, 2011).
Sin embargo el papel que juegan las citocininas en el desarrollo del fruto no ha sido
explorado, por lo cual decidimos hacer un analisis detallado de los frutos de estas

lineas de transactivacién, en los que claramente se observa un fenotipo.
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Las diferencias morfolégicas en los frutos se analizaron detalladamente mediante

microscopia electronica encontrando que las cruzas en donde se promueve la
sintesis de citocininas pAgI8 x oplPT7 (AGL8pro:LhG4 >> OP:IPT7) y oplPT7 X
pPpAGL5 (OP:IPT7 >> AGL5pro:LhG4) presentan un ensanchamiento del replum,
mientras que las cruzas donde hay degradacion de citocininas pAGL8 x op:CKX3
(AGL8pro:LhG4 >> OP:CKX3) y opCKX3 x pAGL5 (OP:CKX3 >> AGL5pro:LhG4)
presentan un replum mas pequefio en comparacion con la planta silvestre del

ecotipo Landsberg erecta (Figura 10).

Figura 10. Microscopia electronica del replum en lineas de transactivacion y planta
silvestre. En (A) y (B) lineas donde ocurre degradacion de citocininas, en A la
degradacion ocurre en las valvas y en B ocurre en el margen de las valvas; (C)
tamafio del replum en la planta silvestre WT LER. (D) y (E) lineas donde se
promueve la sintesis de citocininas en D la sintesis ocurre en las valvas y en E
ocurre en el margen de las valvas.

Para determinar la frecuencia con que el patrén en la medida del replum se repetia
se midieron 10 frutos de Ila planta silvestre y de cada cruza. Se utilizaron los
siguientes criterios de medicién: la anchura del replum, la distancia de valva a
valva y el numero de células en el replum. Posteriormente mediante una prueba
estadistica de T se determin6é que la diferencia en tamafio del replum era
significativa para las 4 cruzas de sintesis y degradacién de citocininas en valva y
margen de las valvas, no siendo significativa cuando la sintesis de citocininas

ocurria en el replum, con respecto a la planta silvestre (Figura 11).

Todos estos resultados muestran que las citocininas son capaces de influenciar el
crecimiento del replum, debido quiza a la participacion que tienen estas hormonas
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en el control del ciclo celular. Otro fendmeno interesante que encontramos en la
linea pAGL8 x op:IPT7 fue la formacion de estomas en el replum. A lo largo del
fruto los estomas aparecen en las valvas y en el estilo, pero no en el replum, lo que
sugiere gue las citocininas pueden estar participando en cambiar la identidad de las

células del replum promoviendo una identidad celular de estilo.
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Figura 11. Gréfico que muestra las diferencias en tamafio de replum, distancia de
valva a valva y numero de células en las diferentes cruzas d transactivacion. Los
asteriscos denotan las diferencias obtenidas mediante la prueba de T para las
diferentes cruzas de sintesis y degradacién de citocininas en valva, margen de las
valvas y replum, en comparacién con la planta silvestre.

VI.4 Tratamientos con citocininas en plantas silvestres y mutantes de genes WIP2 y
WIP5.

Para analizar el efecto que las citocininas tienen en la morfologia del fruto
aplicamos mediante aspersién una solucién 100uM de N°-Bencilaminopurina (BAP)
durante 4 semanas diariamente por la mafana en plantas silvestres y en las
mutantes de wip2, wip5 y wip 2 wip 3. Observamos los cambios morfologicos a lo

largo del tratamiento en toda la planta y con especial atencion en el fruto. Tanto las
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plantas silvestres como las mutantes mostraron una alta sensibilidad al tratamiento
con citocininas, desarrollando la proliferacion de tejido a partir del replum y una
reduccion en el tamafio de los frutos con respecto al control (Figura 12). Una
observacion interesante fue que los frutos mutantes mostraron ser mas responsivos

al tratamiento con citocininas que los frutos silvestres.

wip 2 wip 3

1,25 X

Figura 12. Respuesta en los frutos silvestres y mutantes (wip2, wip5 y wip2 wip3) al
tratamiento con BAP. (A) Frutos de la planta control de izquierda a derecha fruto
silvestre, wip2, wip5 y doble mutante wip2 wip3. (B) Frutos silvestres y mutantes
wip2, wip5 y wip2 wip3; después del tratamiento con BAP. Puede notarse que el
tejido ectopico que comienza a crecer a partir del replum del fruto.

Finalmente se hizo un andlisis detallado mediante microscopia en los frutos
silvestres. Los frutos tratados con BAP respondieron de manera notoria a la
aplicacién exdgena de citocininas. Después del tratamiento los frutos empezaron a
desarrollar proliferacion de tejido a partir del replum, diferenciandose en la punta a
tejido estilar y de estigma; las valvas no presentaron este tipo de afectacion, los
ovulos cambiaron de forma y en el caso de la flor las anteras no se desarrollaron
adecuadamente, siendo mas pequefias que en el control y los pétalos eran un poco
mas alargados mientras que el pistilo siguié el mismo comportamiento que el fruto

maduro (Figura 13).

Para verificar lo que estaba ocurriendo en el tejido medio de los frutos tratados con

BAP, se fijaron algunos de estos frutos, se hicieron cortes transversales con
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micrétomo y se tifieron con la tincion azul de alcian, posteriormente se analizaron

los cortes en el microscopio éptico.

Figura 13. Morfologia de fruto silvestre tratado con BAP. (A) vista de frente del fruto
silvestre después de 4 semanas de tratamiento con BAP, puede apreciarse la
proliferacion de tejido creciendo a partir del replum. (B) Microscopia electrénica de
uno de los lados del fruto, donde se aprecia que la valva no esta muy afectada. (C)
Corte longitudinal del fruto donde pueden verse los 6évulos. (D) Microscopia
electrénica que muestra un acercamiento en el fruto y donde puede verse
claramente que el tejido sale directamente del replum. (E) Acercamiento de D
donde se aprecia que el tejido que sale del replum se diferencia a estigma en la
punta (F) Cambios morfolégicos sufridos en la flor después del tratamiento, las
anteras son mas pequefas y el pistilo sigue el mismo comportamiento que el fruto.
(G) Microscopia electrénica de los évulos.

Observamos una vez mas que el tejido que comienza a crecer descontroladamente
en estos frutos proviene del replum. Otra observacion interesante fue que las
puntas de este nuevo tejido tifieron de color rojo, color del que normalmente tifie el
estigma que confirma la idea de que este nuevo tejido comienza a diferenciarse en

la punta para adquirir la identidad de estilo y estigma. Otro fendmeno relevante fue
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el hecho de que el tracto de transmision no se unié al interior del fruto, lo que

normalmente ocurre en frutos control (Figura 14).
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Figura 14. Cortes transversales en frutos silvestres sin y con tratamiento de BAP
100uM. (A) Corte transversal de un fruto silvestre, se aprecia el tracto de
transmision tefiido de azul y los 6vulos y el tejido restante tefiido de rojo. (B) Corte
trasversal de un fruto silvestre tratado con BAP, puede observarse que el tracto de
transmision no se une, que el tejido carpeloide sale del replum y que en las puntas
este tejido tiene identidad de estilo. La barra en A indica 150 umy en B 300 pm.

Estos resultados demuestran el papel de las citocininas como factores promotores
de la proliferacién y mas tarde de la diferenciacién celular, caracteristicas con las
qgue fueron primeramente identificadas (D"Aloia y col, 2011). Recientemente se ha
descrito también la actividad meristematica que tiene el replum en el fruto,
caracteristica que permite el desarrollo del tejido medio, el estilo y el estigma.
(Balanza y col, 2006; Girin y col, 2009). Por lo cual estos resultados sugieren que
las citocininas podrian estar estimulando esta parte meristemética del fruto
promoviendo el crecimiento y la diferenciacion celular en dicho tejido, donde
ademas parecen jugar un papel importante en dar la identidad de estilo a estas

células.

Por otro lado, para determinar la respuesta del gen WIP2 al tratamiento con
citocininas se realizé un experimento en plantulas de la linea WIP2-GUS en placas

con medio MS, con una concentracion 100 pM de kinetina (K) 6 N6-

bencilaminopurina (BAP), como citocininas. El tratamiento de induccion se realizo a
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las 4, 24 y 38 hrs, después de este tiempo se procedid a tefiir las plantulas con la
tincion de GUS y observar en estereoscopio los patrones de tincion. Mediante este
experimento se determind que a las 4hrs de induccion con K el gen WIP2 se
expresa en el meristemo y conforme el tiempo de induccion aumenta hasta llegar a
las 38hrs el patron de tincion se vuelve mas intenso en el meristemo y se difunde a
nervaduras de las hojas y los cotiledones. Por otro lado, en el caso de la induccién
con BAP, la expresion del gen aumenta un poco a las 24hrs situandose en el
meristemo y nervadura de los cotiledones, sin embargo a las 38hrs de induccién
decrece significativamente observandose una muy tenue tincion en el meristemo y

en las nervaduras de las hojas (Figura 15).
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Figura 15. Induccion con K y BAP en plantulas de la linea WIP2-GUS. En la figura
se muestra la induccion a las 4, 24 y 38 hrs, en el control las plantas sélo crecieron
en medio MS y la actividad de GUS permanece constante a lo largo del tiempo en
el meristemo y a partir de las 24 hrs la tincion se sitia en las nervaduras de las
hojas e hipocotilo. Por otro lado, las plantas tratadas con K muestran un aumento
en la actividad de GUS a las 38 hrs en el meristemo, mientras que las plantas
tratadas con BAP muestran un aumento en la intensidad de la sefial de GUS a las
24 hrs'y decrece significativamente a as 38 hrs de induccion.
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Esto sugiere que el gen WIP2 es capaz de responder al tratamiento con citocininas

y que lo hace de manera diferencial dependiendo el tipo de citocinina que se trate.

V1.5 Analisis del fenotipo y de los patrones de expresion de genes WIP.

El patrén de la expresion de los genes WIP2 y WIP5S se hizo en plantulas mediante
la tincion de GUS. Encontrandose que el gen WIP2 se localiza en el meristemo y
gue el gen WIP5 se encuentra en los cotiledones en estadios tempranos de
desarrollo (Figura 16). Cabe mencionar que la tincién se realizo nuevamente en
flores, hojas y frutos para estas lineas, donde no encontramos actividad
significativa del promotor de dichos gen. También se observaron los fenotipos para
las lineas de sobreexpresion de los genes WIP2, WIP5 y la doble sobreexpresante
WIP2 WIP5 en la generacién F1, obtenida mediante la cruza de las dos lineas
anteriores. La morfologia en las hojas tanto para las lineas de sobreexpresion
sencillas como para la doble sobreexpresante muestran caracteristicas similares;
las hojas son aserradas y se curvean mas que las hojas de la planta silvestre,
(Figura 17).

Figura 16. Patrén de expresion de los genes WIP2 y WIP5. (A) actividad de GUS en
el meristemo en una plantula de la linea WIP2-GUS. (B) actividad de GUS en los
cotiledones en una plantula de la linea WIP5-GUS.

Estos resultados sugieren que, aunque el fenotipo en las lineas de sobreexpresion
para estos genes es similar en hojas, no siendo asi para fruto y aunque dentro de la
familia de genes WIP el WIP5 es el mas y parecido al WIP2, la actividad de estos

genes se lleva a cabo en distintas partes de la planta y posiblemente regulen
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procesos de desarrollo que repercuten en fenotipos similares, aunque no

necesariamente los mismos.
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Figura 17. Fenotipo en hojas de lineas de sobreexpresion de los genes WIP2 y
WIP5. (A) Morfologia de las hojas en una planta silvestre del ecotipo Columbia. (B)
Fenotipo en linea de sobreexpresion p35S-WIP2, se aprecian las hojas de la roseta
muy aserradas. (C) fenotipo en linea de sobreexpresion p35S-WIP5, las hojas son
ligeramente aserradas y curveadas. (D) Fenotipo en la cruza de p35S-WIP2 WIP5
en la generaciéon F1, las hojas son aserradas, curveadas y mas pequefas.
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VII. DISCUSION.

Actualmente falta mucho por conocer acerca del papel que juegan las diferentes
hormonas durante el desarrollo del fruto de la planta modelo Arabidopsis thaliana.
Una de las hormonas mas descritas son las auxinas, pero aun no esta bien
entendido como se establecen los gradientes de auxinas a lo largo del gineceo
(Alabadi y col, 2009); también ha comenzado a estudiarse el papel de las
giberelinas (Dorcey y col, 2009; Arnaud y col, 2010). Sin embargo, estas no son las
Unicas moléculas que regulan estos procesos de desarrollo y en este trabajo se

muestra el rol que tienen las citocininas durante el desarrollo del fruto.

Ademas de lo que se conoce del papel de las citocininas en los meristemos, y de
su amplio uso en cultivo de tejidos, recientemente ha comenzado a ser elucidado el
papel que juegan las citocininas durante otros procesos del desarrollo y estructuras
de la planta. En particular, se ha encontrado que también participan en la transicion
a la floraciéon, desarrollo de hojas, y semillas (Shani y col., 2010; Bartrina y col,
2011; D’Aloia, 2011), pero la funcion que ejercen estas hormonas durante el
desarrollo del fruto no ha sido descrita.

En este trabajo estudiamos la localizacion y efecto de las citocininas en las
diferentes etapas de desarrollo del fruto, encontrando que estan principalmente
ubicadas en tejido medio y margen de las valvas, donde pudieran estar
interviniendo en el desarrollo y diferenciacién de los diferentes tejidos de la zona
media del fruto (tracto de transmision, septum y replum). Por otro lado Sorefan y
colaboradores en 2009; encontraron que la formacién de un minimo de auxinas era
necesario para la especificacion del margen de las valvas en la capa de
separacion donde ocurre la apertura del fruto de Arabidopsis; zona donde se
encontré una remarcada expresion de citocininas. Esto sugiere una interaccion
antagodnica entre estas hormonas. Es posible que esta interaccién sea necesaria

para la especificacion de los tejidos en los que se detecta; pues coincide con lo
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observado en otros tejidos en los cuales estas dos hormonas juegan papeles

antagonicos.

Se sabe que las citocininas intervienen en procesos de elongacién, diferenciacion y
division celular (Kiba y col., 2002; D Aloia y col, 2011), actividad que se corroboro
mediante las cruzas de transactivacion donde se muestra que la biosintesis de
citocininas en las plantas promueve el ensanchamiento del replum en el fruto,
contrario a las plantas donde se promueve una degradacion de la hormona. Estos
resultados en conjunto con los obtenidos para los experimentos de aplicacion
exdgena de citocininas en las inflorescencias de la planta revelan el papel que
tienen estas hormonas en la estimulacion de la parte meristeméatica del fruto o
replum. Otra observacion interesante fue el efecto que producen las citocininas
aplicadas exdgenamente en el tejido celular que crece a partir del replum, donde
parecen tener una participacion en la diferenciacion de dichas células a tejido

estilar y estigmatico.

Por otra parte las plantas mutantes de genes WIP mostraron ser responsivas al
tratamiento con citocininas; tanto en los experimentos en placa, donde hubo una
respuesta diferencial debida al tipo de citocinina; como en los experimentos de
aspersion, donde se indujo un efecto morfolégico mas severo en los frutos
mutantes comparado con el fruto silvestre, lo que sugiere que la ausencia de estos
genes potencia el efecto de las citocininas. Este efecto puede deberse, al menos
para el caso del gen WIP2, a la interaccion que tiene la proteina WIP2 con los
elementos sefalizadores de la via de citocininas, los reguladores de respuesta del
tipo A: ARR-4 y ARR-16 (Dortay y col, 2007), interaccion que podria estar
participando en la regulacién de la respuesta a la sefial provocada por la presencia

de las citocininas.

Por otro lado, el fenotipo de aserramiento en las hojas en las lineas de
sobreexpresion de los genes WIP, se relaciona con el efecto morfogenético que

ejercen las citocininas en el margen de la hoja, esto sugiere un papel similar entre
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estos genes. Sin embargo el patrén de expresién de estos genes no es similar, por
lo cual quiza no estén interactuando o regulando los mismos procesos de
desarrollo. También es necesario un analisis mas detallado, tanto en las lineas de
sobreexpresion como en las mutantes para entender la funcion de estos genes y
establecer o descartar una participacion directa con la via de sefalizacion de las

citocininas.

Los resultados obtenidos nos brindan una idea de cémo pudieran estar actuando
estas hormonas para generar una respuesta integrada durante el desarrollo del
fruto y de la planta en general. A su vez este trabajo sienta las bases para estudios
posteriores sobre desarrollo de fruto, interaccion con otras hormonas o vias de co-

regulacion genética entre las mismas.
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VIIl. CONCLUSIONES

Las citocininas se encuentran en el tejido medio del fruto en estadios tempranos de

desarrollo y en margen de las valvas en estadios mas tardios.

En el fruto de Arabidopsis las citocininas estimulan la parte meristematica en el
replum promoviendo la proliferacidon celular y mas tarde la diferenciacion del estilo y
el estigma.

Los genes WIP son responsivos a los tratamientos con citocininas.

La similitud en el fenotipo para las lineas de sobreexpresion de los genes WIP2 y
WIP5 sugiere un papel similar entre estos genes en la via de sefalizacion de

citocininas aunque en diferentes partes de la planta.

Este trabajo sienta las bases en el entendimiento del papel que tienen las

citocininas durante el desarrollo del fruto.
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